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Resumen

La amibiasis es una infeccion ocasionada por el protozoario parasito Entamoeba histolytica, responsable de
40,000 a 100,000 muertes por afio a nivel mundial, lo que la sitia como una de las principales causas de
muerte por parasitosis alrededor del mundo. Las técnicas tradicionales de deteccién del parasito son poco
sensibles, generando falsos negativos y no distinguen con certeza a las diferentes especies de Entamoeba.
Por lo anterior, se implementé un método basado en la PCR para la deteccién del parasito. Se emplearon 5
cepas de E. histolytica cultivadas en el laboratorio con diferentes caracteristicas y fondos genéticos. Para la
deteccion se utilizo la técnica de PCR y dos pares de oligonucledtidos especificos para E. histolytica
previamente reportados. Para determinar la sensibilidad de la técnica de PCR se utiliz6 DNA gendmico
purificado de cada cepa. Los resultados indican que es posible detectar hasta 1 pg de DNA de cada una de
las cepas. Asimismo, se evalud la especificidad empleando DNA purificado del protozoario parasito
Trichomonas vaginalis y de la bacteria Pseudomonas aeruginosa. Se encontré que los oligonucleétidos
utilizados son especificos para E. histolytica, ya que solo se obtuvo amplificacion con DNA de amibas y no
con DNA de tricomonas o bacterias. Finalmente, se evaluaron extractos crudos de los trofozoitos de E.
histolytica como fuente de templado, encontrando que técnicamente se puede detectar hasta una amiba. El
sistema de deteccion implementado presenta una alta sensibilidad y es especifico para E. histolytica. Una
vez que se ha validado el sistema experimental, el siguiente paso seria usar muestras clinicas.
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Amibiasis

La amibiasis es una enfermedad causada por el protozoario parasito Entamoeba histolytica, el cual se
transmite principalmente a través de la ingestion de alimentos y agua contaminada con quistes. ' La
enfermedad se distribuye por todo el mundo, siendo mas frecuente en areas tropicales y subtropicales. Se
localiza principalmente en paises menos desarrollados que tienen areas con pobreza, bajo saneamiento y
malos habitos alimenticios, como son paises de América Central y del Sur, Africa y Asia.” También se han
reportado casos de infeccién por E. histolytica en viajeros e inmigrantes en paises desarrollados de Europa
y América del Norte, que regresaron de areas expuestas. En México, mas de 8.8 millones de casos de
amibiasis fueron reportados por el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica entre 2000 y 2010. 2

El ser humano es el principal hospedero de E. histolytica y puede conducir a una amibiasis intestinal y
extraintestinal grave. Aproximadamente el 90% de los pacientes infectados son asintomaticos, pero la

11j,J. etal, 2021

2 Shirley, D. et al., 2019
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amibiasis puede mostrar un espectro de sintomas que incluyen diarrea aguda, disenteria, colitis amibiana y
abscesos hepaticos amibianos.

La importancia de la enfermedad radica en que la amibiasis es la cuarta causa parasitaria de mortalidad
infantil en los paises en desarrollo, produciendo 55,500 muertes anuales en el mundo.! La amibiasis
generalmente se trata con amebicidas, ya sea luminales o tisulares dependiendo de la gravedad de la
infeccion. Entre estos medicamentos, el metronidazol es el medicamento mas recomendado y ampliamente
utilizado para tratar la amibiasis invasiva. 2

Entamoeba histolytica

E. histolytica es el parasito causante de la amibiasis humana. Presenta dos formas celulares, el quiste que
es la forma de resistencia e infectiva y el trofozoito que es la forma activa e invasiva. Después de la infeccion
con los quistes, se pueden formar trofozoitos, que pueden penetrar e invadir la mucosa intestinal destruyendo
las células epiteliales y diseminarse a otros érganos. ° El ciclo bioldgico de este parasito comienza cuando
se ingieren los quistes a través de alimentos y bebidas contaminadas, o mediante mecanismos menos
frecuentes como algunas practicas sexuales. Cuando el quiste es ingerido viaja hasta el ileon donde
desenquistan originando un trofozoito tetranucleado el cual dara lugar a ocho trofozoitos mononucleares, los
cuales migran al ciego y se adhieren a la mucosa intestinal. Cuando el parasito ha invadido el epitelio intestinal
puede diseminarse a través de la sangre originando lesiones extraintestinales principalmente en higado y con
menos frecuencia en pulmén, cerebro, piel, érganos genitales, bazo y rifiéon. Los trofozoitos pueden
enquistarse, salir al ambiente con las heces y asi contaminar agua y alimentos, para infectar nuevamente a
otros individuos y completar su ciclo de vida (Figura 1). 4
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Figura 1. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica. Tomado de: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/html/amebiasis °

3 Chou, A. et al., 2022
4 Martinez-Palomo, A., 1982

5 CDC-DPDx, 2019
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Diagnostico de E. histolytica

Directo

El examen directo con solucion salina y lugol ha sido la primera linea para la visualizacién del parasito, tanto
de trofozoitos como quistes.® Sin embargo, el examen directo de una preparacion himeda salina de muestra
fresca (con o sin yodo como tincion temporal) bajo un microscopio no es un método sensible.”.

En el examen directo de heces, el analisis morfolégico de estructuras, inclusiones citoplasmaticas y
elementos fagocitados como eritrocitos, junto con la movilidad del parasito son fuertes indicadores del
potencial patogénico. Sin embargo, no se puede diferenciar al microscopio de luz a E. histolytica de E. dispar,
por tanto, se requiere de otras pruebas para confirmar la especie. La infeccion puede ser causada por estas
dos especies, pero la enfermedad o amebiasis propiamente dicha es causada por E. histolytica.® (Figura 2).

Tincion
La elaboracion de un frotis fecal para su posterior tincién constituye el método microscépico mas certero de
diagnéstico coproparasitologico, al permitir visualizar las caracteristicas mas relevantes para poder identificar

los trofozoitos y los quistes.® Colorantes tales como azul de metileno, Giemsa, Wright y tricrémico de yodo
pueden ser usados para la tincion, sin embargo, no tienen un uso rutinario. 7 °

Inmunoloégico

Las desventajas de las técnicas parasitologicas tradicionales han llevado al uso actual de ELISA de
coproantigenos para el diagnostico de laboratorio de la amebiasis intestinal.” Existen técnicas de ELISA de
captura de antigenos que permiten la deteccion especifica de E. histolytica en heces, diferenciandola de otras
especies del género, fundamentalmente de E. dispar. Estas pruebas estan basadas en el uso de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra la lectina Gal/GalNac o frente a un antigeno rico en serina de E. histolytica.®
Las pruebas serolégicas también son Utiles para determinar si la persona esta o estuvo infectada con E.
histolytica. Estas pruebas son utiles en lugares donde las infecciones por amibas no son comunes, pero no
son utiles en zonas endémicas.

Por imagenes

En el caso de amibiasis extraintestinal, la evaluaciéon por imagen como es el caso de ultrasonido, tomografia
computarizada, y resonancia magnética presentan gran sensibilidad para la deteccion de abscesos causados
por amibiasis. El ultrasonido, se prefiere para el diagnostico de absceso hepatico debido a su bajo costo,
rapidez y ausencia de efectos adversos; los abscesos se pueden observar como una lesion de forma ovalada,
en la parte superior del I6bulo del higado, donde se presenta con mayor frecuencia, mientras que en la
tomografia computarizada es de especial relevancia para el diagnéstico de colitis amibiana, ya que permite
demostrar la presencia de colitis en el recto y cecum.'® 1!

6 Consuelo-Ldpez et al., 2008
7 Saidin et al., 2019

8 Gomila-Sard et al., 2011

9 Anaya-Velazquez et al., 1989
10 Dhawan et al., 2022

11 petri, W et al., 1999
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A lo largo de las ultimas décadas el diagndstico que emplea técnicas moleculares ha adquirido relevancia
para la deteccion de enfermedades infecciosas como es el caso de la amibiasis. Se tienen varias técnicas de
amplificacion de DNA para diferenciar y detectar las especies de Enfamoeba, en muestras que incluyen
heces, tejidos y lesiones hepaticas, las técnicas incluyen PCR convencional, PCR anidado, en tiempo real y
multiplex. 7
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Figura 2. Diagndstico de Entamoeba histolytica (Disefio de los autores).

#y

La PCR en el diagndstico de E. histolytica

Actualmente se conoce una gran variedad de técnicas basadas en PCR convencional que permiten la
diferenciacion entre las 3 especies del “complejo Enfamoeba”’ que se basan en la diversidad genética que
presenta el gen 18S rDNA o de genes codificantes de una proteina rica en serina, quitinasa, cistein-proteasa
o hemolisina.'?

12 Fotedar, R., 2007
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La principal ventaja de la PCR es que permite generar millones de copias de la region de interés a partir de
una o muy pocas copias del DNA molde." (Figura 3). Es una técnica muy robusta debido, en gran medida, a
la gran capacidad de los oligonucleétidos (iniciadores) de unirse firme y especificamente a sus secuencias
complementarias de DNA discriminando facilmente entre centenares de millares de sitios.

La principal desventaja es la necesidad de estandarizar la técnica para el organismo o la técnica de interés,
lo cual puede ser tardado y costoso. Esta técnica también es relativamente complicada; necesita experticia y
se utilizan productos quimicos peligrosos, por lo que el analisis rutinario de muchas muestras resulta poco
practico. Debido a la falta de protocolos estandarizados y a la calidad variable de reactivos y la necesidad de
emplear equipo especializado.'®
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Figura 3. Esquema del proceso ciclico de amplificacion de DNA por PCR. Tomado de: https://www.elsevier.es/es-revista-revista-medica-clinica-las-
condes-202-articulo-biologia-molecular-oncologia-lo-que-S0716864013701962 6

Estandarizacion y validacion de la PCR para la deteccion de E. histolytica

Cepas de E. histolytica

Para iniciar la estandarizacion del protocolo de deteccion por PCR de E. histolytica, se emplearon 5 diferentes
cepas cultivadas en el laboratorio. La cepa HM1:IMSS es la cepa de referencia a nivel mundial obtenida de
un paciente mexicano; la cepa 2411 es una variante de la HM1; la cepa G3 fue derivada de la cepa HM1 que
tiene silenciado el gen del amebaporo; la cepa UG10 es una mutante avirulenta de la HM1 obtenida por el
grupo de investigacién en la Universidad de Guanajuato y la cepa Rahman que fue aislada de un paciente
asintomatico en Inglaterra. Las cepas G3 y UG10 fueron manipuladas genéticamente, mientras que la cepa
Rahman tiene un fondo genético diferente (La informaciéon y las cepas fueron proporcionadas por el
laboratorio de Patobiologia Molecular de Protozoarios Parasitos y el de Biologia del Parasitismo, del

13 Shibata et al., 1988
14 Mullis., 1990
15 pfaller., 2001

16 Gonzalo, E., 2013
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Departamento de Biologia de la Universidad de Guanajuato). Las cepas fueron cultivadas en medio TYI-S-
33.77

Oligonucleoétidos

El método molecular que se us6 para la deteccion del parasito fue la PCR, para lo cual se utilizaron dos pares
de oligonucleétidos reportados en la literatura que son especificos para E. histolytica. Estos oligonucleétidos
se hibridan con el ADN de las amibas y acotan la regién que se amplificara, obteniendo millones de copias.
El oligonucleotido directo Eh-S26C (5’-GTACAAAATGGCCAATTCATTCAACG-3') y el reverso Eh-Ed-AS25
(5-GAATTGATTTTACTCAACTCTAGAG-3’) amplifican un fragmento de 307 pb del gen 18S del rRNA. EI
segundo par de oligonucleétidos esta integrado por el directo DIF1 (5-CTGGTTAGTATCTTCGCCTGT-3') y
el reverso DIF2 (5-CTTACACCCCCATTAACAAT-3’) que amplifican un fragmento de 402 pb y tienen como
DNA blanco el Locus 1-2."2

Extraccion y purificacion de DNA

Se extrajo y purific6 DNA gendmico de las 5 cepas de E. histolytica empleando el Wizard® Genomic DNA
Purification Kit. Este kit se basa en un proceso de cinco pasos: a) lisis de los trofozoitos y sus nucleos; b)
digestion con RNasa; c) precipitacion de proteinas; d) precipitacion del ADN genémico con isopropanol y €)
desalar y rehidratar la pastilla de ADN. EI ADN purificado con este sistema es adecuado para diferentes
métodos moleculares como amplificacion por PCR, digestion con endonucleasas de restriccion, hibridaciones,
etc.®

El DNA genodmico purificado de las 5 cepas fue cuantificado en un espectrofotémetro a 260 nm
(GeneQuantAmersham) y ajustado a una concentracion de 100 ng/ul. En la Figura 4 se observa el DNA
genomico de cada cepa y separado mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Se observa una
banda bien definida para todas las cepas de las amibas por arriba del marcador de 15000 pb (Tracklt 1 Kb
Plus DNA Ladder de Invitrogen) y no se observa degradacion. Por lo anterior, tenemos DNA genémico de
alta calidad de cada una de las cinco cepas de E. histolytica.

M1 2 3 45

15 000 pb
5000 pb

1500 pb

Figura 4. DNA gendémico de diferentes cepas de Entamoeba histolytica. El DNA genémico purificado se separé en un gel de agarosa al 1% tenido con
bromuro de etidio. Carril M, marcadores de tamafro; carril 1, cepa HM1; carril 2, cepa 2411; carril 3, cepa G3; carril 4, cepa UG10; carril 5, cepa
Rahman.

17 Diamond et al. 1978

18 promega Corporation, 2019
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Ensayos de sensibilidad

A partir de la muestra de DNA de 100 ng/pl se realizaron diluciones seriadas para tener las siguientes
concentraciones de DNA:100 ng/ul, 10 ng/ul, 1 ng/ul, 100 pg/ul, 10 pg/ul, 1 pg/ul, 100 fg/ul. Se utilizé 1 pl de
cada dilucion para la PCR en la siguiente mezcla de reaccion: 1 yl de templado, 1 pl del oligonucleétido
directo, 1 pl del oligo reverso, 7 ul de agua y 10 pl de GoTaq (Promega). Las condiciones de amplificacion
fueron las siguientes: 1 ciclo a 94°C por 3 min; 40 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 30 s; Tm de cada
juego de oligos por 1 min y extension a 72°C por 40 seg. Las muestras fueron cargadas en un gel de agarosa
al 1% tefiido con bromuro de etidio y sometidas a electroforesis. El gel de agarosa fue expuesto a UV y las
imagenes fueron fotodocumentadas (MiniBIS Pro). Los resultados se muestran en la Figura 5.

Oligonucledtidos Oligonucledtidos
Eh-S26C / Eh-Ed-AD25 DIF1 / DIF2
M 1234656738 M 1 2345867 8

307 pb —— 402pb
° 307 pb 402 pb
c 307 pb 402 pb
D 307 pb 402 pb
E 402 pb

307 pb

Figura 5. Sensibilidad del PCR con los oligonucleétidos Eh-S26C/Eh-Ed-AS25 y Dif 1/ Dif 2. Productos de amplificacién por PCR empleando como
templado el DNA de E. histolytica de diferentes concentraciones en un gel de agarosa al 1% tefido con Bromuro de etidio. A, cepa HM1; B, cepa
2411; C, cepa G3; D, cepa UG10; E, cepa Rahman. M, marcadores de tamaio; 1, control negativo; 2 templado de DNA de 100 ng/ul; 3, templado de
DNA de 10 ng/ul; 4, templado de DNA de 1 ng/ul; 5, templado de DNA de 100 pg/ul; 6, templado de DNA de 10 pg/ul; 7, templado de DNA de 1
pg/ul; 8, templado de DNA de 100 fg/ul.

Con los dos pares de oligonucleétidos se obtuvieron los amplicones del tamafio esperado para cada una de
las 5 cepas de E. histolytica. Se puede apreciar que existe una mayor sensibilidad con el par de
oligonucledtidos EnS26C/ EhAS25, puesto que se alcanzé a visualizar una banda de amplificacion para la
mayoria de las diluciones realizadas para cada cepa. Se observo amplificacion desde la concentracion de
100 ng/ul hasta la de 10 pg/ul para todas las cepas. Para algunas cepas se alcanzé a observar una banda
tenue con 100 fg/pl, lo que equivale al DNA de un trofozoito de acuerdo con el nimero de amibas que se
utilizé para la purificacion del DNA.
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Por otro lado, al usar el par de oligonucledtidos Dif1/Dif2, se observé una buena sensibilidad para las
diluciones, sin embargo, hubo mas variabilidad de amplificacién de acuerdo con la cepa que se usara, por
ejemplo, en el caso de la cepa 2411 unicamente se observd buena amplificacién para la concentracion de
100 ng/ul a 1 ng/pl, en comparacion de la cepa G3 en la cual se observé amplificacion para todas las
diluciones.

Entre las cepas se observaron algunas diferencias, donde la cepa G3 mostré aparentemente mayor
sensibilidad. Las cepas modificadas genéticamente y de fondo genético diferente presentaron resultados
similares con respecto a la cepa HM1 de referencia.

Ensayos de especificidad

Posterior a la evaluacion de la sensibilidad de los oligonucleétidos seleccionados, se buscé verificar su
especificidad para detectar y amplificar Unicamente DNA procedente de E. histolytica. Se empleé DNA (100
ng/ul) de la cepa 2411 y G3 de E. histolytica, DNA del parasito Trichomonas vaginalis y DNA de la bacteria
Pseudomonas aeruginosa. El DNA de T. vaginalis fue positivo para la amplificacién con oligos de B-tubulina
y no amplificaron cuando se us6é como templado DNA de amibas (datos no mostrados). Las muestras fueron
sometidas a PCR, empleando el par de oligonucleotidos Eh-S26C/Eh-Ed AS25 y posteriormente cargadas
en geles de agarosa al 1% (Fig. 6).

A
Oligonucledtidos
307 pb Eh-S26C / Eh-Ed-AD25
B
Oligonucledtidos
402 pb DIF1 / DIF2

Figura 6. Especificidad de microorganismo blanco de los oligonucleétidos Eh-S26C/Eh-Ed-AS25 y Dif 1/ Dif 2. Productos de amplificacién por PCR
empleando como templado DNA de amibas, tricomonas y bacterias, en un gel de agarosa al 1% tefidos con Bromuro de etidio. A, cepa 2411. B, cepa
G3. M, marcadores de tamario; 1, control negativo; 2, templado de E. histolytica; 3, templado de T. vaginalis (GT-7); 4, templado de P. aeruginosa.

En la Figura 6 se observa que, con los dos pares de oligonucledtidos seleccionados, se obtiene un producto
de amplificaciéon del tamafio esperado cuando se us6 DNA de amibas como templado, mientras que cuando
se utilizé como templado DNA de tricomonas o de bacterias, no se obtuvo amplificacién, lo que indica que los
oligonucledétidos empleados son especificos para E. histolytica.

Al analizar el gel obtenido después de la electroforesis, se pudo observar solo una banda en ambos casos.
En la Figura 5A la banda de 307 pb corresponde a la amplificacién de la secuencia esperada con el DNA de
la cepa 2411 y en la Figura 5B, la banda de 402 pb corresponde a la previamente obtenida en las diluciones.
De igual manera se aprecia la ausencia de bandas en el carril del control negativo y en los carriles 3 y 4 donde
se cargo el DNA de las tricomonas y bacterias.

Extracto crudo

Una vez que se determind la sensibilidad y especificidad en la deteccion de E. histolytica mediante PCR
empleando DNA purificado de varias cepas, se evalud la capacidad de este sistema para detectar el DNA en
un extracto crudo del parasito de las diferentes cepas, empleando los dos pares de oligonucleétidos
seleccionados. Se prepararon diferentes diluciones (1x108 amibas/mL, 10,000 amibas/mL, 100 amibas/mL)
de los extractos crudos de las diferentes cepas de E. histolytica y se usaron como templados para la PCR.
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M 123456 738

A 307 pb 402 pb

307 pb 402 pb

307 pb 402 pb

307 pb 402 pb

307 pb 402 pb

@)

Figura 7. Deteccion de E. histolytica en extractos crudos de diferentes cepas. Se usaron los dos pares de oligonucleétidos validados, Eh-S26C/Eh-Ed-
AS25 (carriles 1-4) y Dif1/Dif2 (carriles 5-8). Los productos de amplificacién se separaron en gel de agarosa al 1% teiiido con bromuro de etidio. A
cepa HM1; B cepa 2411; C cepa G3; D cepa UG10; E cepa Rahman. M marcadores de tamaiio; 1y 5, control negativo; 2 y 6, templado de extracto
crudo de 1x10¢ amibas/mL; 3 'y 7, templado de extracto crudo de 10,000 amibas/mL; 4 y 8 templado de extracto crudo de 100 amibas/mL.

En la Figura 7, se observan los amplicones obtenidos a partir de los extractos crudos de las diferentes cepas
de E. histolytica. En algunas cepas (UG10 y Rahman) se alcanz6 a detectar amplificacion usando como
templado el DNA equivalente de 1 trofozoito lo que demuestra la sensibilidad y especificidad del sistema de
deteccién que hemos implementado, en donde las caracteristicas de un extracto crudo se aproximan mas a
una muestra real de una persona infectada.
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Conclusiones

Se implementé un método molecular basado en la PCR para la deteccion de E. histolytica. Se establecieron
las condiciones 6ptimas para la amplificacion por PCR con dos pares de oligonucleétidos y el sistema fue
validado empleando 5 cepas de E. histolytica de distinta virulencia y diferente fondo genético. El método
presentd una alta sensibilidad y detectd hasta 1 pg de DNA purificado de cada cepa. Presenté especificidad
con respecto a otros microorganismos ya que no se observo amplificacion con T. vaginalis o P. aeruginosa.
Una aproximacion a muestras de pacientes se realizé con extractos crudos, alcanzando a detectar hasta un
trofozoito. Debido a que la amibiasis humana representa un problema de salud publica y los métodos
existentes de diagndstico carecen de alta especificidad y sensibilidad, el establecer un método de diagnoéstico
molecular para el parasito posee gran importancia clinica, ya que podria brindar una correcta deteccién de E.
histolytica y en consecuencia un tratamiento oportuno.
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