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DETECCION Y DIFERENCIACION DE ENTAMOEBA HISTOLYTICA [ ENTAMOEBA
DISPAR MEDIANTE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) USANDO DNA
EXTRAIDO DEQUISTES PRESENTES EN MUESTRAS DE HECES FECALES HUMANAS

* Carmen Patricia Montano Almendras
* * Jean Pierre Herveg
* Mercedes lriarte

Estd establecido que existen dos especies distintas de amebas que originalmente fueron conocidas como Entamoeba Histolytica.
Ellas son E. dispar (forma no patogénica) y E. histolytica (forma patogénica). La diferencia entre estos dos organismos es de gran
importancia clinica desde que son morfolégicamente indistinguibles. El diagndstico diferencial de estas dos especies es esencial
para la decision del tratamiento y la salud piblica. Se puede usar un método rdpido de extraccion de DNA directamente de especi-
menes suspendidos en formalina éter. La extraccion de ADN fue usada para la identificacion de las especies existentes en las herra-
mientas por reaccion de cadena polimerasa (PCR). Un total de 75 muestras recolectadas aleatoriamente fueron analizadas. Despues
de la confirmacion por PCR; 7/75 muestras resultaron positivas para E. histolytica, 60/75 muestras resultaron positivas para E. dis-
par'y 8/75 resultaron negativas porque no amplificaron, pudiendo tratarse de otras amebas como E. hartmani, E. iodoamoeba, E.
coli, etc. Con estos resultados podemos darnos cuenta de la magnirud de falsos positivos que se generan con los exdmenes micros-
copicos. Estas observaciones implican que el uso del DNA extraido directamente a partir de concentracion de quistes para amplifi-
cacion por PCR, es una herramienta iitil para obtener un diagndstico sensitivo y preciso que puede ser aplicado incluso en epide-

miologia.

Palabras claves: Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar, reaccion en cadena de polimerasa.

It has been established that two distinct species exist within what was originally known as Entamoeba histolytica. These are E. dis-
par (nonpathogenic form) and E. histolytica (pathogenic form). Differentiation of these two organisms is of great clinical importan-
ce since they are morphologically indistinguishable. Differential diagnosis of this two species is essential for treatment decision and
public health knowledge. A simple and rapid DNA-extraction method that can be used directly on formalin-ether stool specimens.
The extracted DNA was used for the identification of the species existing in the stools by polymerase chain reaction (PCR). A total
of 75 randomly collected stool sample were analyzed. The samples analyzed by microscopic were 75, after confirmation by PCR:
7/75 samples resulting positive for E. histolytica, 60/75 samples resulting positive for E. dispar and 8/75 resulting negative becau-
se didn't amplify be able to be other amoebas like E. hartmani, E. iodoamoeba, E. coli, etc. With these results we can realize the
magnitude of false positive that are generated with the microscopic exams. These observations imply that the use of the DNA extrac-
ted directly of the concentrate of cysts for PCR amplification is a useful tool for obtaining a sensitive and accurate diagnosis that

can be applied even in epidemiology.

Key words:  Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar, polymerase chain reaction (PCR).
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Estrictamente debe denominarse amebiasis a la enferme-
dad producida en seres humanos por amebas de la espe-
cic Entamocba histolytica. Esta definicion excluye de
forma implicita otras situaciones que pueden ser confun-
didas con esta entidad. En primer lugar, no debe consi-
derarse amebiasis las infecciones por otras especics de
amebas parasitarias (por ejemplo, Entamoeba coli,
Entamoeba polecki, Entamoeba hartmanni, Iodamoeba

butschlii), ya que no ocasionan enfermedad (Clark, et al.,
2000). Sin embargo, su deteccion en heces es un dato de
interés, ya que indica el consumo de agua o alimentos
contaminados. Por otro lado, las amebas de vida libre
como Naegleria fowleri, varias cspecies de
Acanthamoeba y Balamuthia mandrillaris dan lugar a
cuadros clinicos muy diferentes de la amebiasis, con una
patogenia y una clinica especifica (meningoencefalitis
primaria amebiana, encefalitis granulomatosa amebiana
y queratitis por Acanthamoeba) (Tanyuksel, ct al., 2003).

Asi, la primera identificacion de E. histolytica fue reali-
zada por Fedor Losch en el afio 1875, aunque la primera
descripcion taxondmica formal de E. histolytica fue rea-
lizada por Fritz Schaudinn en 1903 (Clark, et al., 2000).
En 1925, Emile Brumpt propugné la existencia de dos
especies similares morfologicamente pero diferentes
desde el punto de vista clinico: E. histolytica, capaz de
ocasionar enfermedad cn seres humanos y E. dispar sin
capacidad patégena (Clark, et al., 2000). Desde enton-
ces y hasta hace menos de una década, se ignord esta
interpretacion, aunque fueron acumuliandose un gran
numero de datos (epidemioldgicos, patogénicos, clini-
cos, diagnésticos y terapéuticos) atribuidos a la infec-
cion por E. histolytica (Tannich et al .,1991). Sin embar-
2o, cn 1993, la consideracion de varios tipos de datos
llevo a una nueva descripcion de la existencia de ambas
especics de amebas y, por lo tanto, a la necesidad de rein-
terpretar los datos disponibles y realizar nuevos estudios.

Recientemente investigadores del instituto cientifico
(TIGR) en Rock Ville. Maryland y del Instituto
Wellcome Trust Sanger en el Reino Unido {2005) com-
pletaron la secuencia de Entamoeba histolytica. El geno-
ma de la ameba tiene 92 genes bacterianos. Probable-
mente por haber fagocitado bacterias intestinales duran-
te toda su vida evolutiva en el tracto digestivo. La mayo-
ria de estos genes estdn involucrados en vias metabolicas
y presumiblemente le sirva a la ameba para usar vias
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metabolicas bacterianas que le permitan adaptarse a las
bajas concentraciones de oxigeno del intestino, asi
podria prescindir de las organelas que tienen ¢l resto de
las cucariontes, también vieron que presentaba una
complejidad gendmica inesperada, con casi 10.000
genes (Loftus B, et al. 2005).

Los genes de E. histolytica que codifican la subunidad
pequena del ARNr son mas abundantes que otros. Estos
genes se encuentran en un plasmido circular (no en el
nucleo): y tienen un tamano de 25 kb y presentan cerca
de 200 copias por célula (Ramachandran. S.etal., 1993).

El objetivo de este trabajo fue la deteccion y diferencia-
cion genética de Entamoeba histolytica con Entamoeba
dispar, mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) usando DNA extraido directamente de los quistes
presentes en muestras de heces fecales humanas.

La recoleccion de muestras de heces fecales se realizé
durante 3 meses, de Marzo a Mayo de 2005, de diferen-
tes Laboratorios de Cochabamba: el Laboratorio de
parasitologia de la Caja Petrolera, Laboratorio de parasi-
tologia de la Unidad de Saneamiento Ambiental.
Laboratorio de parasitologia y analisis clinico del
Hospital Viedma y el laboratorio de la Escuela Técnica
de Salud Boliviano Japonés. Posteriormente, se realizd
un nuevo examen parasitolégico directo en el
Laboratorio de Microbiologia del Centro de Aguas y
Sancamiento Ambiental de la Universidad Mayor de San

Simon.

La recoleccion de muestras para este estudio se hizo sin
tomar en cuenta la edad ni el sexo de las personas.

Diagnostico parasitologico

La identificacion morfolégica del parasito fue realizada
por dos técnicas coproparasitologicas: |. examen para-
sitologico directo y 2. Por la técnica de Ritchie modifi-
cada para la concentracion de quistes (Botero et al .,
2003). Posteriormente este concentrado fue alicotado en
tubos eppendorff y guardado a -20°C hasta su uso.

Extraccion del DNA

Para la extraccion del DNA, se realizé una centrifuga-
cion de 200 pl del concentrado, luego se incubo a 56°C
por 2 horas con Dodesil sulfato de Sodio (SDS) vy
Proteinasa K. El pellet fue lavado con | ml del buffer
fosfato salino. Después de la centrifugacion el pellet fue




resuspendido y centrifugado en 500x1 de PBS+
Polivinilpirolidon al 2% (PVPP) (Sigma). Posterior-
mente fue nuevamente resuspendido en 500 ul de PBS+
Polivinilpirolidon al 2% y se llevé a ebullicién a 100°C
durante 10 min. Luego se incubd a 56°C por 2 horas con
Dodesil Sulfato de Sodio (SDS) y Proteinasa K, seguida-
mente la extraccion del DNA total de los quistes se rea-
1liz6 con el kit comercial Quiamp DNA Blood Mini Kit.
La concentracion de ADN de las muestras se midio por
espectrofotometria y se almacenaron a -20°C hasta su
uso.

Diseno de cebadores

Para buscar el par de cebadores que sean complemen-
tarios a esta secuencia codificante ademads de que con-
tengan un sitio de restriccion, se utilizé el BLAST
(Basic  Local Alignment Search  Tool)(http:
/lwww .ncbi.nlm.nih.gov /BLAST/), y (http: //frodo. wi-
mit.edu/cgibin/primer3/primer3_WWW.CGI).

Asi se eligieron los siguientes cebadores:

sensSSU S'GAAGACGATCAGATACCGTC3'

antisSSU 3ICATTCCTTCTACTGTTCGGTCS!

Cuadro N” I. Cebadores Sens y Antisens disefados.

Estandarizacion de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa.

Después de sucesivas pruebas para la estandarizacion de
la PCR se definieron los siguientes pardmetros: Se apli-
coO la variante hot Start PCR, la temperatura hot Start
para la desnaturalizacion inicial fue de 94°C por 2 minu-
tos en el primer ciclo, seguida de 39 ciclos, en las cuales
se encuentran ciclos de desnaturalizacion de 94°C por |
minuto, hibridacion de los cebadores a una temperatu-
rade 64°C por 1 minuto y la extension a 72°C durante
I minuto.

Amplificacion

La reaccion de amplificacion se realizo en tubos eppen-
dorf estériles que contenian: 5 ul de ADN (100 ng),
10mM de desoxinucleodtido trifosfato (ANTPs), 10 U de
Taq polimerasa, 3 ul de cada uno de los cebadores, 2.5
ul de la solucion tampoén de amplificacion 10X, Agua
destilada libre de nucleasas (Promega Madison W
U.S.A). Todas estas cantidades fueron calculadas para 25
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u1 de la solucion total. Los productos amplificados fue-
ron mantenidos a 4°C hasta su uso.

La eficacia de la reaccion de amplificacion se comproba-
ba mediante electroforesis horizontal (Mini-Sub-Cell.
GT System, BioRad), en gel de agarosa al 2% en tam-
pon TAE 1X (TAE pH 8.5: tris base 5,4%, Acido acéti-
c0; 0,5 M EDTA- Sigma), a un voltaje constante de 50 V
durante 1 hora. En cada andlisis electroforético fue
incluido un patréon o marcador molecular 1000 pb
(Promega G210A), con el objeto de comprobar el tama-
flo y la posible existencia de mas de un fragmento ampli-
ficado.

El gel fue tefiido con bromuro de etidio (Sigma) (0,5 pg/
ml p/v) y visualizado con luz ultravioleta.

Hidroélisis Enzimatica del Fragmento Amplificado de
Entamoeba histolytica.

Una vez obtenidos los productos amplificados mediante
la PCR se prosiguié con la hidrélisis de los mismos con
el fin de diferenciar las secuencias especificas amplifica-
das para E. histolytica y para E. dispar. La hidrdlisis de
estos productos amplificados se llevo a cabo con la enzi-
ma endonucleasa Bgl II
secuencias AGATCT, esta region de corte solo se
encuentra en los productos amplificados de E. histolyti-
ca y no asi en los productos amplificados de E. dispar,
asi podemos diferenciar a estos dos pardsitos protozo-
arios.

que reconoce sitios con

El procedimiento seguido fue el siguiente: Los produc-
tos amplificados fueron incubados con 1 pulde Bgl II
(Promega, R 6081), 10 U/ul. Para esto se us6 10 ul del
producto amplificado, 2 yl del tampén D, 7 ul de agua
destilada libre de nucleasas, y fue incubado a 37°C por 2
horas.

Separacion Electroforética de los productos PCR e
hidrolizados.

Para la identificacion de los productos de la reaccion en
cadena de la polimerasa y los tratados con la endonucle-
asa de restriccion Bgl 11, se realizé una electroforesis
horizontal junto con el marcador de peso molecular
(PM), de acuerdo al siguiente procedimiento:

- Preparacion del gel: Un volumen de agarosa (Promega
Corporation), al 2% en tampon TAE 1X con bromuro de
etidio (Sigma), fué depositado sobre la bandeja portage-
les, colocada sobre una superficie nivelada, y antes de la

Gaceta Médica Boliviana 2006



Original

gelificacion se inserta el peine para formar los corres-
pondientes pocillos.

- Preparacion de las muestras:

Los productos PCR y los productos amplificados hidro-
lizados con la enzima Bgl 1. Fueron diluidos (5:1, v/v)
con Azul de Bromofenol y depositados en los pocillos
del gel que estaba sumergido en tampén TAE 1X, en el
interior de la cubeta de electroforesis.

- Separacion electroforética y visualizacion:

Las muestras fueron sometidas a migracién electroforé-
tica con un voltaje constante de 50 V durante | hora,
momento en que el azul de bromofenol habia alcanzado
el extremo del gel. tras lo cual, el gel fue depositado
sobre el transiluminador de luz ultravioleta. El tamano
de los fragmentos de ADN fueron estimados por las dis-
tancias de migracion del marcador de peso molecular
IKb y la imagen fue fotografiada utilizando una cdmara
digital.

Analisis e Interpretacion

El tamafio del producto amplificado sin restriccion es de
288 pb, que pertenece a la secuencia codificante de la
subunidad pequeiia de ARN ribosémico (SSU rRNA)
para E. histolytica y para E. dispar. Cuando se realiza ¢l
corte con la Enzima de restriccion Bgl II se obtienen dos
fragmentos de 98 pb y de 198 pb respectivamente para
E. histolytica. Cabe recalcar que el corte no se realiza en
el producto amplificado de E. dispar porque esta enzima
de restriccién no reconoce ninguna regiéon de esta
secuencia.

De las 108 muestras de heces fecales recolectadas para
este estudio, solamente en 80 se encontraron quistes E.
histolytica y/o E. dispar, mediante la técnica de Ritchie
modificada 78/108 muestras que contenian quistes de E.
histolytica y/o E. dispar.

El alineamiento genomico de E. histolytica y E. dispar
reveld un 2% de diferencia, presentando un 98% de
similitud a nivel de la secuencia codificante para la
subunidad pequefia del RNAr. Estos pardsitos también
muestran un rango similar de organizacion y biologia
celular.

Especificidad de los Cebadores

Para analizar la especificidad de los cebadores se traba-
jO en forma paralela con DNA de Entamoeba invadens y
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DNA de' E. histolytica en diferentes diluciones, no
habiéndose presentado diferencias significativas en
cuanto a esta variable. Como se ve en la figura N° 2
carril 5y 6, los cebadores no amplificaron para E. inva-
dens, pero hubo una buena aplificacion para Entamoeba
histolytica. Con esta prueba y con el tamafio del produc-
to amplificado obtenido, nos aseguramos que los ceba-
dores disefiados sensSSU y antisSSU son especificos
para E. histolytica (Figura 1).

PM 1 2
o T

Figura N° 1. Prueba de especificidad de los cebadores sensSSU y
antisSSU. Estos cebadores amplifican la secuencia codificante de la
subunidad pequena del ARNr (SSU ARNr). EL producto amplifica-
do tiene un tamaio de 288 pb. PM: Marcador de peso molecular,
carril I: control positivo DNA E. histolytica dilucion 1/100, carril 2:
control positivo DNA E. histolytica dilucion 1/75, PM: marcador de
peso molecular, carril 3: control positivo DNA E. histolytica dilucion
1/50, carril 4: control negativo, carril 5: DNA E. invadens , carril 6:
DNA E. invadens.

El uso de cebadores que reconocen regiones especificas
de la subunidad pequefia del RNAr ha sido muy ditil,
mostrando una mayor sensibilidad en relacion a otros
cebadores que reconocen otros sitios especificos del
genoma de E. histolytica y E. dispar (Mirelman D ..et al.
1997).

Amplificacién del DNA extraido a partir de muestras
de heces fecales.

Para la amplificacion de las muestras se usaron los ceba-
dores disenados: sensSSU y antisSSU: especificos para
E. histolytica y E. dispar respectivamente. El fragmento
amplificado tiene un tamano de 288 pb (Figuras N° 2 y
N® 3). Se analizaron 75 muestras.

1 PM 2 3 4 PM

Figura N° 2. Resultados PCR. Productos amplificados obiciidos con
los cebadores sensSSU 'y antisSSU: carril 1: control positivo, PM:
marcador de peso molecular, carril 2: muestra A, carril 3: muesira B,
carril 4: _muestra C, PM: marcador de peso molecular, carril 5:
muestra D, carril 6: control negativo.
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Figura N° 3. Resultados PCR. Productos amplificados obtenidos con
los cebadores sensSSU y antisSSU: carril "1: control positiv,; PM:
marcador de peso molecular, carril 2: muestra F, carril 3: muestra G,
carril 4: muestra H, carril 5: muestra I, carril 6: mustra J, carril
7: muestra K, carril 8: muestra L, carril 9: muestra M, carril 10:
muestra N, carril 11: muestra N, PM: marcador de peso molecular,
carril 12: control negativo.

Como vemos en la figura N° 4, los carriles 2,3, 4,5, 6,
7,10 y 11 resultaron positivos para E. histolytica y/o E.
dispar, mientras que en los carriles 8 y 9 no se produjo
amplificacién, por tanto no se trata de E. histolytica ni E.
dispar. Entonces podemos decir que durante el examen
microscopico se produjeron equivocaciones, pudiendo
tratarse de
Entamoeba hartmanni, etc.

otras amebas como Entamoeba coli,

Patrones obtenidos tras la restriccion enzimatica con
Bgl I1.

La hidrdlisis de los Productos amplificados se hicieron
con el objetivo de diferenciar E. histolytica y E. dispar,
la hidrdlisis solo se produce en los productos amplifica-
dos de E. histolytica y no asi en los productos amplifi-
cados de E. dispar, obteniéndose dos fragmentos uno de
190 pb y el otro de 98 pb (Figura N°4).

PM 1 2 3 4

PM

Figura N° 4. Resultados de la hidrolisis con la enzima Bgl 11 :
PM:marcador de peso molecular, carril 1: DNA de E. histolytica
hidrolizada, carril 2: DNA de E. histolytica sin hidrdlisis; carril 3:
control negativo, carril 4: control negativo sometido a hidrolisis,
PM: marcador de peso molecular 1 kb ( promega).
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Evaluacion del total de casos infectados con E. his-
tolytica o E. dispar.

Las muestras positivas para E. histolytica y/o E. dispar
mediante microscopia fueron 75, después de la confir-
macién mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) basandose en la amplificacion especifica de la
secuencia codificante de la subunidad pequefia del
ARNTr (SSU rRNA), se obtuvo los siguientes resultados:
- 7/75 muestras resultaron positivas para E. histolytica,
60 /75 resultaron positivos para E. dispar y 8/75 mues-
tras resultaron negativas porque no amplificaron,
pudiendo tratarse de otras amebas como E. hartmani, E.
iodoamoeba, E. coli, etc. Con estos resultados podemos
darnos cuenta de la magnitud de falsos positivos que se
generan con los exdmenes microscopicos (Cuadro N° 2).

PCR ]
E. histolytica| E. dispar Negativo Total J|
Positivo 7 60 8 75
Porcentaje 9.35% 80% 10,70% 100%
Total 7 60 8 75

Cuadro N° 2. Comparacion de los resultados microscépicos con la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El resultado micros-
copico de las muestras con quistes de E. histolytica y/o E. dispar es
de n=75.

Estos resultados muestran que las infecciones por E.
dispar tienen mayor porcentaje en relacion a las infeccio-
nes por E. histolytica. Estos datos concuerdan con infor-

macion encontrada en estudios epidemioldgicos realiza-
dos mediante PCR. en el norte de Filipinas, donde tam-
bién encontraron un mayor nimero de personas infecta-
das por el parasito comensal E. dispar, (Rivera W., et al.
1998). Por lo tanto se sugiere que la PCR deberia ser
usada como test de diagnostico para diferenciar a estas
dos especies y de esta manera contribuir a la toma de
decisiones del médico para el tratamiento del paciente
infectado con E. histolytica o E. dispar, evitando de esta
manera medicar a las personas que no necesitan trata-
miento, conociendo ademds que el tratamiento es costo-
S0 y toxico.

En este estudio se demuestra la confiabilidad y la sensi-
bilidad de la PCR, usando DNA extraido directamente a
partir de muestras de heces fecales, esta contiabilidad de
la PCR también ha sido reportada por muchos estudios
(Rivera W. et al. 1996.; Srivastava S., et al. 2005.; Mijak
P., et al. 2000). La confianza en solamente el examen
microscopico a menudo es engafioso, un tamafio peque-
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no y variabilidad en los estados del ciclo de vida hace
que el diagnostico sea dificultoso en relacién a la infec-
c16on por Entamoebas de diferentes especies.

Estudios comparativos donde se usaron el ELISA'y la
PCR para realizar la diferenciacion de E. histolyticay E.
dispar indican que la PCR fue mas util, sensible y espe-
cifica que el ELISA (Rivera W., et al. 1998.: Gonin P.,
et al. 2003.; Mirelman D., et al ,1997).

Desde que E. dispar tiene el mismo nicho ecoldgico,
ciclo celular y mecanismos de transmision que E. his-
tolytica, también es importante el estudio de este orga-
nismo (Ramos F, et al., 2005). Hay evidencias de que E.
dispar es capaz de producir lesiones intestinales en ani-
males (Espinosa C. et al. 1997), destruyendo la monoca-
pa de las células epiteliales “invitro “(Furst. et al,2002.;
Pinheiro. et al. 2005).

Los resultados descritos anteriormente nos han permi-
tido extraer las siguientes conclusiones:

La aplicacion de herramientas informaticas tales como
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), FASTA
de Pud Medy FRODO, nos permitio ver la existencia
de un 98% de similitud entre ambas secuencias genoémi-
cas (E. histolytica y E. dispar). El par de cebadores dise-
nados sensSSU y antisSSU son especificos para ambos
parasitos (E. histolytica y E. dispar) y amplifican la
secuencia codificante para la subunidad pequena del
RNAr (SSU-RNAr), el tamano del producto amplificado
es de 288 pb.

La hidrdlisis enzimatica con la enzima de restriccion
Bgl I1 nos permitio diferenciar la cepa patogena (E. his-
tolytica) de la no patégena (E. dispar). La enzima Bgl I1
reconoce un sitio especifico del fragmento amplificado
de E. histolytica y corta el fragmento en dos: resultando
un fragmento grande de 198 pb y otra pequeiia de 98 pb.

Este estudio nos muestra una clara utilidad de la PCR
para diferenciar E.dispary E. histolytica directamente a
partir de las heces fecales. En beneficio adicional puede
ser usado para una monitoreo y eficaz tratamiento de los
pacientes. el cual es usualmente limitado por pruebas
seroldgicas por la persistencia de la respuesta de anti-
cuerpos aun después de sucesivos tratamientos.
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