SIMPOSIOS

Diagndstico molecular de enfermedades
infecciosasy parasitarias*

l. Introduccién

SalvadorSaid-Fernandez**

Las enfermedades infecciosas y parasitarias
siguen siendo uno de los problemas méas impor-
tantesdesalud publicaen los paises endesarrollo.
Algunas de ellas, como la tuberculosisy el SIDA,
muestranuna francatendenciaaincrementarsea
nivelmundial,inclusoen las nacionesindustrializa-
das.

De acuerdo con la OrganizacionMundial de la
Salud, estapreocupantesituaciénpodriamejorar-
se notablemente,sia suvez semejoraseneincre-
mentasenlos programas oficiales de vacunacion.
Ademasserequierenpermanentementede medi-
camentosy vacunas mas efectivos.

Sinembargo, todoloanterior noessuficiente: es
un hecho bien aceptado que todos los recursos
tecnol6gicos para el control de las enfermedades
infecciosas deben ser usados adecuaday racio-
nalmente. El surgimiento de cepas resistentes a
multiples sustancias, por ejemplo, es el resultado
del abuso de antibiéticos. Ello se debe, al menos
en parte, a la automedicaciény a la prescripcion
médicainadecuada.

Conciertafrecuencia,lafaltade untratamiento
especifico se debe a la dificultad que enfrenta el
médico clinico para establecer un diagnéstico
precisoy oportuno.

Los métodos de diagndstico juegan un papel
determinanteen estatarea. Se disponeahora de
métodos y biorreactivosdecalidad muy superiora
lade los clasicos;sinembargo, permiten identificar
con mucha mayor precisién y oportunidad a los
agentes causales de una gran cantidad de enfer-
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medades ylalistade ellas se incrementaconstan-
temente.

Ahorasedisponededostiposde moléculasque
tienen la propiedad de unirse especificamente a
otras moléculas del organismo invasor o cuya
producciénse indujoen el organismodel paciente
por efectodel agente infeccioso. Me refiero, a los
oligonucledtidosy alosanticuerposmonoclonales
y antigenos puros.

Los oligonucleétidos se usan como sondas
para hibridarlas con el DNA o RNA del agente
infeccioso. Estos son especificosde género o de
especie. Este principioes el fundamentode todas
las técnicas de la biologia molecular que se usan
para el diagndsticoy la razén de su ampliamente
reconocidaespecificidad. Unavezlogradala hibri-
dacionde la sondaconlos &cidosnucleicosde los
agentes infecciosos, se puede revelar directa-
mente la presencia de los hibridos, amplificar
millonesde veces losoligonucleétidos portadores
de sefalesradiactivas o fluorescentes, mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), o
identificar in situ al agenteinfeccioso, mediantela
técnicade hibridacionfluorescentein situ (FISH),
por sus siglas eninglés. Esto que se consigue en
unas horas, detectandohastauna sola bacteriao
parasito, confiriendoaestas técnicas surapidezy
sensibilidad,respectivamente.

Las proteinasson otrotipo de moléculasque se
utilizan para el diagndstico, éstas son proteinas
aisladasde los agentesinfecciososy anticuerpos
circulantes cuya sintesis se induce en el organis-
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mo porefectode estosantigenos. Estas moléculas
para su uso en técnicas clasicas de inmunopre-
cipitacion o métodos modernos, como inmuno-
transferencia, agreganuna mas a nuestralista de
ventajas de los métodos modernos para el diag-
néstico de enfermedades infecciosas o parasita-
rias: no se requiere el aislamientode los agentes
causales, s6lo una pequefiamuestrade sangre.

Deacuerdocon loanterior, practicamentetodas
las enfermedadesinfecciosasy parasitarias pue-
den ser diagnosticadas al menos con uno de los
métodos antes mencionados, con las adecuacio-
nes que cada caso requiera.

Enestesimposio hemosquerido ofrecer auste-
des un panorama general sobre este tema, con
ejemplosde las técnicas que existenparael diag-
néstico molecular de enfermedades producidas
por virus, bacterias y protozoarios. Hablaremos
especificamente de la identificacion de pa-
pilomavirus,una de las causas de cancer cérvico-
uterino,bacteriaspertenecientesalgénero Brucella,

responsables de gravesinfeccionesenel hombrey
severas pérdidas econémicasen la industria pe-
cuaria, asi como de dos protozoarios, Giardia
lambliay Entamoeba histolytica, cuyaimportancia
médicaes ampliamenteconocida.
Deseoexpresarmiagradecimientoalos miem-
bros de la mesa directiva por la oportunidad y el
honor de mostrar a ustedes nuestros resultados
dentro del programa académico de la Academia
Nacional de Medicina y a las autoridades del
Centrode Investigacionesy de Estudios Avanza-
dos, mi alma mater, por brindarnosla ocasiéon de
compartir y disfrutar de una jornada plena de
estimulantes actividades, durante la celebracion
de nuestra reunion conjunta. Agradezco cumpli-
damente a los distinguidosinvestigadores, M. en
C. CarlosLeal Garza, Dr. Hugo BarreraSaldarfiay
Dra. GuadalupeOrtegaPierres, sus valiosas con-
tribuciones que seguramente enriqueceran esta
sesion con su experienciay conocimientos.

Il. Deteccion molecular del virus del papiloma
humano en mujeres con cancer cervico-uterino

CarlosH. Leal-Garza*, Elval. Cortés-Gutiérrez*

Los virus son organismos que pueden causar
unagranvariedadde infeccionesy puedensobre-
vivirsolamentedentrode lascélulasvivas. Hayuna
diversidaddetipos,perotodos elloscompartendos
caracteristicas comunes: estan formadosde ma-
terial genético (ADN o ARN) y este material esta
protegido por una cépside protéicaque lo reviste.
Sehanidentificadovariasfamiliasdevirus sobrela
base de su estructura, composiciénquimicay por
sus similitudes en su contenido genético.

Unvirus que puede ser transmitidoa su hospe-
derode variasformas: inhalado, tragado o transmi-
tido a través de las relaciones sexuales y formas
menoscomunestales como penetraratravésdela
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piel o porinoculaciéndirectaen sangre, pero una
vez dentrode la célula, el virus puede integrar su
materialgenéticoal dela célulahospedera,produ-
ciendocambiosque permitena ellos reproducirse
y causaruna enfermedad.

Se ha estimado que un buen porcentaje (5 al
10%) de todoslos canceresenla poblacion, estan
asociadosconalguntipodevirus, y quealgunosde
elloscontribuyenal cambiodeunacélulanormalen
unacancerosa, conociéndoseles a este grupo como
virus oncogénicos.En algunos casos pueden ac-
tuar directamentesobre la célula causandole pér-
didaenlahabilidad de control decrecimiento,porlo
gue ésta contintiadividiéndose, formando masas
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de tejido anormal (tumores). En otros casos los
virus puedenactuar directamentedafiandocélulas
del sistema inmune y logrando que el organismo
seaincapazde mantenerladivision celularnormal.

Anivel mundial, cercade 500 milnuevoscasos
de carcinomainvasor del cuello uterino son diag-
nosticados anualmente,'y en paises subdesarro-
llados es laenfermedadneoplasicamasfrecuente
yresponsable aproximadamente del 25% de todos
los casos de cancer que se presentanel el sexo
femenino.

La lesion precursoradel Cancer Cérvico-Uteri-
no (CacCu) es la neoplasia intraepitelial cervical
(NIC) y dependiendo del grado de anormalidad
celular son clasificados como NIC grado | (displa-
sialeve), NIC grado i (displasiamoderada), y NIC
Il (displasia severa o carcinoman sitt) y cuando
las células cancerosas epiteliales invaden tejido
subyacente se le denominacéancerinvasor.2

Eltiempodeevolucion entreNIC | hastallegara
carcinomainvasor es de 10 a 20 afios, pero hay
lesionesprecursorasquerevierteno regresanes-
pontaneamente a su estadonormal o uuedenper-
manecersin modificarse durantecasi todala vida.

Endiversosestudiosclinicosvepidemiol6aicos
se hamostrado que el virus del papiloma humano,
principalmente el transmitido por via sexual, esta
involucradoen una gran proporcion de los CaCu,
asi también se le ha detectado en las lesiones
precurosas NIC |, 11y I}y del condiloma del cérvix.**

Los papilomavirushumanos (VPH) sonun gru-
po de més de 70 tipos de virus y su nombre pro-
viene porque ellos son causantesde las verrugas
opapilomasy que sontumoresbenignos.Diferen-
tes tipos de VPH causan las verrugas comunes
gue crecen en manosy pies, asi como los que se
desarrollanenbocay areasgenitales,algunos VPH
genitales,transmitidossexualmentehan sido aso-
ciados a procesos neoplasicos tanto en mujeres
como en hombres.

Los VPH no son los Unicos virus que se les ha
implicado en el CaCu, ya que se ha asociado el
virus delherpes simple tipo 2; sin embargo, existe
evidenciade quelos VPH son un agente més serio
de factor de riesao para el CaCu que el herpex.’

Elgenomade los VPH esta constituido de ADN
doble cadena, circularen suformay posee aproxi-
madamente 8 mil pares de bases, la estructura
entre ellos es similar con una homologia de se-
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cuenciaquevadelmargende 45% aunahomoliogia
altadel85%. Enellos se hanidentificadomarcosde
lectura abierta (ORF), los cuales estan organiza-
dos en regiones de expresion temprana (E) que
codifican para proteinas relacionadas con la
replicacion(El), transcripcion(E2)y latransforma-
ciéncelular (E6y E7) y las regiones de expresion
tardia (L) que codifican paraproteinasdelacépside
(L1yL2).°

Delos tipos diferentesde VPH que se conocen
hay los llamados de "bajo riesgo", es decir, aqué-
llos que causanpapilomasoverrugas alrededorde
los genitales y el ano tanto en hombres como en
mujeresy son asociados con los tipos nimeros 6
y 11, ya que se ha observado que raramente
desarrollan cancer. Otros conocidos como virus
de "altoriesgo"hansido asociadosconlaaparicion
de neoplasias, y aqui se incluyen principalmente
los tipos nimeros 16, 18, 31, 33, 35y otros que
presentanaltosindicesde asociaciénconel NICy
concarcinomain situoinvasorenun 80%, de éstos
del 50 al 90% correspondenal tipo 16 y 18, y de
esos dos el primero es més frecuente.

Hancausadograninteréslosrecientesestudios
queindicanquela proteina celularp53 es capazde
unirse a la proteina E6 principalmente en el virus
VPH tipo 16.7 La asociacion de p53 con la
carcinogénesis humanaesté empezando a esta-
blecerse, el gen que codificaparala fosfoproteina
nuclearp53hasidolocalizadoeneicromosoma 17
ensuregion p13. Este genfue originalmentecon-
siderado como un oncogene, pero ahora se cree
gue tiene propiedades de un gen supresor de
tumores. Mutaciones en él representan las anor-
malidades genéticas mas comunes observadas
entumores, tales mutacionescausanpérdidade la
funciénsupresora.®

Hay funciones que apoyan la teoria de que la
proteinau53 se une ala proteina E6 de los VPH
tipos 16/18 enelcitoplasmacelular,yde estemodo
previenelafunciénsuuresoradeltumorenelntcleo.®

Como dato interesante podemos mencionar
gue pocos estudios cromosomicos han sido he-
chos en el CaCu, debido a la dificultad para obte-
ner preparaciones cromosomicas adecuadas en
tumores sélidos. Anormalidadesen la estructura
deloscromosomas1,4, 5y 11soncomunes,pero
ademassehancbservado anormaiidades numeéri-
casen estructura.’0-12
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La infeccion por tipos definidos de VPH no es
suficiente para la produccién del CaCu, algunas
observacionesapoyanlo anterior, yaqueelprogre-
S0 a cancer es unarara consecuenciade lainfec-
cionporVPH porsisola, ademas, el periodolatente
entre la infeccion el desarrollo del proceso
neoplasicopuedeestarenelordende20hastalos
50 afios,™ hay estudios epidemiol6gicosque han
implicado como factores de riesgo al habito de
fumar, asi como al uso de los anticonceptivos
orales entre otros factores.™

Para el diagndstico de una infeccion por VPH
podemos echar mano de varios métodos, uno de
ellos es la clasica técnica citologicay la histopa-
tologiaen donde la presenciade koilocitos caracte-
rizados por una gran zona clara perinucleary a
menudo binucleacién, son un fuerte indicio de la
presenciadel virus, atinque se hainformado que
particulas virales o sus antigenosson detectados
s6lo en una pequefia proporcion en tales células
afectadas pormediodelatécnicadela peroxidasa-
antiperoxidasa.®

La colposcopia es un método que permite
visualizar el cérvix adecuadamente, es util sobre
todo paraladetecciénde VPH por la lesiontisular
que éstos producen,'™ * es una herramientadiag-
néstica muy Util para aclarar dudas que no se
puedanresolvercon la clinica.

La introduccion de la biologia molecular a los
laboratorios de histopatologia ha resultadoen un
disefio de métodos innovadores en la patologia
molecular. Mientras que caracteristicas clinicas
pueden indicar una infeccion viral, el diagnéstico
definitivo debe basarse sobre la demostraciondi-
rectadela presenciadelvirus, ya seapor cultivoo
pordeteccién porinmunocitoquimica. Parala ma-
yoria de los virus su cultivo es extremadamente
tedioso y consumen tiempo, incluso a veces es
imposible lograrlo como es el caso de los VPH.

Ladeteccioninmunoldgicade los antigenos de
lascépsidesvirales hamostradoqueno es deltodo
confiable, en la mayoria de los casos, por la com-
plejidadde lainfeccién viral.

Por medio de las técnicas de hibridacionin situ
delos acidosnucleicos utilizandosondas radioac-
tivas (HP, y S) especificasparalas secuenciasde
ADN viral, es posible identificary localizaral virus
en las células o tejidos infectados. Las sondas
radioactivasen general, aunque muy Utiles tienen
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sus desventajas: el tiempo de exposicion en la
autorradiografiaeslargo, laresolucionmorfolégica
puede ser pobre y el uso de material radioactivo
requierecondicionesespecialesenellaboratorio,
aungue el uso de sondas marcadas con S han
mostrado tener unaresoluciony una sensibilidad
excelente.

Es preferibleutilizarlas técnicasde hibridacion
in situ por métodos no radioactivosutilizando para
ellola sondade ADN viral marcadacon bioctinao
digoxigenina,mismaquedespuésdeserhibridizada
conlamuestrade ADN por analizar, es detectada
inmunolégicamente incubando con un complejo
formadoporestreptavidinaacoplado con fosfatasa
alcalina o peroxidasay sustanciacromégenapara
revelarlahibridacion.” -'@

La sensibilidad para detectar secuencias de
ADN viral 6,11,16 y 18 en secciones de tejido
incluidas enparafinaoen biopsias de dreas genita-
les con este sistema de sondas con marcaje no
radioactivo, escomparableala obtenidaconaque-
llas marcadas con %S enlalocalizacionde hibridos
anivel celular.20-24

La hibridacion usando la técnica de Southern
blotde sondasde ADNextraidosde tejidosfrescos,
ha sido quiza la prueba mas utilizada y sensible
tanto para la deteccionde la presenciacomo para
laidentificaciéndesubtipos de VPHy ademéasnos
puededarinformacionsielgenomaviralestaenlas
célulascomo episomaoesté integradoal genoma
celular, esta técnicarequiereunaintensalaboren
ellaboratorio.

Latécnicadot-bloto hibridaciénslot-blot,?¢ tam-
biénse utilizaADN purode células otejidoinfecta-
do, mismo que es desnaturalizado y colocado
directamente como mancha o gota en una mem-
brana o papelfiltro de nitrocelulosa, esto evita los
pasos de la electoforesisen gel y la transferencia
de la hibridacion Southern,y después de esto, el
ADN es sometido a la hibridacién con la sonda
marcaday denaturalizada.

Otrasvariantesdeestastécnicacde hibridacion
utilizan células exfoliadas que son filtradas sobre
unamembranadenitrocelulosa, desnaturalizadae
hibridizadaa alta temperatura,?” o pueden utilizar
cortes de tejidos que habian estado incluiidos en
parafina, estatécnicaeslaUnicaenlacualla sefal
es vista conrelaciontopograficaalalesion patolo-
gica.?®
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El nimero de tipos distintos de VPH identifica-
dos ha ido en aumento rapidamente durante los
Gltimos15 afos,enla actualidadexcededelos 70%°
y aproximadamentela mitad de ellos ha sido aisla-
dade areasgenitales. Se consideraun nuevo tipo
de VPH sdlosi sugenomacompletohasidoaislado
y establecido su secuencia nucleotidica de sus
genes E6, E7y L1y que sea diferenteen mas del
10% de cualquiera de los VPH descritos previa-

Se requiere de métodos alternativos para una
evaluaciénrapiday eficientededeteccion e identi-
ficacion, para esto se emplea un método que per-
mite la amplificacion de secuencias génicas pre-
sentesen muy pequefias cantidadesen el material
ainvestigar;aeste método sele hadadoelnombre
de reaccién en cadenade la polimerasa (RCP) y
consisteen que el ADN de doble cadena es calen-
tado hastasu desnaturalizacién,las cadenassim-
ples se aparean con un par de oligonucleé-tidos
sintéticos especificos llamados iniciadores, que
son complementariosuno en el extremo5 del gen
o fragmento del gen que se desea amplificar,y el
otroen el extremo 3 del mismo, pero en la cadena
opuesta, estos oligonucleétidos actian como
cebadores parala ADN polimerasa que sintetiza
dos nuevas cadenas de ADN complementarias
con las cadenas originales. Estos sucesos se
repitenhasta 30 veces, lograndosedoblaren cada
ciclola cantidad de ADN blanco. Despuésde esto
se realiza un andlisis directo por cortes con enzi-
mas de restriccion o hibridacion con sondas no
radioactivas para comprobarla identidad del gen
amplificado.!

El uso de esta técnica con iniciadores o ceba-
doresconsenso (MY 11, MY08) puedenamplificar
una gran gama de tipos de VPH . Los iniciadores
blanco de los VPH son genes de laregiéonL1 que
codifican para la capside viral, para detectar los
productos de la amplificaciénson usados sondas
consensode masde400 paresde basesy lostipos
individualesdevirusque puedenser diferenciados
consondas de pocos oligonucleétidos.3 3

La aplicacion de las técnicas moleculares de
detecciénhan reafirmadoel papelimportanteque
desempefianlos VPH en el desarrollodel CaCu.
Aun cuando laidentificacién de los tipos, subtipos
y variantesde los VPH es complicaday amenudo
compleja, es importante el continuarcon este tipo
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de estudios, asi como los encaminadosal avance
de las lesiones preneoplasicas, la evolucion y el
tipoespecificodevirus asociadoaellas, paratener
enunfuturo,unprotocolodemanejoadeucadoque

permitaun diagnéstico oportuno, la profilaxis, asf
comoel controldefinitivodeloscarcinomasgenitales.
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lll. Diagnodstico de brucelosis por la reacciéon
en cadena de la polimerasa

Hugo A. Barrera-Saldafia*, Ana Maria Sifuentes-Rincon*, Agnés Revol-de Mendoza*

Labrucelosis, fiebre de malta o fiebre ondulante,
es unazoonosis causada por bacterias del género
Brucellay es considerada como un problema eco-
némico y de salud publica muy importante, sobre
todoenlos paises en vias de desarrollo. Aunque es
fundamentalmente una enfermedad de animales
domésticos, el hombre puede infectarse de forma

secundaria, siendo Brucellamelitensis, Brucella suis,
y Brucella abortus, las principales especies respon-
sables.

Lainfeccion por brucelas enhumanostiene una
distribucién practicamente mundial. Sin embargo,
existen diferencias geograficas importantes se-
gunlas especiesimplicadas: Bbruecella melitensis

* ULIEG, Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, U.A.N.L.
Correspondencia y solicitud de sobretiros: Dr. Hugo A. Barrera Saldafia. Av. Madero y Dr. Eduardo Aguirre Pequefio, Col. Mitras Centro, C.P.
64460. A.P. 3-4125, Monterrey, N.L. Tel. (8)329-4173 y Fax: (8) 333-7747. E-Mail:hbarrera@ccr.dsi.uan1.mx
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es la responsable de la mayoria de los casos en
Espafiay la especie predominanteen los paises
riberefiosdelMeditarraneo,Africa, Centroamérica
y Sudamérica:Brucellaabortuses el agente princi-
paldelaenfermedadenelnortey centro de Europa
y su difusion ha aumentado hacia los Estados
Unidosenlos Ultimos afios; Brucelia suis esrelati-
vamentefrecuenteendiversosestadosdelaunion
americana.' PorloqueaMéxicorespectajaendemia
en brucelosis humana varia con el tiempo y la
entidad. Engeneralseconsideraque labrucelosis
se encuentradistribuidaentodo ef pais con morbi-
lidaddiversa.?

Enelhumano, eldiagnésticode labrucelosis es
primeramenteclinico. Este sehace conbaseenel
patrontipicodeenfermedad febril,combinadocon
la revision del historial clinico, para buscar una
posible exposicion. Ademas. este primer paso se
debe confirmarcon pruebasseroldgicasylocon el
aislamientodelabacteria.Lamayoriadelaspruebas
seroldgicasempleancomoantigenoalabacteria.
Sin embargo, todas estas pruebas presentan el
problemade inespecificidady baja sensibilidad.?

Eldiagnosticomésconfiabledependedel aista-
mientodel microorganismo. El cultivodesangrees
el método de eleccién, pero las muestras deben
ser obtenidas en la fase o periodotemprano de la
enfermedady los cultivos tienen que ser incuba-
dos por lo menos por tres semanas.

EnMéxico,auncuando esbienconocidalabaja
confiabilidad de los resultados obtenidospor mé-
todosseroldgicos,se le daunamayor confiabilidad
ala prueba de aglutinaciéonen placa con Rosa de
Bengala,comopruebadetamizaje. Aésta le sigue
una comprobaciéncon otras pruebas,como la de
aglutinacion estandar en tubo y su variacién en
presencia de 2-B-mercaptoetanol.Es asi que se
consiguediagnosticara un enfermoagudoen una
zonadonde la brucelosis es endémica. >*

Cabe sefialar que la busqueda cotidiana de
Brucellamediantesu aislamiento,es practicamen-
te nula, especialmente en las instituciones del
sectorpublico, lo que trae como consecuenciaque
el porcentaje de falsos positivos sea muy alto.®

Dadas las ventajas de la especificidady sensi-
bilidad que ofrece la PCR, muchos grupos de
investigacion se han avocado a establecer méto-
dos diagnoésticos basados en estanuevatecnolo-
giaparaladeteccionde Brucella.**¢ Sinembargo,
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lamayoriade estas pruebasno sonespecificadas
parael género,masno paralasespecies, obien, se
inclinan alograr la diferenciacionde las especies
localesde mayorimportanciaepidemioldgica.”
Estudiosrealizadosennuestrolaboratorio® em-
pleando la PCR para detectar secuencias del
genoma de Brucella abortus, a partir de muestras
de sangre de vacas lecheras infectadas con esta
bacteria, abrieronuna nueva posibilidad para es-
tablecer un método diagndstico basado en esta
poderosatécnica. Lo anteriorfuelogradoal practi-
car la PCR utilizandoun par de iniciadores deriva-
dosdelasecuenciareportadaparaellocus Omp2,
gue codifica para una proteina de la membrana
externa(porina)de Brucellaabortus.? Lainclusion
enlos ensayosde PCR de unterceriniciador que
generéunabandaadicionalséloen algunasde las
especies estudiadas, dejo entrever la factibilidad
dedetectaralmenostresespeciesde este género:
Brucella abortus (cepas S19 y S44), Brucella
melitensis (cepaRev-1) y Brucefla suis (cepa 1330).
Con estos antecedentes y tales observaciones
preliminares,nos propusimosen este trabajo, es-
tablecerunmétodode PCR paradetectary diferen-
ciartodaslas especies del género Brucella.

Resultadosy discusion

Con el fin de comprobarla especificidad de la
prueba de PCR originalmente implementada en
nuestro laboratorio,® los fragmentos de amplifica-
cionde 200 pbgeneradospor ésta, fueronclonados
yselesdeterminaronsussecuenciasnucledtidicas,
mismas que al ser comparadascon la reportada
paraBrucellaabortus,® permitieronestablecerque
las regiones amplificadas para estas cepas si
correspondianal locus Omp2.

Comosiguiente pasoy paraampliarel poder de
detecciony diferenciacion de la prueba original-
mente implementada, se capitaliz6 en sitios de
restriccion polimérficos (particularmente Kpn 1)
dentrodellocusOmp2 delas especiesdel género.
Aprovechandola variaciongenética que presenta
el locus Omp2 blanco para la PCR, se disefié un
cuartooligonucleétidocapazdegenerarbandasde
amplificaciénen la mayoria, mas no en todas las
especies. El uso conjunto de ambos recursos
permitié la deteccion-diferenciacion de las seis
especiesdel género (Cuadrol).
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Cuadro I. Deteccién y diferenciacion de brucelas por
PCR-RFLP

Patrén  Bandas de RFLPpara Especie
amplificacién  Kpnl

A 3 +) Brucella melitensis
A 3 ) Brucella suis

A 3 +) Brucella neotomae
B 2 {-) Brucella canis

(3 1 (-) Brucella ovis

34 3 Brucella abortus

*Lospatrones Ay Ddifieren eneltamariode una de lastres bandas.

\

Unavez logradala detecciondiferencialde las
diferencialde lasseisespeciesdelgénero,se eva-
lué la especificidadde la prueba practicandolaen
las condicionesestablecidasconlos ADNs de es-
peciesdiferentesaBrucella,obteniéndoseresulta-
dosnegativosen todasellas. Tambiénse determi-
né el limite de deteccién de la prueba, quedando
establecidocomode 1 ng de ADN bacteriano.

Elmétodo diagnéstico diferencialha sido aplica-
do a la deteccién de Brucella, utilizando como
blanco el ADN gendmicoprovenientede las mues-
trasde sangre de humanoy los resultadosobteni-
dos alafecha, muestran que la metodologia aqui
implementada podra, una vez validada, ser una
herramientade gran utilidad para el diagndsticoy
estudio de la brucelosic.
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IV. Avances en el estudio del material genético de
Giardia duodenalis y su aplicacion potencial en
epidemiologia y diagnéstico molecular de la
giardiosis

RaulArguello-Garcia*, MariaGuadalupe Ortega-Pierres*

Introduccion

Lasinfeccionesocasionadaspor el protozoario
parasito causante de la giardiosis humana, Giardia
duodenalis(= G. lamblia, G. intestinalis), represen-
tanactualmente un campo de estudio deimportan-
cia creciente en materia de salud publica. Entre
otrascausas, resaltanelhechodequelagiardiosis
presentaun cuadroclinicobastantevariable. Este
abarca desde cuadros agudosy cronicos que se
asocian frecuentemente a episodios diarreicosy
sindrome de malabsorcion intestinal hasta cua-
dros de individuos portadores sin sintomatologia
concomitante.'? Desde el puntode vista epidemio-
l6aico. se reconoce aue estainfecciontiene distri-
bucién cosmopolita y esta ubicada entre las 20
principales enfermedades infecciosas en paises
envias de desarrolloy es la parasitosisintestinal
mas frecuente en paises desarrollados, ademés
de que en México la poblacién infantil en etapa
preescolar es el nicleo més afectado.>* Asimis-
mo, laprincipalmedidade controlde estaparasitosis
en la practica médica es el empleo de agentes
quimioterapicos, los cuales si bien han mostrado
resultados eficacesen muchasinstancias,actual-
mente se ha detectado una tasa frecuentemente
mayor de casos refractarios al tratamiento,® por lo
gue serequiere abordarel campode disefio racio-
nal de drogas anti-Giardia.

Eneste sentido, el andlisisintegralde los facto-
res mencionadosdebe ser abordadoconbase en
un conocimiento de los aspectos fundamentales
bioquimicos, de su metabolismoy aquellos que
regulan la expresion de moléculas relevantesen
Giardiaduodenalis. Como se describiraen el pre-

sente trabajo, dentrode las principalesestrategias
deestudio basicoseencuentran las metodologias
deingenieriagenéticay DNA recombinante, cuya
aplicacionhaproporcionadohasta ahora valiosas
aportacionesenel estudiodelparasito.No obstan-
te, enlaactualidadatnserequierenandlisisyensu
caso consensos en relacién a aspectos como:
filogenia, dindmica poblacional, funcién nuclear,
ploidiay determinantesgenéticosde mecanismos
de pato-genicidad del parasito, asicomoelpotencial
zoonotico,la epidemiologiay el diagndstico mole-
cularesde la giardiosis.

DNA, RNA Y GENES DE G. duodenalis

Elconocimiento detallado del contenidogenéti-
coy los procesos de expresion genética en este
parasito ha sido aportado basicamente por la
clonacion de diversos genes, en virtud de hasta
ahorase ha visto limitadala obtenciéndemutantes
con deficiencias fisiolégicas y metabdlicas rele-
vantes, ademéas de que no se ha reportado el
empleode estrategiasexperimentalesde transfor-
macioncon DNA exégeno en este parasito.

Asi, los datos sobre caracterizacion delgenoma
del warasito han sugeridoun contenidode 0.144 +
0.018 pg DNA/trofozoito binucleado (0.072 pg DNA/
nicleo) y de 0.313 = 0.003 pg DNA/quiste
tetranucleado (0.078 pg DNA/nticleo).* EIDNAtotal
puedeserseparadoendospoblacionesde diferen-
tecomposiciony densidad engradientesde CsC1,”
y su contenido de G+C oscila de un 42-48%,%°
aungue a nivel de DNAr éste es del 75%" yenla
generalidaddelos genes que codificanpara protei-

* Departamento de Genética y Biologia Molecular Centro de Investigaciony de EStudios AvanzadosIPN,Mexico, DF.
ysolicituddesobretiros, Dra. MariaGuadalupe Ortega Pierres, Departamento de Genéticay Biologia Molecular, CINVESTAV-

IPN, Av. IPN No. 2508 Col San Pedro Zacatenco, 07300 México. DI,
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nas estructurales, funcionales y metabdlicas re-
portadoshastaahora (cuadrol)losvaloresoscilan
de 49-60%. Se asume que las regionesno codifi-
cantes son por consiguiente ricas en A+T. Con
base en el andlisis de ocho genes que han sido
secuenciados, se ha observadounuso de codones
tendiente al empleo de codones sinénimos, aun-
queenun42.1%deellos se tratade codones NNC.
Esto ultimo se asemeja mas al caso de arque-
bacterias comoHalobacteriumhalobium,presenta
semejanza parcialcon Trypanosomabruceiy exis-
teunagrandiferenciaconEntamoebahistolyticay
Plasmodium falciparum.” El nlmero maximo de
cromosomas por nucleo detectados por micros-
copia es de 56 y la electroforesis de DNA tipo
cromosomalen gel de campos pulsantes (EGCP)
hareveladoalgunasbandas minoritariasadiciona-
les."? Asimismo, se ha estimado que el tamatio
cromosémicooscilaentre 1 x106y4x10°pb, y que
cada trofozoito contiene de 30-50 moléculas de
DNA cromosomal. Por otra parte, los datos sobre
complejidad gendmica (de 3x 107 hasta 8 x 107 pb)
y de ploidia (haploide, diploide o poliploide) han
resultado controversiales (revisado por Adam® y
Thompson y Reynoldson®). En este sentido, los
polimorfismos detectados en el tamafio de los
cromosomas, asi como en la deteccion de
esquizodemos por analisis de polimorfismo de
longituddefragmentosde restriccion(PLFR)8 151617
y dezimodemos porseparacion electroforéticade
isoenzimas'' han permitidosugerirque la hetero-
geneidadbioldgicay fenotipicaobservadaen Giardia
duodenalis tiene una base genética. Esta Ultima
puede surgir de mutaciones durante eventos de
reproducciénasexual o por intercambiogenético,
sinexcluirpor consiguientelaposibilidadde even-
tos de reproduccion sexual en este protozoario.2

Porsuparte, el fraccionamientode RNA total de
Giardia duodenalisresultaen la obtenciénde dos
poblacionesmayoritarias (los RNAr de subunidad
mayor [218] y los RNAr de la subunidad menor
[15S]), ademas de una variedad de RNAs
inusualmente pequefios.?! Dentrode las poblacio-
nesdetrans-critosenesteparasito,el RNArresulta
particularmente interesante por varias razones.
Por una parte, éste es mas pequetio en longitud
gue aquellos de otros eucariontese, incluso, que
los de eubacterias.??? El gene de DNAr constade
5566 pb™y esta repetido en bloques dentro del
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genoma, tiene localizacion telomérica y sufre
rearreglos frecuentes (hastadel 3% pordivisiénen
cultivos clonados}lo cual explica,almenos parcial-
mente, el polimorfismo en los cromosomasdonde
se ubican.® E| gene correspondienteen Giardia
muris y Giardia ardae contiene una region
espaciadoraintergenicamés grande que originaun
tamafio de 7600 pb, ademés de que difieren en
regionescodificantesdel RNAr5.8S y enlaregion
3delRNAr28S dela subunidadmayor,?* principal-
mente en el caso de Giardia rnuris. De manera
especial, la secuenciay estructura del gene que
codifica para el RNAr tipo 16S de la subunidad
menorse haempleadoenlaclasificacionde Giardia
duodenalis,ubiciAndolocomoel eucarionte aparen-
temente mas primitivo,* ylaregion3'delmismoha
sido reconocida como blanco de la actividad de
antibioticos del tipo de los aminoglicsidos (v.gr.
paromomicina e higromicina).?® En forma concor-
dante, la secuenciadel dominio V del RNAr de la
subunidad mayorhapresentadocorrelaciénconla
sensibilidaddelparasitoainhibidoresde la peptidil
transferasay de la peptidil translocasa.?’

El proceso de traduccion de RNAm en este
protozoariono ha sido estudiado en extenso. No
obstante,los datos proporcionadospor los experi-
mentos de secuenciacionde genesy la caracteri-
zacionde laregion 5' por extensionde iniciadores
y/o mapeo por endonucleasa S 1 han permitido
obtener datos importantes (cuadro ). Asi, se han
detectadosecuenciaslider notraducidasmuy cor-
tas (1-6 nucleétidos) en la regién 5', como se ha
detectadoenalgunos genes de Entamoebabhistolytica
y Trichomonas vaginalis,?*?° y una estructura cap
metilada en el nucleétido 5', lo cual sugiere que la
union ribosoma-RNAm Yy el inicio de la traduccion
enesteparasitoseencuentramésestrechaqueen
vertebrados, en los cuales dichos RNAmM no se
traducen eficientemente. Sin embargo, el RNAm
de G. duodenalishapodidosertraducidoinvitroen
un lisado de reticulccitos de conejo.?'* En este
sentido, el procesamiento de RNAm por {rans-
splicingdesecuenciasliderquesehareportadoen
protozoarioskinetoplastidos no ha sido reportado
en Giardia. Asimismo,la presenciade secuencias
dereconocimientode ribosomaprocariético(Shine-
Dalgarno, consenso UAAGGAGG) han sido pro-
puestasenalgunos genes, aunque nosetieneuna
consistenciaen cuanto a la localizacion de éstas
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respectoal codondeiniciacion,”® ademas dequela
presencia de secuencias lider cortas no podria
explicar con certezaunainteracciondel ribosoma
con regiones rio arriba del sitio de inicio de la
traduccion.De estaforma, se haasumidoque este
procesoen Giardiaessemejante conloqueocurre
enlos deméaseucariontespresentando,no obstan-
te, caracteristicasparticulares.

Ensucaso, elanalisisdel procesode transcrip-
ciénen este parasitotambiénhasido abordadopor
secuenciaciénde genes (cuadro ). Engeneral, se
consideraque este parasito puede presentarme-
canismos de regulacion transcripcionalsemejan-
tes al modelo eucarionte, aungue la presenciade
intrones en genes codificantes para proteinas es
rara en organismos protozoarios, y en Giardia
spp. éstos no han sido identificados. En este con-
texto, variosautores han reportado presuntamente
lapresenciade unacaja TATAA como posiblesitio
dereconocimientoparaRNA polimerasa,®*"-*loca-
lizada entre 9-134 bases rio arriba del cod6n de
inicio. Enlaregion 3'se han observadosefialesde
poliadenilaciénpotencialesAGTPuAA* queimpli-
can la presencia de una pirimidinaen la siguiente
base. Como un ejemplo, en vertebradosy Llantas
lasefialde poliadenilacion consenso (AATAAA) se
encuentra'localizada invariablemente de 10-30
basesdelacoladepoli(A).* En Giardia duodenalis,
estasefial se encuentra separada por 6-19 bases
del coddn de terminaciony, a partir de éste, des-
pués de una region 3' no traducida corta (7-10
bases) se encuentraelinicio de la cola de poli (A).

Perspectivas sobre el empleo del material
genético de Giardia duodenalisenel
diagnostico y epidemiologiamolecular

Los estudios reportados sobre el empleo de
secuencias de DNA o RNA de Giardia, preferen-
cialmente,se handirigido aladeteccion delparasi-
to o material bioléaico del mismo en muestras
clinicasy/o medio-ambientales. De estaforma, se
hanabordadoestrategiasespecificasencadacaso.

Epidemiologiamolecular

Giardia duodenaliseslaespeciequemésseha
estudiadoencuantoasuheterogeneidadbioldgica,
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la cualincluyediferencias fenotipicas(morfologia,
especificidadde hospederos, capacidadinfectivay
patrén de infeccién, crecimiento in vivo e in vitro,
sensibilidad a drogas, perfiles antigénicos) y
genotipicas(cariotipos,esquizodemosy zimo-de-
mos) [revisado por Thompsony Meloni?’]. Se ha
sugeridoque estas Ultimas se presentandebidoa
quelas cepassiguieronrutasevolutivas distintasy
ala seleccionde poblacionesante presiones am-
bientales (presenciaen distintos hospederos, en
diferentes areasgeogréficasy tambiénporlapres-
cripcion de diversos farmacos). En especial, la
diversidadgenética puedemantenerse al ser alte-
rados los sistemas de competencia clonal que
ocurren en poblaciones de Giardia asi como de
muchos otros organismos®®?7y, particularmente,
debe mencionarseel efecto mutagénicode agen-
tes en cuestion como el metronidazol,*® hasta
ahoraladrogaque méas se usaen eltratamientode
la giardiosis. Los estudios recientes se han con-
centradosobretresaspectosfundamentales:(a) la
comparacion molecular de aislados de distinto
origen epidemioldgico, clinico y geografico con
cepasde referencia, (b) tratarde entender median-
te datos de anélisis molecular la dindmica de
interaccionentre Giardia, suhospederoy el medio
ambiente, e (c) implementarsistemasde deteccion
delparésito con alta sensibilidady especificidad.
Un primer nivel de estudio ha consistido en la
comparacion de las caracteristicas del material
genético de las distintas especies de Giardiadefi-
nidas por agrupacionmorfolégica: Giardiaardeae
(aves), Giardia duodenalis (mamiferos principal-
mente), Giardia muris (roedores), Giardia psitiaci
(aves)y Giardia agilis (anfibios). Deéstas, lastres
primerashan sido mas analizadas.La separacion
demoléculascromosomalesdeGiardia duodenalis,
Giardiamurisy Giardia ardeae por dos variantes
de EGCP han mostrado diferencias significativas
enelnumeroaparentey tamafiode cromosomas,
einclusosehanobtenidosondasde DNA total con
patronesde hibridizacionselectivahaciaunoodos
de las especies, aun bajo condiciones de alta
astringencia® (figura1). Asimismo, el anélisis del
DNAr ha mostrado ser similar entre aislados de
Giardiaduodenalis, perodistintodeaquelde Giardia
murisy Giardia ardeaecomo se mencioné previa-
mente.?* De la misma forma, la amplificacion de
distintassecuenciasdelgene de giardinapor reac-
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cién en cadenade la polimerasa (RCP) y subse-
cuentehibridizaciénconsondasde DNA sintéticas
han mostrado resultados experimentales alenta-
dores, yaque permitiddiferenciarGiardia duodenalis
de Giardia muris, y su uso ha permitido detectar
hasta un quiste por muestra analizada.*°

Entrelos aspectosquemas abordadoemplean-
do el material genético de este protozoario se
encuentrala diferenciacionde aisladosy/a cepas
de Giardiaduodenalisenfunciénde surelevancia
epidemiolégica y diagndstica. Por lo general, se
han analizado aislados obtenidos de humanos,
gatos, castores, perros, roedoresy otrasespecies
de hospederos. El estudio de moléculas cromo-

somales ha permitido obtenerdatosinteresantes.
Asli, se hanobservadoenseisaisladosvariaciones
en el tamafiode los cromosomas, especialmente
enlasbandas minoritarias;'2asimismo, enunestu-
diodonde se analizaron54 aislados, se ha encon-
trado mayor correlacién con el origen geogréafico
delaisladoque conelhospederoinfectado, lo cual
es concordante con la amplitud del espectro de
hospederosdeeste parasito;*'y enotroestudioen
el que se analiz6 el cariotipo de 20 aislados por
EGCP, seencontrdrelacioncomplementariaentre
lospatronesobtenidosde hospederosinvolucrados
en un brote epidémico de giardiosis con transmi-
siénzoondtica.*?

(

Cuadro |. Genes clonados que codifican para proteina de C. duodenalis

Oeshidrogenasa(g,
<)

= g, DNAgen6mico; ¢, cDNA
micio de la traduccién que se propuso.

(Tomado de Adam, 1991)

Extension ContenidoC+G
Secuenciadel dela de la porcién
Proteina’ Sitioprobable secuencia Secuencia3' no Traducida® que codifica
deiniciacion® 5 no laproteina
traducida® (%)

Proteinas
Estructurales
a-Tubulina (g,c) ATAAAAATGCGT 5
B-Tubulina (g,c)  TTAAAAATGCGT ] TAGCCTTGAGCGAGTAAATTCCCG 67
o,-Giardina (g) TTAAABATGCCG 3 TAGGGGTTTAGTGAACGTCTTTAG 60
o,-Giardina TAGAAAATGCCG 3 TAGGCGCCTTTACTGCGGGGTTTCCTTTCGET

AGTGAATTGCCTAGCGGGT 57
B-Giardina(g,c) CCGTCTATGTTC TAACGCCTCGAGTAAS S9
y-Giardina AAGAAAATGAAG TAAGGGGCTGGTGAGTAAATTTCCCTATAGC 53
Proteinasde
superficie
CRP170(g.¢) GCCTCAATGTTG 1 TGACTTAGGTAGTGAATGCTGTAC(A), 65.56'
TSA 417 (g) GGCCTAATGTTC TAGATGTACTTAGATAGT, \CCGTCATCGATG 53
CRP72(c) TGACTTAGGTAGTGAATGCTATAC(A), 55
VSP1267(c.g)  ACYYCAATGTTG 1 TAGACTTAGGTAGTAAACGCGTCACTGTIA), 49
Proteinasde AGTAGGATGCCT 50
choque térmico
(9
Glutamato TTTAAMATGCCT 36 TGAGGGCTGAAGTGAATATTTACCTTTTCC

* En cada caso, elprimer ATG fue usado como el sitio de iniciacion de la traducciony lo fue en la forma de lectura abierta Para la .-
Giard na la confirmac on de Ia iiciac 6n de la traduccién fue chbtenida por secuenciacion delN-termina! de la proteina Paralos genes
cc ia pro’c na ae la wbulina la comparacion con los genes oe la tubulina de otros organismos fuc consistente con el siio putat vo de

< Longitud en nucledtidos. Determinado por la extension deliniciadory/o proteccion de la nucleasa S1.
“ Elcodon de paro y la posible serial de polladenilacién (AGTPuAAPy) esta subrayada.
* El contenido C+G de lasregionesrepetidasy 3’ def gene 0RP 170 estan separadas
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Figura 1. Diferenciacién de especies de Giardia definidas
morfolégicamente por microscop’a electronica de barriao
(MEB) v por anaisis de EGCP e hibrid'zacién con sondas de
DNA especificas de especie. (1) MEB de trofozoitosde Giardia.
Las superf cies dorsales se presentanen A","Cy 'E', mientras
que las superfcies ventrales sepresentanen'B8 ' “D'v F' G

duedenalis ("A"y "B.") tiene dos flagelos caudalesy carece de
un surco profundamente indentado en el disco adherente
ventral.mientrasque G. muris("C"y "D")y G. ardeae ('E"y "F.")
tienen solamente unflagelocaudalcompletoy otrorudimentario
(cabezasde flecha), ademas de presentar el surco indentado
(asteriscos). (2) Anélisispor EGCP (electroforesisen geles de
alternamiento de campos ortogonales) e hibridizacién con
sondas de DNA total. En "A" se muestranlos cariotiposde 2
aislados de G. duodenalis(carriles| [cepa Portland 1-CCW], y
2[cepa Portland1}), G. muris (carril 3) y G. ardeae(carril4). En
los siguientes casos (autorradiograrnas), este material se
transfiriéa papel de nitrocelulosay se ensay6 por hibridizacion
tipo Southern con sondas radioactivas de DNA total de: G.
duodenallscepaPortlandl ("B"), G. muris ("C"), G. ardeae ("D")
yuna sonda presuntivadeungenedeproteinadecitoesqueleto

de G. duodenalis ("E"). (Tomado de Campbelly cofs, 1990)
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Porotrolado, la presencia de esquizodemos por
anélisisde PLFR se ha observadoen varios estu-
dios. En uno de ellos, una sonda obtenida por
digestion de DNA de la cepa WB con BamH! y
clonadaen elptdsmido pBR322 se us6 paraagru-
par 15 aislados en nueve esquizodemos.** En
estudios similares, se han analizadoy clasificado
aisladosen solamentedos grupos con base en el
uso de sondas Unicas de DNAr44 o de mdltiples
sondas, entre ellas dos sintéticas de giardina 'y
tubulina(figura 2, panel 1),* obienconelempleode
dos sondas norelacionadas(del antigeno isp 17y
de unrepetido genémico).“¢Los andlisis anteriores
sepuedenoptimizar,i.e. detectarPLFR tnicos con
el uso de soélo una sonda, con el empleo de la
técnica de impresion digital de DNA (DNA
fingerprinting, también llamado aqui "fenotipo de
DNA en virtud de que analiza secuenciasrepeti-
das transcripcionalmenteinertes). En un andlisis
de 3 aislados genotipicamente relacionados se
encontraron diferencias en sus patrones de
hibridizaciénconla sonda del fagoM13, asi como
enestudiosposterioresconotros 19 aislados (figu-
ra 2, panel 2)*®47 mientras que en otro estudio se
analizaroncinco aislados, presentando cada uno
de ellos polimorfismos exclusivos por DNA
fingerprintinga pesar de que habian sido inicial-
mente caracterizadoscon PLFR semejante.*®
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Figura 2, panel 2

Figura 2. Diferenciacion de aislados de Giardia duodenalis
por andlisis de esquizodemosy de impresion digital de DNA.
(1) Andlisis por PLFR. Autorradiograma de ensayos de
hibridizacién tipo Southern de DNA gendmico total de 9
aislados (indicados en la parte inferior) digerido con la
enzima Pstl transferido a papel e incubado con sondas de
oligonucledtidos de giardina ("A") y tubulina {"B"). (2) Anélisis
por DNA fingerprinting. EIDNA genémicototal de 19 aislados
de Giardia duodenalis fue digerido con la enzima Rsal,
transferido a papel e hibridizado con una sonda radiactiva
conteniendo una region repetitiva de 1446 pb del DNA de
formareplicativa del fago M 13 (Tomados de Homany cols.,
7992 [1]y Carnabyy cols., 1994 {2]}

En fechas recientes. se han implementado
metodologias basadas en RCP para amplificar
distintassecuenciasblancode DNA conlafinalidad
de diferenciar aislados dentro del grupo G.
duodenalis. Enuncasoseempledunfragmentode
183 pbdelgene de RNAr18Sy seidentificarontres
patrones en 35 aislados de humanosy animales
cultivados in vitro, asi como en muestras fecales
de pacientes, " ‘permitiendodetectar el equivalente
de DNA de menos de un parasito. En otro estudio
se amplificé una region semiconservada de un
gene codificante para un antigeno de 68-72
kilodaltones del trofozoito usando iniciadores de
secuenciasconservadasdelos geneshomologos
tspily tsa417, encontrandosediferenciasennueve
aisladosanalizadosy clasificadospreviamenteen
cuatro grupos por otras técnicas y se pudo detectar
el producto amplificado a partir de 2-4 trofozoitos.*
En el mismo contexto, se ha empleadopara dicho
finunatécnicaderivadadel andlisispor RCP,esto
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es, el analisis de DNA polimérfico amplificado al
azar (DPAA).Estatécnica,adiferenciadelaRCP,
norequiereel conocerlasecuenciade la secuen-
cia blanco a amplificar:empleando diferentesini-
ciadores,se hanpodido observardiferenciasenlos
patrones de DPAA en clonas derivadas de un
mismo aislado®® asi como en distintos aislados,
donde se han identificado hasta 10 perfiles o
rapdemos.®

Asimismo, en estudiosrecientesse hagenera-
docontroversiaaltratardeexplicarla heterogenei-
dadgenotipicaen parasitosobtenidosen unamis-
mainfeccion,conel objeto de identificaréstocomo
unacausaparcialdel espectroclinico vatiable dela
giardiosis. Inicialmente Uporofty Upcroft52 esta-
blecieron 25 cultivos a partir de un paciente y
observaronen ellos la presenciade dos patrones
genotipicosempleandotécnicasde PLFR,EGCP-
y DNA fingerprinting, aungueunapoblacionsirnple
de Giardiapresentb ungenotipopredominanteyno
representativode la poblacion original, por lo que
concluyeronque la heterogeneidadobedece a la
coexistencia de subpoblaciones con diferente
genotipo. Inclusive, Butchery cols.*® observaron
patronesfenotipicosygenotipicosdistintosendos
aisladosobtenidosde casos cronicosantesy des-
pués de tratamientocon metronidazol, sugiriendo
guelapresiénde ladrogaselecciondla poblacion
mas resistente. Sin embargo, Carnaby y cols.%*
analizaronlosgenotiposde 19 aisladosy clonas de
éstos tanto /n vitro como in vivo mediante DNA
fingerprinting,observandoque factores comotra-
tamiento de infecciones crénicas con metronida-
zol, tiempodecultivoaxénicoy presionpor bilis son
capaces de modificar los perfiles genotipicos del
parasito, por lo que establecenque la plasticidad
del genoma de Giardia, mas que la presencia de
poblacionesmezcladas, eslacausantede lahete-
rogeneidadgenotipicadel parasito observadaen
casosclinicos.En contrastemas pronunciado,en
estudioscomparativosde cariotipospor EGCP de
22 aislados obtenidos de individuos con distinto
cuadroclinico de giardiosis, se determind que las
infecciones crénicas pueden involucrar parasitos
genéticamente semejantes, implicando recurrencia
deinfeccionesocultasoreinfecciona partirde una
misma fuente.®®

Unaspectode granimportanciaenel controlde
las parasitosis es la deteccion de los agentes
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infecciosos en el medio ambiente. En el caso de
Giardia duodenalis, los estudios moleculares al
respecto son limitados y se han enfocado a la
detecciénde materialgenético,particularmentede
lafasedequiste, enmuestrasdeagua deconsumo
doméstico. En este contexto, se ha evaluado la
eficaciade unasondade DNAc, de 265 pb corres-
pondiente al gene codificante del RNAr 16S de la
subunidad menor, en la detecciénde quistes pro-
cesados diferencialmente mediante hibridizacion
en gota (dotblot) en muestras de agua concentra-
da, encontrandoseunasensibilidad del ordende 1~
5 quistes/ml.*® Asimismoy como se mencion6 con
anterioridad, el uso de secuencias de genes de
giardinaamplificadas por RCP e hibridizadascon
sondas sintétic as son capaces de detectarhasta
unquistepor muestra*®e, incluso,diferenciarquis-
tes viables de aquellos no viables.5” Sibien estos
ensayos son potencialmenteltilesdesde el punto
devistaepidemiol6gico, serequieresuevaluacion
en condiciones de rutina para poder estimar con
certezasu efectividad.

Diagndsticomolecular

Entre los aspectos de mayor interés clinicoy
epidemiologico de la giardiosis, y hasta ahora no
resuelto completamente. ha sido la deteccion efi-
cientede G. duodenalisenindividuosconinfeccion
activa. Sibienlas técnicas coproparasitoscopicas
son ala fechaelmétododirectode eleccion,se ha
documentado la frecuente falla diagnéstica de
éstas.*%8.% Por esta razon, se han propuesto mé-
todosinmunolégicosde tipoalternativosy/o comple-
mentariogue incluyenla detecciénde anticuerpos
séricos ode antigenoenmuestrasfecales (revisado
porThompsony Reynoldson*)y masrecientemente
ladeteccionde DNAdel parasitoen preparaciones
coprolégicasempleandodistintosprotocolos.

Los estudios iniciales se realizarongenerando
clonasde unfragmentode 2 kb de DNA genémico
digerido con BamH 1 y empleando éste como
sonda en preparacionesfecales crudas o enrique-
cidas en quistes por flotacién en sacarosa em-
pleando ensayos de hibridizacién en gota. En la
estandarizaciéndel ensayo, sedetecté un minimo
de 1 ng de DNA (equivalente a 5000 trofozoitos),
pero el DNA sélo fue detectable enmuestras fecales
enriguecidasconun minimode 100,000 quistes/g.,
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ya que el procedimientode lisis de quistesen las
suspensiones no fue eficiente.®® Cuando se em-
pled un protocolo similar, aunque utilizando DNA
gendmicototalradiomarcado,seobtuvieronresul-
tadosdesensibilidady especificidadcemejantesal
estudio anterior, excepto que la sensibilidad fue
superioren 1 ordende magnitudparala deteccion
dequistes(figura3)¢' Unainnovaciénmetodolégica
notable ha sido reportada por Weiss y cols.,!”
quienes analizaron 24 muestras de heces fijadas
en formalinaprovenientesde individuos con o sin
infecciénintestinaly con Giardia y/o otros parasitos
detectadosmicroscépicamente, empleando RCP
e hibridizaciéncon sondas complementariasa un
fragmentode 183 pbdelgenedel RNAr18S (figura4).
De éstas, el 75% de muestras(9/12) positivas por
microscopia presentaron amplificacion y detec-
cién del fragmento, mientras que en el 25% de
muestras(3/12) microscOpicamentenegativaspre-
sentaron reactividad. La deteccion de Giardia
duodenalisconestasondafueespecifica, yaque al
analizarmuestrasconunavariedad de otros paréa-
sitos intestinales, se encontraronresultados con-
sisten-tementenegativos,asi comoenpreparacio-
nesconteniendomaterialde G. murisy G. ardeae.
Comosemenciondpreviamente laestandarizacion
del ensayo permitié la deteccion del fragmento a
partir del equivalente de menos de un parasito.
Considerando ésto, el sistema de deteccion por
RCP e hibridizacién con sondas es. al menos
preliminarmente,adecuadoentérminos de especi-
ficidadysensibilidadoara sudesarrolloy aplicacion
potencial en el diagnéstico de giardiosis.

Conclusiones

El conocimiento del material genético y de la
regulaciondelaexpresiongenéticaenG. duodenalis,
si bien es parcial actualmente, permite establecer
consideraciones convenientes para el empleo de
éste en campos de interéshioldgico, clinicoy epide-
miolégico.No obstante, se requiereprofundizarmas
Yy, en algunos casos, tener un consenso en varios
aspectos como el estudio del genoma de este para-
sito(p.ej. funcibnnuclear,ploidia, regulaciondegenes
relevantesen patogenia)y susimplicacionesanivel
filogenético-taxonémico, asi como enla epidemiolo-
giay el diagnostico molecularesde la giardiosis.
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Figura 3. Deteccionde DNA de Giardia duodenalis mediante
hibridizacién en gota con sonda de DNA genémico total.
Solucionescon distintascantidadesd extractode DNA (de "A"
enadelantees ordendecrecientede cantidad) fueronaplicadas
por goteo simple a un Elltro de nylon, se desnaturalizaron y
unieron covalentementeal filtro con aplicaciénde luz UV. Las
tiras de filtros se incubaron con una sonda de DNA genémico
total de Giardia duodenalis radiomarcada con posterior
autorradiograftla. Tira 1: extractode DNAde Giardia duodenalis
("D": 10 ng); tira 2. extractode DNA de T vaginalis ("C": 50 ng);
ura 3 extracto e DNA detrofozoitosae £ tisiolyica('B" 6x104
ce ulas) tira4 extractode DNAce T cruzi( B* 05pg), tira5
extractode DNAderata("A": 5,ug); tira 8: trofozoitoscompletos
de Giardia duodenalis ("D: 104 células); tira 7: quistes de
Giardia duodenalistratados con tiocianatode guanidina ("D:
104 quistes). (Tomado de Lewis y cols., 1990}

Por una parte, la estructura de poblaci6n clonat
propuesta para Giardia®? puede constituir una fuente
importantede lavariaciéngenotipicay fenotipica ob-
servadaenlosaislados. Eneste sentido,los andlisis
dezimodemos, esquizodemosy rapdemos han per-
mitidodilucidarlosnivelesde diversidadgenética en
esteprotozoarioe,incluso,se proponequeelusode
métodos como el DNA fingerprinting podrian ser de
suma utilidad como procedimiento estandar en la
diferenciacion deaisladosyladeterminacién de patro-
nesdetransmisiénde lainfeccidnenestudios epide-
miol6gicos, aunque suempleoaunhasido limitado.*®

310

Amplificacién por PCR con Jwl/Jw2
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Hibridizacién con la sonda 32P—RDR34

Figura 4. Deteccién de DNA de Giardia duodenalis por RCP
e hibridizacién con sondas de oligonucleétidos. Se realizé la
amplificacion por RCP (figura superior) de fragmentos de
183 pb del gene del RNAr 188 empleando los iniciadores
JW1/JW2, a partir del DNA de distintas cepas de Giardia
duodenalis (carriles 1-16 y 19) y de Giardia muris (carril 17),
asi comodeotrosorganismos ncluyenoo T. foefus (carr 118)

Leishmania mayor (carril 2C) Y Escnerichia col (carril 21) E1

carril22 es unareaccioncontrolnegativo. E | autorradiograma
de la hibridizacién tipo Southern con la sonda radiomarcada
RDR34 aparece en la figura inferior.

(Tomado de Weiss y cols., 1992)
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Asimismo, las caracteristicasde los procesos
celularesfundamentalesestudiadosen este orga-
nismo (transcripciony traducciénprincipalmente)
plantean la utilidad de ciertas biomoléculas en
funciénde su aplicacion potencial en varios cam-
pos. Un ejemplo son las giardinas, proteinas del
citoesqueleto género-especificas,localizadasen
el disco adherente caracteristicode Giardiay que
esclaveensu patogenicidad.Estasproteinashan
sido caracterizadas en detalle tanto bioquimica
como molecularmente,%*%” y pueden ser emplea-
das para la deteccion especifica y sensible de
Giardiaduodenalis,*° de clasesde aisladosdentro
de esta especie,*® asi como diferenciarquistesen
términos de su viabilidad.®” Por otro lado, las se-
cuenciasde los genes de DNArse hanutilizadoen
variosaspectosy tienenaplicacionespotenciales,
como la del RNAr 168 en filogenia® y monitoreo
medio-ambiental,* lade los RNAr5.8S, 185y 28S
entaxonomiade especies?yde aislados”#* |la de
losRNAr16Sy28Seneldisefiodedrogas,®*yla
delRNA 18S endiagndsticomolecular.'”

En el campo de la epidemiologia molecular
existen avances en cuanto a la diferenciacion de
especies de Giardia, laclasificacion deaisladosen
Giardia duodenalis, asi como en relaciéon con la
participacién de la variacién poblacional genética
eneldesarrollodelagiardiosisclinicamente carac-
terizada, aunque este Ultimo punto es aln
controversial. En estos casos, la caracterizacion
de cariotipos, esquizodemosy patrones de DNA
fingerprinting han sido las herramientas metodo-
l6gicas més utilizadas paraestablecerperfilestaxo-
némicos moleculares eneste parasito, sin olvidar
que las metodologiasde uso mésreciente deriva-
das de amplificacion por RCP (p. ej. DPAASO y
analisisde polimorfismo conformacionalde cade-
na sencilla[PCCS]") también han sido aplicadas
exitosamente.Considerandolo anterior, se requie-
re ain un consenso en el establecimiento de
metodologiasestandarizadasie uso cotidianocon
propoésitosepidemioldgicos,ademésde tener que
contemplar aspectos basicos como: facilidad de
realizacion, confiabilidad en la interpretacion de
datosy unbalance costo-beneficiofavorable.

Enelmismosentido, la deteccionde Giardiaen
muestras medio-ambientales (agua de consumo
doméstico) ha sido abordada utilizando técnicas
como hibridizacién en gota®®y RCP-hibridizacion
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con sondas sintéticas*®s® y, ciertamente, estos
ensayostienen potencial para estudios rutinarios
generalizados.

Eldiagnésticomolecularde la giardiosis, estric-
tamente determinadocomo la posibilidadmetodo-
l6gica de detectar parasitos en muestras clinicas
(muestras de heces), no ha sido abordada en
estudios agranescala. Sin embargo, los ensayos
reportados han sido optimizados paulatinamente
entérminos de sensibilidady especificidad,siendo
porahorael protocolode RCP-hibridizacionelmas
adecuado en estos términos. Este Gltimo podria
sermas préctico a nivel de diagnéstico personali-
zado, ya que la detecci6n de Giardia duodenalis
empleandosondasde&cidos nucleicos podriaser
mas practico cuando se aplica al andlisis de un
numeromayordeindividuos. Sinembargo,todavia
se requiere optimizar la metodologiaen el dltimo
caso. Asimismo, existela posibilidadde incremen-
tarla eficaciay beneficiode los ensayos emplean-
doestrategiascomo:(a)implementaciéndeindica-
dores de reacciénno radioactivos(p. ej. substratos
quimioluminiscentes)y (b) estandarizacién de otros
protocolosdeamplificaciondesecuenciasde DNA
blancode alta eficienciay selectividad, entre ellos
lareaccionen cadena de la ligasa (RCL), el siste-
ma de replicasa QB, la replicacion de secuencia
auto-sostenida(RSAS), y la amplificaciénbasada
ensecuenciade acidonucleico (ABSAN).%8 Asi, las
estrategiasdediagndsticomolecularddagiardiosis
gue se puedan establecer en un futuro deberan
combinarseconmetodologias de diagnéstico etio-
l6gicoy clinico, no solamentede manera comple-
mentariasinoalternativa, esto es. aue se permitala
detecciénde la parasitosis enaqguellos casos don-
delos procedimientosrutinariosseanineficientes.
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V. Diagndéstico molecular de amibiasis

Salvador Said-Fernandez*y M. SocorroFlores-Castarieda**

Introduccion

Laamibiasises unaenfermedadadparasitaria,
cuyo agente causal es el protozoarioEntamoeba
histolytica.’ Se caracteriza por la destruccion de
tejidos enlas zonas circundantesa los sitiosinva-
didos por las amibas.?

Se distribuye en todo el mundo, y no existe
relacién entre su ubicaciony la altitud o el clima.?

Seestimagqueenelmundoexisten500millones de
personas infectadas por E. histolytica,® pero sélo el
10% de ellas muestrasintomasde laenfermedad.*

Ello podria explicarse, al menos parcialmente,
porque elhombrepuedeserparasitadoporamibas
capaces de invadir y destruir tejidos, cepas
patdgenas®y cepas que no tienenesta propiedad,
cepasno patégenas.

Unasy otras sonindistinguiblesdesdeel punto
de vista morfolégico. Sin embargo, cada uno de
estostiposdeamibastienen patrones enzimaticos
caracteristicos.lo que permiteidentificarlasy agru-
parlas en zimodemos patdégenos y zimodemos no
patégenos.® Sehanidentificadotambiénproteinas
de superficie que son caracteristicasde cada uno
deestosgrupos. Estasdiferenciastienenunaclara
correspondencia con la estructura del material
genético.®

Todolo anteriorha servido de base para propo-
nergueloszimodemospatégenosyloszimodemos
no patdgenos pertenecen en realidad a especies
diferentes, Entamoeba histolytica y Entamoeba
dispar,respectivamente.”

La existencia de Entamoeba dispar fue pro-
puesta por Brumpten 1925¢,y ahoraes un concep-
to aceptadopor la generalidadde los investigado-

res. Esta situaciénplanteaimportantespreguntas
que deberan responderseanivel deinvestigacion
epidemioldgica,clinica, basicay deseviciosdesalud.

La presenciade dos especiesparasitasdel hom-
bre, indistinguiblesdesdeelpuntodevista morfolé-
gicoy queproducenreaccionesseroldgicascruza-
das, al menos conlastécnicasclasicas de labora-
torio, presentéalos investigadoresun nuevoreto:
desarrollarnuevosmétodoscapacesde distinguir
entreE histolyticay E. dispar. Estosnuevosméto-
dos deben ser muy especificos, sensibles, pero
ademas sencillos, para aplicarlos en encuestas
seroepidemiolégicas que permitandefinirlastasas
de parasitosis debidas a E. histolytica y/o a E.
dispar. Como se mostrara en este trabajo, estas
técnicasya existen, aunque aun son susceptibles
de ser mejoradas.

Criterios generales para el diagnéstico de la
ambiasis

Paraintegrarundiagnésticoesimportante con-
siderarlos siguienteselementosde juicio:”

a) Signosysintomassugerentesdelaenfermedad.
b) Laslesionescaracteristicas.

¢) Lasiméagenesdiagnosticas.

d) Elanédlisisdelaboratorio.

En no raras ocasiones es muy dificil para el
médico observar las lesiones intestinales. Sobre
todocuandoelendoscopionollegaalsitioindicado.
Lossignosy sintomas ylasimagenesdiagndsticas
pueden confundirsecon otras enfermedades, so-
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bretodo concéncerhepatico,enelcasode absce-
so hepéticoamibianoocon céncerintestinal,enel
caso de los amebomas. De ahi la importanciadel
analisisclinico, sobretodo paraidentificaral para-
sito o detectar su presencia.”

Métodos clésicos paralaidentificacion de
Entamoeba histolytica.

Estos métodos consistenenlo siguiente:

a) Laobservaciondirecta de quistesotrofozoitos
en heces o de éstos Ultimos en los tejidos
invadidos.

b) Métodosde inmunoprecipitacion.

Estos ultimos permiten:
a) Ladeteccidnde anticuerposanti-Entamoeba
histolytica.
b) Ladeteccionde antigenosdeestos parasitos,
sobretodoen heces.

En zonas endémicas, titulos de anticuerpos
anti-Entamoebahistolytica de mayores de 1:512
sonsugerentesdequeelpaciente padeceamibiasis.
Peroeste conceptotiene excepcionesmuy impor-
tantes, como discutiremos mas adelante.

Ladetecci6nde antigenos amibianos enmaterial
obtenidodelaslesionesodeheces es unmétodoque
siofreceinformacién sobrelapresenciadelasamibas
enelorganismodelpaciente. Esteenfoquepertenece
amétodosdesarrolladosrecientementey requieren
larecuperacionde proteinas. Siendoel DNAunma-
terialmucho menoslabil quelasproteinas,los méto-
dos modernos de diagnostico que emplean acidos
nucléicos resultan més practicos.

Técnicas méas usuales de serodiagndstico’
Estas son las siguientes:

Hemaglutacion indirecta. Emplea eritrocitos
de carnero opsonizados con antigeno de E.
histolytica. La reaccion positiva consiste en
unaaglutinacionde loseritrocitosen presencia
dey-globulinasanti-E. histolyticapresentesen
el suerodel paciente.
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Inmunoflurescencia.Se usany-globulinas anti-
Entamoeba histolytica marcadas con com-
puestos fluorescentes. Para esta prueba se
requiere tener los antigenos de Entamoeba
histolytica.

Inmunotluorescenciaindirecta. En este méto-
do se incuba el suero de los pacientes con el
antigenoamibiano.Sienelsuerode! paciente
existen anticuerpos contra Entamoeba
histolyticaseformaran los complejos especifi-
€os antigeno-anticuerpo, Estos complejos se
visualizan haciendolos reaccionar con y-
globulinas de carnero a alguna otra especie
animaldirigidascontralasy-globulinashuma-
naslas cuales fueron marcadas previamente
conalguncompuestofluorescente( por ejem-
ploisotiocianatode flouresceina).

ELISA. Llamada asi por sus siglas en Inglés
(EnzymeLinkage!munosorbent Assay).Para
la prueba se utiliza antigeno de Entamoeba
histolyticainmovilizadoen el fondo de los po-
zosde placasparamicroensayo.Estasplacas
se incuban con el suero problema, se lavan
paraeliminarla mayor parte de las moléculas
gue no formaronlos complejos antigenc-anti-
cuerpoespecificasy seincuban con el conju-
gado dey-globulinas de carnerou otraespecie
anti-y-globulinas humanas acopladas a una
enzima, en presenciade un sustrato especifi-
co. La enzima puede ser. por ejemplo,
peroxidasade rédbano. En tal caso se usaria
perdxidode hidrégenoel cual liberaoxigenoal
serhidrolizado porla peroxidasa. Enestecaso,
al agregar a la mezcla de reaccién un com-
puesto que adquieracoloren un medio oxida-
do, comoel&cidosalicilico, se podrarevelarla
reaccion. La intensidad del color es directa-
mente proporcional a la concentracién de y-
globulinas anti-Entamoeba histolytica en el
suerodel sujetode estudio. estas placas pue-
den leerse muy rapidamente con un aparato
automatizado(lectorde ELISA).
Radioinmunoensayo.Paraestapruebase uti-
lizan y-globulinas de carnero u otra especie
anti-y-globulinas humanasmarcadascon[125l].
La radiactividad determinada en un contador
de radiaciones gamma es proporcional a la
cantidad de anticuerpos anti-Entamoeba
histolyticaen el suerodel paciente.
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Todaslas pruebasmencionadassiguensiendo
muy Utiles. Sobre todo cuando se usan antigenos
purificados aislados directamentede las amibas,®
anticuerpos monoclonales’ o proteinas recom-
binantes. Estas Gltimas se obtienen después de
haberseleccionadola secuenciaque codificapara
elantigenode interés, generalmentedeunabiblio-
tecade ADNc, lacual, alcolocarlaenunvehiculode
expresionpuede producirsemasivamentey de ahi
purificarsepara su uso como biorreactivo. Algunas
proteinas de superficie son caracteristicas de
zimodemos patégenosy otras de zimodemos no
patdgenos. Y podrian utilizarse para realizar en-
cuestas seroepidemioldgicas. Algunas de estas
proteinassonlas siguientes:

+  RecM17(9,10)
+  RecSREHP(11,12)
« RecEHP1(13).

Métodos modernos para laidentificacion de
Entamoeba Histolytica

En este trabajo no referiremos a dos métodos
enespecial,lareacciénencadenadelapolimerasa
y una técnica de electroinrnunotransferencia.
(Westernbloto Immunoblotting) parael diagndsti-
co de absceso hepético amibiano (método
patentado:)1®

Reaccion en cadenadela polimerasa (PCR)

El fundamento de esta técnica ya fue amplia-
mente discutido en otros trabajos de este simpo-
sio. Porlotanto nos referiremos aqui s6loa algunas
de los sondas descritas hasta ahoray a los resul-
tados mas sobresalientes obtenidos con ellas.
Sammuelson en 1989'¢ describi6 dos pares de
sondasde DNAc, uno parazimodemos patégenos
y otro para zimodemos no patdgenos. Utilizando
estos dos pares de sondas Acufia-Soto et al."”
estudiaron 201 aislados de DNA de haces en el
estado de Chiapas. Con estas sondas no s6lo
fueron capaces de distinguir entre Entamoeba
histolytica y otras especies de amibas parasitas
delintestinohumano, sino que ademas identifica-
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ron zimodemos no patégenos y zimodemos
patdégenosenlos aislados. Los resultadoscorres-
pondieron aun 96% de sensibilidady un 86% de
especificidad. Se han descrito otras sondas con
buenos indices de sensibilidad y especificidad,
aungue no se han probado en condiciones de
campo en forma tan ampliacomo lo hicieron Acu-
tia-Sotoetal.'” Algunas de estas sondasson (a) la
cEHP1ylacEHNP1,' (b) unaclonade cDNAde 0.7
kb'y (c) sondasde DNAP145y B133.%

Electroinmunotransferencia

Estatécnicafuedesarrolladapara el diagnésti-
codeabsceso hepatico amibiano.'s

Adiferenciade otros trabajosrealizados conla
técnica de inrnunotransferencia,no se utilizaron
proteinas purificadas, sino extractos totales de
Enfamoebabhistolytica.

La estrategia fundamental para la implemen-
tacién del método de diagnéstico mediante
electroimnunotrasferencia fue la busquedaeiden-
tificacion de las moléculas amibianas inmunodo-
rninantesqueson reconocidaspor los anticuerpos
presentessolamenteeros pacientesconamibiasis
extraintestinal. Es decir, fue posible realizar una
buena discriminaciénentre los sueros analizados
porgue los anticuerpos detectados en pacientes
con amibiasis invasorano fueron detectables en
los suerosde sujetos con amibiasis asintomatica.
Esta discriminacionfue muy clara, a pesar de que
los pacientesasintométicosteniananticuerposdi-
rigidos contra otros antigenos amibianos. En el
desarrolloexperimentalde este trabajo se combi-
naron el uso de técnicas de alta resoluciony alta
sensibilidad; como son, la electroforesis en geles
de poliacrilamida-dodesil sulfato de sodio e
inmunoelectrotrasferencia. Para los anélisis se
partié de una pastillalioflizadade trofozoitos culti-
vada en medio PEHPS?' y obtenida mediante un
método de producciénmasivaensuspension;??de
laque previamente se elimind el 92% de laactividad
proteolitica original.™ 152324 | as proteinas de éste
extractose separaronen geles de PAA-SDS y se
transfirierona papelesdeacetatode nitrocelulosa.
Estospapelesseincubaronconsueros de pacien-
tes con disenteria o abscesohepético amibianos,
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con sueros de pacientes portadores de quistes
perosinsintomasclinicosdeamibiasisosuerosde
testigos sin sintomas de amibiasisy con examen
coproparasitoscopiconegativo.* Después se re-
velaronlasbandasdondehubouniénespecificade
antigeno-anticuerpoy se analizaronlos patrones
resultantes.s

Losresultadosobtenidosfueronlos siguientes:

Se identificé un patrén antigénico reconocido
exclusivamente por los anticuerpospresentesen
los pacientes con absceso hepético amibiano o
disenteriaamibiana. El patronestéconstituidopor
seisbandas antigénicasy noesreconocidoporlos
anticuerpospresentesenlossuerosdelossujetos
sinamibiasisque habitanenunazonaendémicani
porlos anticuerposdelos portadoresdequistessin
sintomas clinicos.

Por otro lado, se observé que el patron carac-
teristicode amibiasisinvasora, arribamencionado,
no mostr6 correlacién con los titulos de anticuer-
posdeterminadosporlatécnicadehemaglutinacion
indirecta. Por ejemplo, en el suero de algunos
pacientes con absceso hepético amibiano se en-
contréun patrén caracteristicode amibiasisinva-
soray titulos de anticuerposde 1:512 o menores
(considerados como negativos). Lo cual sugiere
fuertemente que el método de inmunoelec-
trotrasferencia, aqui descrito, es mas sensible y
confiablepara sustentarun diagndsticode absce-
sohepaticoamibianoqueel métodode hemagluti-
naciénindirecta.

Actualmenteel método de inmunoelectrotrans-
ferenciaya ha apoyado al diagnésticode méas de
100 pacientes con abscesohepético amibianoen
el HospitalUniversitariodela Universidad Autono-
made NuevoLedny se estanrealizandoestudios
de doble ciegoparaanalizarla validez del método.

Elmétododeinmunotransferenciamencionado
es Util para establecerun diagnésticomas preciso
de abscesohepético amibianoen beneficiode los
pacientes. Sobre todo en casos dudosos. La puri-
ficacion, clonacionmoleculary produccionmasiva
delosantigenosqueconstituyenelpatronreconocido
porpacientescon amibiasisinvasorafacilitarianla
implementaciénde métodosdeinmunodiagndstico
mas sencillosy posiblemente més econémicos.

Gac Méd Méx Vol. 132 No. 3

Referencias

1. Kean BH. A story of amebiasis. En: Ravdin J.1., ed.
AmebiasisHuman Infection by E. histolyfica. John Wiley
& Sons. New York. 1988:1-10.

2. Martinez-Palomo A, Gonzélez A, Chavez B. Cell Biology
of The cytophatic effect of Entarnoeba histolyhca. En:
Kretschmer R.R. ed.. Amebiasis: Infection and Disease
by Entarnoebabhistolytica. CRC Press, Boston. 1990:43~
58.

3. Sepulveda B. Amebiasis. Host pathogen Biology. Rev.
Infect. Dis. 1982;4:836-842.

4. Walsh JA. Prevalenceof Entamoeba histololytica
infection. En: Ravdin JI. ed. Amebiasis, Human Infection
By Entamoeba histolytica. G John Wiley & Sons. New
Yoyk. 1988:93-105.

5 Sargeaunt P. Zymodemes of Entamoeba histolyfica.
En: Ravdin JI. ed. Amebiasis, Human Infection By
Entamoeba histolytica. John Wiley & Sons. New Yoyk.
1988:370-387.

6. Petithory JC, Brumpt LC, Poujade F. Entarnoeba
histolytica (Schaudinn 1903) and Entamoeba dispar
{E.Brumpt 1925 ) are 2 different species. Bull. Soc.
Pathol. Exot. 1994;87:231-237.

7. Said-Fernandez S, Martinez-Rodriguez H. Técnicas y
Biorreactivos para el diagnostico de la amibiasis. En:
Alvarez-dela Cuadra J. ed. Biotecnologia Hoy. Consejo
Nacionalde CienciaV Tecnolooia. México D.F. 1992:98-
110.

8. Merino EW, Glender R, del Muro R, Ortiz-Ortiz L
Evaluation of the ELISA test for detection of Entamoeba
histolyticain feces. T. Clin Lab. Analysis. 1990;4:39-42.

9. EdmanV,MerazMA,RauserSy col. Characterizationof
an immuncdominant variable suriace antigen from
pathogenic and nonpathogenic Entamoeba histolyfica.
J. Exptl. Med. 1990:172;879-888.

10 Ruiz-Palacios GM, Castafion G, Bojalil R. Terceroy cot.
Low risk of invasie amebiasis in cyst carriers. A longitu-
dinal molecular seroepidemiological study. Arch. Med.
Res. 1992:23;280-291.

11 Stanley SL Jr, Jackson TFHG, Reed SL y col.
Serod agnosisofinvas ve ameb sis using a recombinant
Entamoeba histolytica protein AMA 1991 266 1984-
1986

12 Myung K, Burch D, Jackson TFHG, Stanley SL Jr.
Serod agnosis of invas ve amebiais using a recombinant
Entamoeba histolytica antiaen-based ELISA Arch Med
Res. 1992;23:285-288.

13 LotterH, Mannweiler E, TannichE. Sensitiveand specific
serodiagnosis of invasive amebiasis by using a
recombinant Entarnoeba histolytica antigen protein. J.
Clin Microbio! 1992;30:31633167.

14 Flores-Castafieda M S. Universidad Autdnomade Nue-
vo Leon. Procedure to preserve antigens of Entarnoeba

317




15.

16.

17.

18.

19.

318

histolytica without enzyme inhibitors. Patent No. 5459042.
Patentand Trademark Office of United States of America. 1995.
Flores de Catafieda MS. Universidad Auténoma de
Nuevo Leon. Procedimiento para la preservacion de
moléculasantogénicas sinelusodeinhibidoresenzima-
ticos. Expediente No. 928019, SECOFI/INPI, Mexico.1992).
Samuelson J, Acufia-Soto R, Reed S y col. DNA
hybridization probe for clinical diagnosis of Entamoeba
histolytica. J Clin Microbiol 1989:;27:671-676.
Acufia-Soto R, Samuelson J, De Girolami P y col.
Applications of the polymerase chain reaction to the epide-
miology of pathogenic and nonpathogenic Entamoeba
histolyfica. Am J Trop Med Hyg 1993;48:58-70.
Tannich E, Horstmann D, KnoblochJ, ArnolfHH. Genomic
DNA differencesbetweenpathogenicandnon-pathogenic
Entamoeba histolytica. Proc Natl Acad Sci US.A.
1989;86:5118-5122.

TachibanaH, thara S, Kobayashi Sy col. Differencesin
genornic DNA sequences between pathogenic and
nonpathogenic isolates of Entamoeba histolyhca
identifiedby polymerase chain reaction. J Clin Microbiol
1991;29:2234-2239.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Garfinkel LI, GiladiM, Huber My col. DNA probes specific
for Entarnoeba histolytica possessing pathogenic and
nonpathogenic zymodemes. Infect Imm 1989;57:926-931.
Said-Fernandez 8, Vargas-Villarreal J, Castro-GarzaJ
etal. PEHPSrmedium: an alternativeforaxeniccultivation
of Entamoeba histolyhca and E. invadens. Trans Roy
Soc Trop Med Hyg 1988;82:248-253.

Said-Ferndandez S, Mata-Cardenas BD, Axenic cultivation
of Entarnoeba histolyticain suspension. Trans Roy Soc
Trop Med Hyg 1992;86:173-174.

Said-Fernandez S, Lépez-Revilla R. Characteristic
protein electrophoretic patterns of four Entamoeba
strains. Z. Parasitenk. 1978;56:219-225,
Flores-Castafieda MS, Leal CG. Mena-Benitez G,
Castafieda F, Said-Fernandez S. Preservation of
Entamoeba histolyticatrophozoite antigens in cell-freee
extracts with out using protease inhibitors. En prensa.
Flores-Castafieda MS$, Yafiez-Rodriguez A, Torres-Lé-
pez E, Medina de la Garza CE, Salinas-Carmona MC.
Enteroparasitesin a student populationfrom Monterrey.
N.L.metropolitanarea. Board Epidemiol. Bull OPS. OMS
(1991); lssue No. &, pp. 1-5.

Gac Méd Méx Vol. 132 No. 3






