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OBJETIVO GENERAL

Establecer la posible relacion de la variabilidad genética de Entamoeba
histolytica en dos regiones geograficas diferentes, mediante el andlisis del
polimorfismo de Loci intergénicos del tRNA de Entamoeba histolytica en
muestras de material de absceso hepatico amibiano de pacientes en el Estado
de Sonora y la Ciudad de México.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Caracterizar el polimorfismo de los segmentos intergénicos Locus DA (1-
2), NK2, S'°D, y SQ de Entamoeba histolytica a partir del aspirado del
absceso hepatico amibiano de pacientes del Hospital General del Estado
de Sonora “Dr. Ernesto Ramos Bours”, Hospital Infantil del Estado de
Sonora y del Hospital General de México, de la Ciudad de México,

Distrito Federal.
e Comparar las secuencias de los segmentos intergénicos con las
secuencias correspondientes previamente registradas en las bases de

datos del GenBank.

e Analizar la posible relacion entre el genotipo encontrado y la forma clinica

de infeccidn.
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RESUMEN

El presente trabajo consistio en un estudio transversal descriptivo, el cual
se baso en el andlisis de los segmentos intergénicos del tRNA de E. histolytica,
a partir de muestras de aspirado de absceso hepatico amibiano (AHA) de
pacientes del Hospital General del Estado, del Hospital Infantil del Estado de
Sonora y del Hospital General de México de la Ciudad de México, Distrito
Federal. A los pacientes hospitalizados con diagndstico presuntivo de AHA se
les realizd un primer andlisis de deteccion de anticuerpos anti-E. histolytica y
posteriormente se procedid a la extraccion de ADN directamente de la muestra
del aspirado de absceso hepatico, siendo innecesario un tratamiento previo
como lo es el cultivo de amiba. Se utilizé la PCR en estas muestras para la
amplificacion de las regiones intergénicas mencionadas anteriormente. Los
productos obtenidos se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
2%, para posteriormente ser secuenciadas y analizadas para la busqueda de

polimorfismo intraespecie.

Se obtuvieron los genotipos respectivos de los diferentes aislados de E.
histolytica incluidos en el estudio. Los resultados sugieren que existe una
asociacion entre el genotipo del parasito y el resultado de la infeccion en el
huésped, ya que los genotipos de E. histolytica encontrados en las muestras de
los pacientes coinciden parcialmente con los genotipos reportados en otras

areas endémicas de amibiasis fuera del territorio nacional.
Por otro lado, también se reporta el caso de dos pacientes con AHA, en los

cuales se identificaron dos variantes genéticas diferentes de E. histolytica en un
mismo absceso hepatico. Este hallazgo es el primero que se reporta en su tipo
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y apoya la existencia de nichos ecoldgicos en el medio ambiente que albergan

organismos genéticamente heterogéneos capaces de producir dafio tisular.
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INTRODUCCION

El parasito protozoario intestinal Entamoeba histolytica (E. histolytica), es
el agente causal de la infeccibn denominada amibiasis. Esta infeccidon
parasitaria se define por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la
Organizacion Panamericana de la Salud, como la infeccién del hospedero
debida a Entamoeba histolytica y/o E. dispar acompafiada o no de sintomas
(OMS 1997, Pritt y Clark, 2008). El curso de la infeccion en el hospedero puede
desarrollarse en diferentes formas clinicas: portador asintomatico, amibiasis
intestinal y amibiasis extraintestinal. De éstas, las mas comunes son la
disenteria amibiana y la colitis amibiana en las formas intestinales y el absceso
hepéatico amibiano en la amibiasis extraintestinal. Este protozoario tiene la
capacidad de invadir la mucosa intestinal asi como al epitelio intestinal y la
muscularis mucosa produciendo Ulceras llamadas en botén de camisa. A partir
de las ulceras, el parasito puede acceder a la circulacion sanguinea facilitando
la infeccion extraintestinal que puede afectar mas frecuentemente a higado,

pulmén, corazény cerebro (Haque y cols., 2003; Stanley, 2003).

La amibiasis esta considerada como la cuarta causa de muerte por
parasitos en el mundo, segun datos proporcionados por la Organizacién
Mundial de la Salud. Este dato debe tomarse con cautela, ya que en la
actualidad se desconoce la verdadera magnitud de la prevalencia y morbilidad
en un contexto global, por lo que es necesaria una reevaluacién en la poblacion
mundial, sobre todo en las éareas geograficas consideradas endémicas
(Espinosa-Cantellano y Martinez-Palomo, 2000; Gomez y cols., 2007).
Actualmente se sigue reportando que a nivel mundial estan infectadas por este

protozoario 500 millones de personas, de los cuales 50 millones desarrollan



amibiasis invasora, ocasionando 100,000 muertes anuales (Haghighi y cols.,
2002; Tanyuksel y Petri, 2003).

Por otro lado, aproximadamente el 10 % de individuos infectados con E.
histolytica desarrollan sintomas en sus diferentes manifestaciones clinicas de
amibiasis, mientras que el otro 90% cursan de manera asintomatica
(Bhattacharya y cols., 2005; Haque y cols., 2002). Se han hecho esfuerzos para
determinar los mecanismos que utiliza el parasito para invadir y causar dafio
tisular en el hospedero. Sin embargo, a pesar de que se ha progresado mucho
en este sentido, todavia no se conocen con precision los mecanismos y el
desarrollo de los eventos que ocurren desde la colonizacion hasta la produccion
de necrosis tisular como en el caso del absceso hepatico amibiano (MacFarlane
y Singh, 2006; Ackers y Mirelman, 2006).

La secuenciacion del genoma de una cepa conocida mundialmente como
E. histolytica HM1:IMSS se concluyd, abriendo asi nuevos campos para el
estudio de este parésito (Loftus y cols., 2005; Davis y cols., 2007). El proyecto
del genoma de la amiba revel6 que su genoma esté constituido por 9938 genes.
Desde hace varios afios se han realizado estudios sobre el genoma de E.
histolytica lo que permitié determinar que sus cromosomas no se condensan en
la forma tipica y que su tamafio varia de 0.3 a 2.2 Mb, aunque se han reportado
diferencias en el tamafio de cromosomas homodlogos a partir de distintos
aislados (Willhoeft y Tannich, 1999). De igual forma se determind que el
parasito posee un genoma haploide de aproximadamente 24 Mb (Bhattacharya
y cols., 2000). Sin embargo, existe incertidumbre sobre su ploidia y por lo tanto
del numero exacto de sus cromosomas (al menos 14) (Willhoeft y
Tannich1999). Actualmente no se ha logrado entender totalmente la
organizacion de los cromosomas en la amiba. Sin embargo se conoce gue los

genes para ARN de transferencia (tRNA) son excepcionalmente abundantes,



constituyendo el 10% del genoma amibiano, los cuales poseen una

organizacion Unica en el genoma (Clark y cols., 2006a; Clark y cols., 2006b).

La Epidemiologia Molecular afiade otra dimensién a las investigaciones
en las cuales su finalidad es buscar la etiologia de las enfermedades, mediante
la utilizacién de herramientas moleculares para caracterizar genéticamente a los
agentes infecciosos y determinar el origen de la fuente de infeccién. La
basqueda de herramientas moleculares para determinar la variacion
intraespecie de E. histolytica, se ha enfocado particularmente al estudio de
genes polimérficos codificantes y no codificantes que se caracterizan por
poseer segmentos repetidos en tandem, los cuales han demostrado ser Utiles
en la identificacién de variantes dentro de las especies E. histolytica y E. dispar
(Clark y Diamond, 1993; Ghosh y cols., 2000). Dentro de estos marcadores
moleculares en estudio se encuentran genes codificantes, como es el caso de
la Quitinasa (de la Vega y cols., 1997) y la Proteina Rica en Serina (Stanley y
cols., 1990), asi como genes que no codifican para proteinas, como es el Gen
Especifico de Especie (Burch y cols., 1991) y las regiones intergénicas del RNA
de transferencia (Zaki y Clark, 2001). En la actualidad existen ya algunos
reportes enfocados a la busqueda de asociacién entre distintos segmentos
polimérficos, como los anteriormente mencionados y las diferentes formas
clinicas de la amibiasis; lo que desde el punto de vista epidemiolégico, podria
servir para definir la prevalencia de cepas con capacidad invasora en diferentes

zonas geograficas.

En México, no existe un registro de variantes de E. histolytica aisladas de
las diversas regiones del pais. El hecho de poder contar con estudios de este
tipo permitira comparar las cepas encontradas en regiones geogréficas
especificas de nuestro pais que podrian predecir la posible morbilidad por
amibiasis invasora en tales sitios. Ademas sera posible comparar los genotipos



de E. histolytica en México con los encontrados en otros paises para estudiar
mas adelante la relacién filogenética entre las cepas nacionales y regionales a

nivel mundial, asi como su relacién evolutiva.

En el presente trabajo se llevé a cabo la genotipificacion de cepas de E.
histolytica obtenidas a partir de material de abscesos hepaticos amibianos
(AHA). Los abscesos fueron tomados mediante puncion guiada por
ultrasonografia de pacientes que ingresaron primeramente a los servicios de
urgencias del Hospital General de México (HGM), General del Estado de
Sonora (HGE) e Infantil del Estado de Sonora (HIES). De los abscesos se
extrajo el ADN para obtener y analizar las secuencias polimorficas intergénicas
asociadas a los genes de tRNA. Ademas, con las secuencias nucleotidicas
obtenidas de los productos de PCR, se realiz6 un andlisis comparativo con las
secuencias correspondientes reportadas en las diferentes bases de datos
biotecnolégicas encontradas en diferentes regiones geograficas fuera del

territorio nacional.



ANTECEDENTES

Aspectos Historicos de la Amibiasis

En México, los primeros relatos sobre la amibiasis se remontan hacia
1611, cuando Fray Garcia Guerra, Arzobispo y Virrey de la Nueva Espafa,
fallecié al poco tiempo de su arribo a México debido a las complicaciones en el
cuadro caracterizado por fiebre y dolor en la zona hepatica, muy probablemente
debido a la formacién de AHA (Pinilla y cols., 2008).

En 1875, se llevo a cabo uno de los acontecimientos mas importantes en
la historia de la amibiasis, cuando el médico ruso Fedor Aleksandrovich Ldsch
descubrié y publico la presencia de un protozoo que emitia pseudopodos en la
materia fecal de un joven paciente agricultor de San Petersburgo en Rusia, el
cual presentaba un cuadro de disenteria crénica. Al analizar sistematicamente
la evolucién del paciente, que presentaba dicho cuadro disentérico, encontré
una gran cantidad de amibas en las heces y realizd una descripcidon
microscépica de este microorganismo, al cual consider6 como causante de la
enfermedad, llamandole en primera instancia Amiba coli (Fotedar y cols., 2007;
Krestchmer, 1994; Tanyuksel y Petri Jr., 2003). Los términos de “disenteria
amibiana” y de “absceso hepatico amibiano”, se dieron a raiz de una serie de
estudios en diversos casos donde se encontraba involucrado este protozoario

descrito por Lésch (Krestchmer, 1994; Pinilla y cols., 2008).

A través del tiempo este pardsito recibidé diversos nombres, en base a
sus caracteristicas morfologicas y fisioldgicas, siendo el término mas adecuado
el que propuso el zodlogo Aleméan Fritz Schaudinn. Este investigador decidio

llamar a la amiba Entamoeba histolytica debido a su capacidad de producir lisis



tisular. En 1925 el parasitdlogo francés Emilie Brumpt, basado en evidencias
clinicas y epidemioldgicas, sefialé existencia de dos tipos de amibas debido a
que la infeccion podia cursar de manera asintomatica en algunas personas y en
otras el paciente cursaba con signos y sintomas caracteristicos de la
enfermedad, como podria ser la amibiasis intestinal y extraintestinal. Sin
embargo tal hecho fue rechazado por la comunidad cientifica de esa época. El
ciclo de vida de E. histolytica fue descrito por 1928 por el zodlogo inglés Clifford
Dobell. En los comienzos de los afos setentas se empezaron a acumular datos
gue apoyaban la hipétesis de Brumpt, pero no fue hasta que Clark y Diamond
en 1993, se percataron que las amibas aisladas de las personas enfermas se
diferenciaban de las de individuos sanos por su capacidad de aglutinacién con
ciertas lectinas por sus patrones isoenzimaticos, diferencias antigénicas y
diferencias en el ADN, todo esto en base a evidencia bioquimica, inmunolégica
y genética. Este hecho permitié que la comunidad cientifica adoptara a E. dispar
como una especie distinta, pero morfolégicamente idéntica a E. histolytica, lo
cual fue aceptado por la OMS en 1997 (Ayeh-Kumi y cols., 2001; Ximénez y
cols., 2007; Pinilla y cols., 2008).

Entamoeba histolytica

La infeccién por E. histolytica comienza con la ingestibn de quistes
tetranucleados contenidos en bebidas, alimentos o cualquier fomite que pudiera
estar contaminado por materia fecal humana; siendo la via fecal-oral la mas
importante. Dobell describi6 el ciclo de vida (Figura 1) en base a cuatro formas
sucesivas: el trofozoito el cual es la forma vegetativa del parasito, el prequiste
en el que se observa un solo ndcleo e inicia la sintesis de la pared, el quiste
maduro que es la etapa infectiva y la amiba metaquistica que da origen a los

nuevos trofozoitos. Los trofozoitos se multiplican en la luz intestinal por division



Figura 1. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica (Gomez y cols., 2007).



binaria y cuando las condiciones de pH y humedad en el intestino grueso no
son las Optimas para los trofozoitos, éstos inician su proceso de
enquistamiento, excretandose en las heces quistes tetranucleados. De cada
guiste maduro se producen cuatro trofozoitos uninucleados. En el curso de la
infeccion, si el transito intestinal es rapido (diarrea) la etapa predominante del
parasito sera el trofozoito, y si el transito intestinal es lento o normal la etapa
predominante sera la de quiste (Lohia, 2003; Becerril y Romero, 2004; Stanley,
2003; Tanyuksel y Petri, 2003).

El trofozoito generalmente se encuentra adherido a la mucosa intestinal
del colon mediante la accion de ciertas adhesinas (lectinas especificas a
galactosa y a N-acetilgalactosamina), las cuales le confieren la capacidad de
adherirse a dicha mucosa. Para que el trofozoito pueda subsistir, tiene que
contar con un ambiente favorable, como pH aproximado a 7, temperatura de
37°C, suficiente hidratacién del medio y nutrientes necesarios, ya que tanto su
forma como su movimiento son susceptibles a cualquier cambio fisicoquimico
en el ambiente en el que subsiste. Pueden ingerir glébulos rojos, leucocitos y
algunas bacterias. No posee mitocondrias clasicas, ni reticulo endoplasmico

rugoso, o aparato de golgi (Becerril y Romero, 2004).

El diametro del trofozoito es variable, fluctua entre 10 y 60 ym de
diametro, segun el grado de actividad (Figura 2). La locomocién del trofozoito
activo es bastante notable y es debido a que en su ectoplasma se encuentran
proteinas de actina y miosina, que le confieren la movilidad. Estos movimientos
pueden ser continuos o intermitentes, en ocasiones erratico y rara vez en linea

recta (Becerril y Romero, 2004).



Figura 2. Trofozoito de Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar.
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Los trofozoitos pueden ser observados mediante la utilizacion del
microscopio optico en muestras disentéricas recién evacuadas, ya que estos no
suelen sobrevivir por mucho tiempo en el medio ambiente. También pueden ser
observados en muestras de tejidos que normalmente invade, como lo es el
higado, mediante preparaciones directas o en cortes histologicos (Chester y
cols., 2003; Becerril y Romero, 2004; Fotedar y cols., 2007; Tanyuksel y Petri,
2003; Stanley, 2003; Lohia, 2003).

Los quistes pueden ser encontrados en las heces soélidas. El quiste es el
estadio de E. histolytica que representa la fase de resistencia o infectiva de este
protozoario, el cual no tiene movilidad. El diametro de los quistes oscila entre 10
y 20 um, suelen ser esféricos (Figura 3).

La superficie del quiste esta constituida por un polisacarido denominado
quitina. En este estadio su metabolismo se mantiene debido a que los
carbohidratos con los que subsiste los almacena en forma de glucégeno “barras
cromatoidales” (Chester y cols., 2003; Becerril y Romero, 2004). Los quistes
permanecen viables en agua dulce, agua de mar, tierra, alimentos o cualquier
fémite hasta por ocho dias a una temperatura que oscila entre los 24 y 34°C y
durante mas de un mes a 10°C (Ximénez y cols., 2007).

Epidemiologia de la Amibiasis

Los individuos infectados por E. histolytica cursan de manera
asintomatica en el 90% de los casos y de éstos solo el 1% desarrolla un
proceso invasivo extraintestinal, siendo su forma clinica mas representativa el
absceso hepatico amibiano. La amibiasis es una de las infecciones parasitarias

con una distribucién cosmopolita presente en zonas tropicales y en regiones en
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Figura 3. Quiste maduro de Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar.

www.telmeds.org/AVIM/Apara/amebas/Entamoebal/images_Ehistolytica/ent-hist-darb.jpg
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vias de desarrollo como América Latina, Africa y Asia. A esta infeccion
parasitaria se le considera la cuarta causa de mortalidad a nivel mundial por
infeccidn parasitaria después de la malaria, tripanosomiasis y leishmaniasis, asi
como la tercera causa de morbilidad después de la malaria y tricomoniasis
(Petri y cols., 2000). Los principales factores de riesgo para contraer esta
infeccion varian de acuerdo a la zona geogréfica que se trate. Por ejemplo, en
paises desarrollados esta infeccion se limita en gran medida a determinados
grupos de la poblacién, como lo son los inmigrantes que provienen de paises en
vias de desarrollo, haber viajado a zonas endémicas. También, pacientes
infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana, ser residente de una
institucion psiquiatrica o ser un hombre que tiene sexo con hombres. En paises
en vias de desarrollo la infeccidén es atribuida a diversos factores como lo son
los habitos culturales, la edad, el hacinamiento, el estatus socioecondmico, los
niveles de sanidad, asi como las inadecuadas practicas higiénicas de la
poblacion (Ximénez y cols., 2007; Gémez y cols., 2007; Ali y cols., 2008a).

E. histolytica infecta al 10% de la poblacién mundial y se estima que son
50 millones de personas que desarrollan amibiasis invasiva, lo que resulta entre
40,000 y 100,000 muertes debido a alguna complicacién en la enfermedad
invasiva de esta infeccion. Sin embargo, el valor de la prevalencia en la
amibiasis es una sobrestimacion que data previa a la redescripcion de la
amibiasis separandola en dos especies diferentes en base a sus caracteristicas
genéticas, pero morfolégicamente idénticas (E. histolytica/E. dispar). Por este
hecho, la comunidad cientifica trabaja hoy en dia en la reevaluacién de la
epidemiologia de la amibiasis, primeramente en las zonas endémicas para
posteriormente generalizarlo a la poblacién mundial (Ximénez y cols., 2009; Ali
y cols., 2008a; Chacin, 2010).
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En México como en otros paises en vias de desarrollo, la amibiasis se
encuentra dentro de las 20 principales causas de enfermedad en la poblacion.
Durante 1995 al 2006 se estimd una tasa de morbilidad de amibiasis intestinal
entre 1,000 y 5,000 casos por cada 100,000 habitantes, siendo los menores de
15 afios la poblacion mas afectada, principalmente los nifios menores de 5 afios
(Ximénez y cols., 2009). Un estudio seroepidemioldgico reportd que 8.41% de la
poblacion tiene anticuerpos antiamibanos, lo cual demuestra la elevada
frecuencia de infeccion por este protozoario (Caballero y cols., 1994). En otro
estudio realizado en el 2005, se determind que la frecuencia de infeccion por E.
histolytica es de 13.8% y de E. dispar 9.6%. Dicho estudio se llevé a cabo en 2
comunidades rurales del estado de Morelos, México (Ramos y cols., 2005;
Valenzuela y cols., 2007). A pesar de que se cuentan con estos estudios en
este pais, no es suficiente para poderlo generalizar a toda la poblacién
mexicana y asi tener un mejor entendimiento de la epidemiologia de la

amibiasis en México.

Epidemiologia Molecular de Entamoeba histolytica

Los primeros estudios moleculares como herramienta para diferenciar los
genotipos de la amiba aislados de diferentes regiones geogréficas, se basaban
en la amplificacion de genes o fragmentos de éstos y la diferenciacion se hacia
en base al tamafio del amplicén. Sin embargo, después de secuenciar los
productos de PCR se determind que éstos, aun siendo del mismo tamafio no
siempre correspondian a una misma secuencia (Ayeh-Kumi y cols., 2001;
Simonishvili y cols., 2005). El andlisis de las secuencias de algunos genes ha
permitido identificar regiones altamente polimoérficas, siendo éstos los
mayormente utilizados en la actualidad como marcadores moleculares para la

genotipificacion de E. histolytica (Tabla 1). Con esto, se ha logrado caracterizar
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Tabla 1. Marcadores moleculares utilizados para el analisis de polimorfismo de

E. histolytica.

Marcador molecular No. de genotipos Genotipos Referencia
Quitinasa 7 A<GH  Valensudia ot &l 2000
SRPEH 37 1-18;A-S Haghighi, et al, 2003
DA-H 13 A-M Haghighi, et al, 2003
NK2-H 18 INK - 18NK Tawari, et al, 2008
S'9%D-H 17 1SD - 17SD Tawari, et al, 2008
SQ-H 5 J1SQ-J4SQ); 4SQ Haghighi, et al, 2010
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especificamente la cepa predominante en diversas zonas geograficas. Lo
anterior podria llevarnos a reconsiderar las caracteristicas ecoldgicas del
parasito en la naturaleza, las fuentes de transmision de la infeccion y la
distribucién geografica. Ademas de la movilidad de cepas con importancia
epidemiologica en miembros de una comunidad, entre diferentes grupos de
individuos provenientes de diversas comunidades de un pais o de diferentes

paises o continentes.

Los estudios referentes a la variacion intraespecie empleando a la
guitinasa como marcador molecular para E. histolytica a partir de muestras de
pacientes con AHA que se han realizado en diferentes areas geogréficas, son
los publicados por Haghighi y su grupo en Japon. Ellos analizaron muestras de
8 pacientes de diversas comunidades de Japdén, Bangladesh y Tailandia, las
cuales se recolectaron desde 1985 al 2006. En base a la secuencias obtenidas
después de amplificar la regibn aminoterminal correspondiente en el gen que
codifica para quitinasa se logr6 identificar que 4 muestras compartian el
genotipo D, 2 el B, 1 el D y una el genotipo E (Haghighi y cols., 2002; Haghighi
y cols., 2003). Valenzuela y cols. (2009) identificaron en un paciente con
AHA, residente de Hermosillo, Sonora, la coifeccion por 2 genotipos diferentes
de Entamoeba histolytica, encontrandose en el l6bulo izquierdo un nuevo
genotipo denominado H y en el derecho el genotipo D.

El gen de la quitinasa solo es expresado en el proceso de enquistamiento
de ambas especies de Entamoeba, el cual posee regiones altamente
polimorficas. El andlisis de este gen tiene la ventaja de que usualmente el
producto de PCR es una sola banda en la electroforesis, en comparacion con el
gen de la proteina rica en serina (SREHP, por sus siglas en inglés), que debido
a su variacion alélica en los productos de PCR se pueden encontrar multiples

15



bandas, haciendo algo dificil el analisis de secuencia (De la Vega y cols., 1997;
Gosh y cols., 2000).

El gen de la proteina rica en serina de E. histolytica ha sido ampliamente
investigado en este tipo de estudios, el producto de este gen actia como un
antigeno de superficie de la amiba y en el analisis de polimorfismo de este gen
se han encontrado una gran cantidad de variantes genotipicas (Tabla 1) en los
diversos estudios llevados a cabo en Japon, Tailandia, Bangladesh y Sudafrica.
En algunos estudios epidemiolégicos donde se emple6 a este gen como
marcador intraespecie de E. histolytica, la genotipificacion era llevada a cabo
mediante el andlisis del tamafio de los productos de PCR de las muestras
amplificadas, donde se detectaba la diversidad de cepas de la amiba. Dichos
productos muestran una limitada diversidad en tamafio pero una amplia
diversidad en secuencia (Ayeh-Kumi y cols., 2001; Haghighi y cols., 2002;
Haghighi y cols., 2003; Simonishvili y cols., 2005; Samie y cols., 2008).

Son pocos los genes que no codifican para proteinas y se han utilizado
para analizar la variacion intra e interespecie. El acido ribonucléico ribosomal
(ARNr) esta presente en los sitios altamente repetitivos del ADN circular
extracromosomal, de un tamafio de 25 Kb y 200 copias por genoma. El gen
especifico de especie (SSG) ha sido descrito en la region rio arriba del ADN
ribosomal (ADNr). EI SSG contiene repeticiones en tandem y los productos de
PCR muestran variacion en el numero de repeticiones entre diferentes cepas de
E. histolytica (Clark y Diamond, 1993). En algunas cepas de E. histolytica esta
region del ADN circular no se ha detectado y en E. dispar no existe (Zaki y
Clark, 2001).

Posterior a la secuenciacion del genoma de E. histolytica, uno de los

descubrimientos mas impactantes fue la abundancia y organizacion de los

16



genes para tRNA, los cuales constituyen mas del 10% del genoma de la amiba
y casi todos se encuentran organizados en tandem con regiones intergénicas
ricas en adenina y timina. Las regiones intergénicas de estos genes contienen
estructuras complejas compuestas de pequefias secuencias repetidas en
tandem (STR, Short Tandem Repeats, por sus siglas en inglés) que varian en
tamano (7-12 pb, aunque algunos pocos son de mayor tamafio 44 pb).
Actualmente se esta investigando la organizacién de estos genes en diversos

aislados de E. histolytica (Tawari y cols., 2008).

En un estudio donde se utilizaron varios marcadores moleculares para
genes de tRNA en muestras recolectadas de pacientes asintomaticos
infectados con E. histolytica, diarrea/disenteria y AHA, se revel6 que los
genotipos que predominan en estos 3 grupos de pacientes, fueron
significativamente diferentes uno del otro. Sugiriendo que el genotipo del
parasito es determinante en el desarrollo de la infeccion en el humano (Ali y
cols., 2007; Ali y cols., 2008a).

Los resultados que obtuvieron un grupo de investigadores en un estudio
llevado a cabo en Japén con muestras de AHA en base al analisis de
polimorfismo mediante secuenciacion del Locus 1-2 o también llamado DA
actualmente, fueron los siguientes: 11 para el genotipo B, 9 para genotipo E, 4
para el D y 1 tanto para el G como para el L (Haghighi y cols., 2002; Haghighi y
cols., 2003; Escueta y cols., 2010). En Bangladesh, en el afio 2008, se
analizaron 4 pacientes con AHA, logrando genotipificar en base al Locus 1-2 a
la cepa de Eh tanto en heces como en el aspirado de AHA. Los resultados
fueron los siguientes: en un paciente se logré identificar la misma cepa en
heces como en el aspirado (genotipo D). En los otros 3 pacientes se
identificaron diferentes genotipos en heces (11DA) y en el aspirado (AHA: 2 del
D y uno 14 DA). En este mismo trabajo se procesaron 2 muestras de paises no
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endémicos, como Italia y EUA, en donde se logro identificar la misma cepa en

heces como en el aspirado, genotipo B y D respectivamente (Ali y cols., 2008b).

En estudios referentes al analisis de polimorfismo basado en
secuenciacion de loci como NK2-H, S'9D-H y SQ-H de E. histolytica, se han
encontrado 18, 17 y 4 genotipos de E. histolytica respectivamente, los cuales se
comparten entre diversas zonas geograficas y las diferentes formas clinicas de
la infeccibn amibiana. Hasta la fecha se tiene registro de que solamente en
Japon se han reportado 4 genotipos exclusivos para NK2-H y SQ-H, y
solamente uno para el Locus DA-H. La diversidad en estos loci entre diferentes
cepas de E. histolytica se debe principalmente a la variacion en el nimero de
STR (Zaki y cols., 2001).

Es importante mencionar que para realizar los estudios a nivel molecular,
el ADN se extraia inicialmente del cultivo axénico de la muestra del aspirado de
AHA, lo que implicaba una demora en el procesamiento de la muestra. Sin
embargo, la mayoria de las muestras analizadas en este estudio parten ya de la
obtencion del ADN directamente del aspirado del absceso hepético amibiano y
de las heces fecales (Zaki y cols., 2003).
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MATERIALES Y METODOS

Disefio del Estudio

El disefio del presente trabajo consistio en un estudio transversal
descriptivo, en el cual se analizaron los genotipos de cepas de amibas
provenientes de muestras del drenado de absceso hepéatico amibiano de
pacientes que ingresaron al Hospital General del Estado de Sonora, Hospital
Infantil del Estado de Sonora y Hospital General de México, todos ellos
dependientes de la Secretaria de Salud, con sintomas caracteristicos al
absceso hepatico amibiano. A los pacientes se les realizd una entrevista, en la
cual, se les explico el propdsito del estudio con la finalidad de obtener su
participacion, para lo cual las personas que aceptaron firmaron una carta de
consentimiento informado. La puncion del AHA estuvo sujeta al criterio de los
médicos encargados de este grupo de pacientes, siendo el personal de cirugia
el encargado de realizar dicha puncion. El protocolo de investigacion fue
previamente aprobado por los comités de ética de los hospitales participantes.
El muestreo en el presente trabajo, fue no probabilistico por conveniencia.

Criterios de Inclusiéon

Los pacientes con absceso hepatico amibiano (AHA) fueron captados en
base a los siguientes criterios de inclusion: individuos adultos o infantes con
diagnéstico clinico de absceso hepético amibiano confirmado por sonografia o
tomografia abdominal coincidente con la presencia de niveles altos de
anticuerpos seéricos anti-amibianos detectados por la técnica de ELISA [DO =
0.520 (Moran y cols., 2007)].
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Criterios de Exclusion

Los criterios de exclusion para pacientes con AHA fueron: pacientes con
absceso hepético piégeno, cancer hepatico primario o0 metastatico y
particularmente aquellos pacientes cuyo ELISA para deteccion de anticuerpos
anti-amibianos mostré niveles de anticuerpos por debajo de la linea de corte
(DO =< 0.520) validada en poblacion mexicana (Moran y cols., 2007).
Aproximadamente entre el 5 a 10 % de los pacientes con absceso hepatico
amibiano suelen estar parasitados a nivel intestinal sin que por ello tengan
sintomas intestinales, es por esto que ademas de los analisis antes
mencionados se les tomaron muestras de heces y se procesaron como queda

sefialado en los apartados siguientes.

Prueba de ELISA para la Deteccién de Anticuerpos IgG

La técnica de ELISA fue utilizada para la deteccién de los anticuerpos
anti-E. histolytica en las muestras de pacientes con la sintomatologia

caracteristica de un absceso hepatico amibiano.

Se utilizaron placas de ELISA (Costar, Cambridge, MA) adheridas con
extracto crudo (proteinas de membrana) de trofozoitos de E. histolytica
HM1:IMSS (100 ng en 50 pyL de amortiguador de carbonatos 0.01 M, pH 9.6).
Estas placas se dejaron secar a temperatura ambiente hasta su uso para la
deteccion de anticuerpos.

Al momento en el que se realizé la deteccidén de anticuerpos, las placas
fueron hidratadas durante 3 minutos con una solucion amortiguadora salino-
fosfato (PBS) 0.02 M pH 7.2 que contiene 0.5 % de Tween 20 (Tw) (Sigma
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Chemical Co., St. Louis, Mo.) y 0.5% de albumina sérica bovina (PBS-BSA-Tw).
Posteriormente, los pozos fueron bloqueados con la solucion de PBS vy
albamina sérica bovina al 3% durante una hora a 4°C. Una vez bloqueados los
pozos se lavaron en una ocasién con la solucibn PBS-BSA-Tw y en dos
ocasiones posteriores con la solucion PBS-Tw, para incubar a temperatura
ambiente las placas con 50 yL de una dilucién 1:1000 de la muestra por 30
minutos y en agitacion lenta. A continuacion las placas se lavaron como se
menciona anteriormente. Para la deteccion de la reaccién antigeno-anticuerpo,
se anadieron 50 uL por pozo de anti-lgG humana conjugada con peroxidasa en
una dilucién 1:5000 en solucién con PBS-BSA-Tw y se dejo incubar 30 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron los pozos como se cita
previamente y se afiadieron 50 pyL de la solucion de substrato [10 mL de
amortiguador de citratos 0.1 M pH 4.5, 10 mg de o-fenildiamina (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo.) y 4 uL de H,0]. Dicha solucién se dejo correr por
aproximadamente un minuto y medio. Pasado este tiempo la reaccion se detuvo
con 200 pL de una soluciéon 1M de H,SO,4, en donde este volumen fue afladido
a cada pozo. La reacciéon fue leida a 490 nm en un lector de micro-ELISA
(Moran y cols., 2007).

Extraccion de ADN de Muestras de Absceso Hepéatico Amibiano

Para la extraccion del ADN partiendo directamente de la muestra de
AHA, primeramente se tomaron 200 yL de la muestra para posteriormente
mezclarla con 500 yL de sulfato de magnesio al 0.5% (p/v). Esto, con la
finalidad de disgregar la alicuota de AHA, debido a la caracteristica mucosa de
estas muestras. Una vez realizado esto, la extraccion de ADN se llevo a cabo
siguiendo el protocolo del Kit de extraccion de ADN de tejido de la casa
comercial QIAGEN. Se colocaron 20 uL de proteinasa K (Qiagen Inc, Valencia
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CA) en un tubo eppendorf de 2 mL, para posteriormente agregar 200 uL de la
suspension de la muestra, mas 200 pL del amortiguador de lisis AL (Qiagen Inc,
Valencia CA) y se mezcld en vortex por aproximadamente 15 segundos. Este
tubo se incubd a 56°C por 15 minutos y posterior a la incubacion se centrifugo
brevemente para remover parte de la suspension del interior de la tapadera del
tubo. Al mismo tubo se le agregaron 200 uyL etanol absoluto grado biologia
molecular (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.), se mezcl6 en vértex y se
centrifug6 15 segundos. Toda esta mezcla se transfirio a una columna QlAamp
spin (Qiagen Inc, Valencia CA), la cual se centrifugd por 1 minuto a 6000 g. Se
le cambié de tubo colector a la columna QlAamp spin y se le adicionaron 500
uL del amortiguador AW1, a continuacion se centrifugd 1 minuto a 16000 g. Se
cambio la columna a otro tubo de coleccion y se adicionaron a la columna 500
uL de amortiguador AW2, y se centrifugd 3 minutos por 16,000 g. Se cambié la
columna a un tubo eppendorf de 1.5 mL, se le agregaron 200 uL de
amortiguador AE, se incub6 1 min a temperatura ambiente, se centrifugd 1 min

por 16,000 g, se elimind la columna y se guard6 el ADN filtrado a -20°C.

Amplificacién por PCR

Con el ADN extraido directamente de las muestras de absceso hepéatico
amibiano se amplificaron por el método de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés, Polimerase Chain Reaction),
utilizando una serie de iniciadores especie-especificos para la region
intergénica de E. histolytica. Esto con la finalidad de identificar y caracterizar la

amiba presente en las muestras de AHA.

Los iniciadores DA-H5/H3 amplifican un segmento del ADN del Locus DA
de 340 pares de bases (pb) pb en E. histolytica (HM1:IMSS) (Zaki y cols.,
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2002). En este caso las condiciones de reaccion para cada muestra fueron las
siguientes: 12.1 yL de agua estéril, 2 yL del amortiguador 10X [200 mM Tris-
HCIl (pH 8.4), 500 mM KCI], 1 yL de MgCl, 50 mM, 1.6 pL de mezcla de
nucleétidos 2.5 mM, 0.1 puL de Taq polimerasa 5 U/ pyL (Platinum® Tagq DNA
Polymerase, Invitrogen), 1 pL de iniciador 200 nM para DA-H5/H3. Esta
amplificacion se llevo a cabo en un termociclador Bio-Rad (MyCycler™ Thermal
Cycler System, No. 170-9711), cuyas condiciones consistieron en 35 ciclos de
0.5 min a 94°C, 0.5 min a 55°C y 0.5 min a 72°C.

Los iniciadores S'9D-H5/H3, SQ 5/H3 y NK2-H5/H3 (Tabla 2) amplifican
un segmento del tRNA de 220, 360 y 450 pb, respectivamente, en E. histolytica
(HM21:IMSS) (Ali y cols., 2005). Con estos iniciadores, las condiciones de
reaccion fueron las mismas que las utilizadas con los iniciadores de DA-H5/H3,
excepto el volumen de agua estéril que fue de 12.6 uL y las temperaturas de
alineamiento que fueron de 58, 55 y 59°C, respectivamente. En todas las
amplificaciones, los 35 ciclos siempre fueron precedidos por un ciclo de 5 min a
94°C vy al finalizar los 35 ciclos se dio otro ciclo de 8 min a 72°C.

Electroforesis

Una vez que se extrajo el ADN de las muestras de AHA, se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 1% para verificar su integridad y cerciorarse
gue se obtuvo ADN Optimo para su amplificacién. Por otro lado, los productos
de PCR amplificados haciendo uso de los iniciadores que se mencionaron
anteriormente en la tabla 2, se verificaron por medio de una electroforesis en
gel de agarosa al 2% en presencia de bromuro de etidio, con la finalidad de
visualizar las bandas con las dimensiones caracteristicas de dichos productos y
fotografiar el gel para su posterior andlisis.
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Tabla 2. Iniciadores empleados en PCR.

.. . e Temperatura de
Iniciador  Secuencia (5'-3") alineamiento (°C)
DA-H5 GAGTTCTCTTTTTATACTTTTATATGTT 50
DA-H3 ATTAACAATAAAGAGGGAGGT
NK2-H5 GAAGCGTCTTTTTTACTATTAGTG 59
NK2-H3 GGCGTATTTTTAGAATAGGATAAG
S'9*D-H5 AAATCCTGCCACTGTCGTAA 58
S'9%D-H3 AATCCCCGTTGAAGAGTTCT
SQ-H5 GTGGTCTAAGGCGTGTGACT 55
SQ-H3 GTGGGACCACTTTTTATACCTA

24



Secuenciacion

Posterior al andlisis de la electroforesis, el ADN obtenido de la
amplificacion se purificod siguiendo el protocolo de illustra GFX PCR DNA & Gel
Band Purification Kit (GE Healthcare Life Sciences), para posteriormente llevar
a cabo la secuenciacion, la cual se realizé de acuerdo con el método de Sanger
en el Laboratorio de Genética de la Universidad de Arizona (Genomic Analysis
and Technology Core; GATC).

Analisis de Secuencias

Las secuencias nucleotidicas fueron analizadas primeramente en el
programa Chromas Lite versién 2.1, en donde posteriormente, por medio del
programa de computadora Blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), se
procedio a realizar la comparacion de secuencias nucleotidicas obtenidas de los
amplificados de los segmentos intergénicos del tRNA de E. histolytica con las
secuencias ya reportadas en GenBank. Los alineamientos de dichas
secuencias fueron realizados en un programa de computadora denominado
ClustalW, la cual es una herramienta bioinformatica empleada en el

alineamiento multiple de secuencias.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se identificaron los genotipos de E. histolytica en nueve
pacientes con diagnéstico de AHA [cinco de Sonora y cuatro del Distrito Federal
(DF)] (Tabla 3). En estos pacientes se logro aislar al ADN del parasito
directamente del drenado hepético y en uno de ellos directamente de sus
heces. Cabe destacar que en ciertos casos como el de los aislados:
LCG/SON/AHA, DRB/DF/AHA, EBA/DF/AHA y JMG/DF/AHA (Tabla 4), se
obtuvieron varias muestras de drenado de AHA en eventos independientes
durante la evolucion del padecimiento, manejando un total de diecinueve
aislados de AHA y uno proveniente de heces. De los pacientes analizados,
ocho pertenecen al sexo masculino y uno al sexo femenino. El drenado
hepético no estd indicado en todos los casos de AHA, solamente se practica
con fines terapéuticos, lo cual limita la posibilidad de obtener un mayor niamero

de muestras para analizar.

Es importante mencionar que a las instituciones participantes se les
proporciond apoyo en el diagnostico etioldgico en los pacientes con AHA, tanto
a nivel inmunoldgico, como molecular. Se les facilitd la determinacion de
anticuerpos seéricos anti-amibianos (ELISA), deteccion de antigeno de E.
histolytica en heces (ELISA Tech-Lab IlI). Ademas de la amplificacion vy
secuenciacion de genes de E. histolytica directamente del aspirado del AHA y/o
de muestras de heces (PCR).

En el caso del paciente LCG/SON/AHA se encontraron dos abscesos
mediante tomografia, uno en cada Iébulo hepatico. Se obtuvieron las muestras
de drenado de ambos abscesos de manera independiente y fueron codificadas
como LCG/SON/DER y LCG/SON/IZQ. De los aislados DRB/DF/AHA 'y
JMG/DF/AHA, se obtuvieron porciones de drenado tanto de la pared como de la
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Tabla 3. Informacion general de las muestras analizadas.

No Aislado Inform_acién Sexo ARSI Origen

. il Localidad Fecha sleiatel
1 KAHA/SON/AHA  Adulto con AHA M Sonora 2007 Absceso
2 LCG/SON/AHA" Adulto con AHA M Sonora 2007 Absceso
3 CRC/SON/AHA Adulto con AHA M Sonora 2010 Absceso
4 JML/SON/AHA?  Infante conAHA M Sonora 2009 Cbﬁgfiﬁ
5 LHBF/SON/AHA  Adulto con AHA M Sonora 2010 Absceso
6 DRB/DF/AHA" Adulto con AHA M D.F 2010 Absceso
7 EBA/DF/AHA" Adulto con AHA F D.F 2010 Absceso
8 HMS/DF/AHA Adulto con AHA M D.F 2010 Absceso
9 JMG/DF/AHA Infante con AHA M D.F 2010 Absceso

! Se obtuvieron muestras independientes de este paciente.
% Se obtuvo muestra de AHA y de heces de este paciente.
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Tabla 4. Genotipos obtenidos de los diversos aislados analizados.

Genotipos

No. Aislado Semaitiog
DA sQ s9%p Nk2  9lobal
1 KAHA/SON/AHA 6DA  7SQ  15SD - El
2 LCG/SON/AHADER  6DA  7SQ  15SD - El
3 LCG/SON/AHAIZQ ~ 6DA  7SQ  15SD - El
4 CRC/SON/AHA 6DA  7SQ  18SD - E2
5 JML/SON/AHA 5DA  7SQ - 17NK E3
6 JML/SON/Hec 5DA  7SQ  16SD - E3
7 LHBF/SON/AHA 6DA  8SQ  16SD  17NK E4
8 DRB/DF/AHA 11DA  7SQ  19SD - E5
9 DRB/DF/ParAHA  11DA  7SQ  16SD - E6
10 EBA/DF/AHAL 6DA  7SQ - - E1/2
11 EBA/DF/AHA2M1 6DA  7SQ - - E1/2
12 EBA/DF/AHA2M2 6DA  7SQ - - E1/2
13 EBA/DF/AHA2M3 6DA  7SQ - - E1/2
14 EBA/DF/AHA3M1 6DA  7SQ - - E1/2
15 EBA/DF/AHA3M2 6DA  7SQ - - E1/2
16 HMS/DF/AHA 6DA  7SQ  16SD - E7
17 JMG/DF/AHAL 6DA  7SQ  16SD  17NK ES
18 JMG/DF/ParAHAL ~ 6DA  7SQ  18SD  17NK E2
19 JIMG/DF/AHA2 6DA  7SQ - - ES
20 JMG/DF/ParAHA2 ~ 6DA  7SQ  18SD  17NK E2
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parte intermedia del absceso, para posteriormente haber sido procesadas como
muestras independientes. Teniendo como finalidad dicho procedimiento, el
descartar la presencia de diferentes cepas de E. histolytica en el absceso
hepéatico. Los aislados fueron codificados como DRB/DF/AHA 'y
DRB/DF/ParAHA, en donde el primero se refiere al aislado que se obtuvo de la
parte intermedia del absceso y el segundo de la pared del mismo. De igual
manera fueron codificadas las muestras de los aislados JMG/DF/AHA vy
JMG/DF/ParAHA. En los casos de los aislados EBA/DF/AHA y JMG/DF/AHA se
trata de dos pacientes que desarrollaron multiples abscesos, de los cuales
solamente se puncionoé el que tenia un volumen susceptible a sufrir una ruptura
intraperitoneal o que pudiera ocasionar un derrame a pleura. Estos pacientes
fueron drenados cuatro veces en el primer caso (el cuarto drenado no fue

incluido en este trabajo) y dos veces en el segundo (Tabla 3).

Utilizando los iniciadores de los genes para tRNA de E. histolytica (Locus
DA, NK2, S¥D y SQ), se amplificaron los veinte diferentes aislados y después
de analizar la secuencia se determind los genotipos de E. histolytica

identificados en las veinte muestras de los pacientes con AHA.

Patrones o Genotipos del Locus DA

En la figura 4, del presente trabajo, se muestran los amplicones
obtenidos para esta region, los cuales presentan un tamafio de
aproximadamente 340 pb. Al observar la fotografia de la electroforesis parece
gue no presentan polimorfismo en tamafio; sin embargo, después de analizar la
secuencia, identificamos 3 genotipos diferentes tanto en tamafio como en
secuencia (Figura 5). Lo cual se aprecia mejor en la representacion

esquematica de los STR del Locus DA (Figura 6), en la cual se muestra que
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los amplificados

correspondientes al Locus DA. Carriles 1-16, amplicones de las muestras

obtenidas de pacientes con AHA; carril 17, control H,O; carril 18, control E.

dispar; carril 19, control E. histolytica; carril 20, marcador de pares de bases

(PCR Markers, Promega).
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Alineamiento multiple de las secuencias

nucleotidicas

correspondientes a la region intergénica Locus DA de E. histolytica de los
aislados de AHA.

31



Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3
| A

f 1 \(_1_\

6DA HM1:IMSS

6DA= KISON/AHA
6DA= LCG/SON/AHADER
LCG/SON/AHAIZQ

6DA=

CRC/SON/AHA

JML/SON/AHA;
JML/SON/Hec

LHBF/SON/AHA

|DRB/DF/AHA;
|DRB/DF/ParAHA

EBA/DF/AHAT

[TT T —

HMS/DF/AHA

JMG/DF/AHAL

[ TTATATGT [] crrTATTAC
[ TTATATCC [ TTTTATTAC
[l TTATTTATT @ TTTTATTAT
[l CTTTATTAT | CTTTTTACTACT

Figura 6. Representacion esquematica de los STR’s del Locus DA de E.
histolytica, basada en la secuencia de nucledétidos de los aislados analizados en
este estudio. 1, se incluyen a todos los aislados de este paciente; %, se incluyen

todos los aislados de este paciente.
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esta region esta conformada por 3 bloques, los cuales estan compuestos por 8
diferentes STR’s de tamafio y secuencia variable. El bloque A, esta compuesto
de 5 a 7 copias de STR’s diferentes, el bloque B es el que presenta mas
variabilidad en cuanto a tamafo y secuencia, ya que este bloque puede estar
compuesto entre 6 y 14 STR’s. El bloque C, es el mas pequefio de los bloques
de esta regién, ya que puede estar constituido por una o dos copias idénticas
de un STR.

En 4 de los 5 pacientes de Sonora, se identific6 al genotipo 6DA y
solamente en un paciente al genotipo 5DA. Esto se correlaciona con los
resultados de las secuencias obtenidas para esta misma region de pacientes
con AHA del DF, en donde 3 de 4 pacientes presentaron el genotipo 6DA y
solamente uno el genotipo 11DA (Figuras 5 y 6). Como se puede observar,
estos resultados identifican al genotipo 6DA como el mas prevalente en los
pacientes con AHA, tanto en Sonora como en el DF (Tabla 4).

Del andlisis de polimorfismo de los STR’s para esta regidn, se pueden
destacar varios aspectos que se discutiran. Haghighi y cols. (2002) reporté 13
genotipos diferentes identificados en 34 aislados de pacientes con diversas
formas clinicas de amibiasis procedentes de Japo6n, los genotipos se
clasificaron en base a su tamafo y secuencia (Tabla 1). En los 4 pacientes con
AHA incluidos en ese estudio, se identificaron 3 genotipos diferentes (15DA,
5DA y 6DA). Es importante mencionar que de esos 4 aislados solamente en
uno de ellos se obtuvo el ADN directamente de la muestra del drenado hepético
(6DA) y los demas de cultivos xénicos. Escueta y cols. (2010) identificaron los
mismos genotipos reportados en nuestro trabajo en 7 pacientes con amibiasis
intestinal invasiva (All) e incluso 2 portadores asintomaticos en base a este
marcador molecular, por lo que los genotipos 5, 6 y 11 son compartidos para

manifestaciones clinicas diferentes.
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Patrones o Genotipos del Locus NK2

Analizando la electroforesis de los amplificados (500 pb) de esta region
intergénica de E. histolytica que se muestra en la figura 7, se puede destacar
que los amplicones no presentan polimorfismo en tamafio; ya que se
encuentran alineados en el gel de electroforesis. Para esta region se logro
obtener 5 secuencias de los 20 aislados de AHA, las cuales fueron alineadas
para poder realizar el andlisis de polimorfismo, pudiéndose de esta manera
determinar el genotipo al aislado correspondiente (Figura 8). Para facilitar la
busqueda del genotipo de los aislados, se realiz6 una representaciéon
esquematica de las secuencias obtenidas de los amplicones correspondientes
al Locus NK2 (Figura 9), resultando que el genotipo que corresponde a estos
aislados fue el 17NK (Tabla 4), que también ha sido relacionado con casos de
AHA; como por ejemplo, el caso reportado por Ali y cols. (2008b) de un paciente
de Estados Unidos de América en el que se encontré el mismo genotipo que
nosotros. Asi mismo, Ali reportd para un paciente de Bangladesh el genotipo
18NK y en un Italiano con AHA al genotipo 11NK. En otros reportes realizados
en Japon con el mismo marcador molecular, se han identificado en 20 aislados
de pacientes con AHA a los siguientes genotipos 7 del 10NK, 7 del genotipo
exclusivo para Japon J3NK, 4 del genotipo INK y uno del J4NK y solamente en
un paciente de los 20 analizados en Japon presentd el mismo genotipo

identificado en nuestros aislados uno del 17NK (Tawari y cols., 2008).

En lo referente a las caracteristicas de los STR’s para esta region
Intergénica, se pueden destacar varios aspectos. Esta region estd conformada
por dos bloques, y éstos a su vez estan codificados por 4 diferentes STR’s de 8
pares de bases cada uno. El bloque B puede presentarse en 3 formas
diferentes en cuanto a la distribucion de los STR’s de las dos que lo conforman
y el bloque A puede contener de 10 a 32 STR’s de variable distribucién
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los amplificados
correspondientes al Locus NK2. Carriles 1-14, amplicones de las muestras
obtenidas de pacientes con AHA; carril 15, control H,O; carril 16, control E.
dispar; carril 17, control E. histolytica; carril 18, marcador de pares de bases

(PCR Markers, Promega).
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ACTGTCTATTTCCTTATTATATGTACTTTATAGTCTTACCTATATGTATTCTTTATATGCTCTTCTTATA
ACTGTCTATTTCCTTATTATATGTACTTTATAGTCTTACCTATATGTATTCTTTATATGCTCTTCTTATA

CCTTTATATCCACTTATACACTTATCCACTTATACACTTATACACTTATCCACTTATCCACTTATACACTTATACACTTATACTCTTCCCCTTTTATA
CCTTTATATCCACTTATACACTTATCCACTTATACACTTATACACTTATCCACTTATCCACTTATACACTTATACACTTATACTCTTCCCCTTTTATA
CCTTTATATCCACTTATACACTTATCCACTTATACACTTATACACTTATCCACTTATCCACTTATACACTTATACACTTATACTCTTCCCCTTTTATA
CCTTTATATCCACTTATACACTTATCCACTTATACACTTATACACTTATCCACTTATCCACTTATACACTTATACACTTATACTCTTCCCCTTTTATA
CCTTTATATCCACTTATACACTTATCCACTTATACACTTATACACTTATCCACTTATCCACTTATACACTTATACACTTATACTCTTCCCCTTTTATA
CCTTTATATCCACTTATACACTTATCCACTTATACACTTATACACTTATCCACTTATCCACTTATACACTTATACACTTATACTCTTCCCCTTTTATA

Alineamiento mdltiple de las secuencias nucleotidicas

correspondientes a la region intergénica Locus NK de E. histolytica de los
aislados de AHA.
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Figura 9. Representacion esquemética de los STR’s del Locus NK2 de E.
histolytica, basada en la secuencia de nucleétidos de los aislados analizados en

este estudio.
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(Figura 9). ElI nUmero y disposicidén de estos 4 STR’S ha permitido identificar a

la fecha 18 genotipos (Tabla 1).

Patrones o Genotipos del Locus S'9?D

En la figura 10, se muestran los amplicones obtenidos para esta region
(220 pb). En la electroforesis se aprecia claramente el polimorfismo en tamafio;
después de analizar el alineamiento de las secuencias se identificaron
genotipos diferentes tanto en tamafio como en secuencia (Figura 11), lo cual se
aprecia mejor en la representacion esquematica de los STR del Locus S'9°D,
como se muestra en la figura 12. Esta region intergénica muestra 2 bloques
variables: el bloque 1 muestra una mayor diversidad, identificAandose 2 STR
diferentes, de 9 nucledtidos cada uno de ellos, los cuales estan dispuestos de 4
a 21 copias dependiendo del genotipo. El bloque 2 contiene de 2 a 3 copias del
mismo STR, el cual consiste en 8 nucledtidos (Figura 12).

Los genotipos encontrados en los aislados pertenecientes a Sonora y al
DF fueron el 9SD, 15SD, 16SD, 18SD y 19SD. Estos 2 ultimos genotipos, hasta
la fecha no han sido reportados por otros grupos de investigacion enfocados a
la epidemiologia molecular de la amibiasis. El genotipo 18SD fue encontrado en
2 aislados de muestras de AHA de ambas regiones geogréficas; mientras que el
genotipo 19SD, hasta el momento, solo se encontr6 en el DF (los datos se
muestran en la Figura 12 y Tabla 4).

Escueta y cols. (2010) identificaron dos genotipos reportados en el
presente trabajo en 6 pacientes con All (15 SD en 5 pacientes y el 16SD) e
incluso 2 portadores asintomaticos (15SD) en base a este marcador molecular,
por lo que los genotipos 15 y 16SD son compartidos para manifestaciones
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los amplificados
correspondientes al Locus S'%°D. Carriles 1-15, amplicones de las muestras
obtenidas de pacientes con AHA; carril 16, control H,O; carril 17, control E.
histolytica; carril 18, control E.dispar; carril 19, marcador de pares de bases

(PCR Markers, Promega).
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Alineamiento multiple de las secuencias nucleotidicas

correspondientes a la region intergénica Locus S'9D de E. histolytica de los
aislados de AHA.
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Figura 12. Representacién esquematica de los STR’s del Locus S'9°D de E.

histolytica, basada en la secuencia de nucleétidos de los aislados analizados en

este estudio.



clinicas diferentes. Cuando menos para los reportes llevados a cabo a la fecha.

Por otro lado, en los aislados de Sonora se identifico al genotipo 15SD
presente  en los aislados KAHA/SON/AHA, LCG/SON/AHADER,
LCG/SON/AHAIZQ); al genotipo 16SD presente en los aislados JML/SON/Hec y
LHBF/SON/AHA; y al genotipo 18SD en el aislado CRC/SON/AHA. De los
aislados provenientes del DF se encontré al genotipo 9SD en el aislado
DRB/DF/AHA, al genotipo 19SD en el aislado DRB/DF/ParAHA, al genotipo
16SD en los aislados HMS/DF/AHA y JMG/DF/AHAL; y al genotipo 18SD en los
aislados JMG/DF/ParAHALl y JIMG/DF/ParAHA2.

De los aislados DRB/DF/AHA, DRB/DF/ParAHA, JMG/DF/AHAl vy
JMG/DF/ParAHAL, provenientes del DF, se identificaron a los genotipos 9SD,
19SD, 16SD y 18SD respectivamente. A pesar de que se traté de dos aislados
independientes, pero de un mismo paciente, se identificaron a dos genotipos
diferentes en un mismo AHA. Este hecho puede soportar varias ideas: una de
ellas es el planteamiento sugerido por Ali y cols. (2008b) en donde comenta que
durante la migracién de la amiba del intestino hacia el higado, ésta podria estar
pasando por un evento de reorganizacion o de recombinacion genética a nivel
de este Locus. Los genes multicopias, como lo son los genes estudiados en el
presente trabajo, son estructuras cromosomales que por lo general son menos
estables que los genes de una sola copia, como por ejemplo el gen de la
quitinasa de E. histolytica (Eichler y Sankoff, 2003). Otra de ellas, es que en una
infeccion amibiana, que originalmente es de caracter intestinal y que puede
culminar de manera extraintestinal, puede contener multiples genotipos y que
por via hematdégena migren hacia el higado. A la fecha soélo se tiene el reporte
de Valenzuela y cols., en el 2009, en el cual se identificaron en un mismo
paciente simultineamente 2 genotipos diferentes de la amiba en base a la
quitinasa en dos abscesos independientes. Sin embargo, en este trabajo
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resultaron diferentes los genotipos identificados en la pared del AHA y del

propio aspirado de AHA.

Patrones o Genotipos del Locus SQ

En la figura 13 se muestra la electroforesis de los amplicones
correspondientes al Locus SQ de E. histolytica, el cual amplifica un producto de
PCR de aproximadamente 360 pb. En dicha figura se puede observar que el
amplicon del carril 2 es el Unico que muestra polimorfismo en tamafio, en
comparacién con lo demas. Mediante el analisis del alineamiento de las
secuencias se logré identificar los genotipos de cada aislado para este Locus
(Figura 14), ademas de evidenciar el polimorfismo en tamafio del aislado del
carril 2 de la electroforesis (LHBF/SON/AHA). Se encontraron dos tipos de
genotipos en los aislados de Sonora y del DF: el genotipo 7SQ que se comparte
entre los aislados de ambas regiones geograficas y el genotipo 8SQ, el cual
solamente se encontré en el aislado LHBF/SON/AHA. Esta region intergénica
presenta dos bloques: en el que el primer blogue estd conformado de 3 a 9
copias de diferentes STR’s y el segundo bloque, formado por 7 copias de
diferentes STR’s (Figura 15). Por los resultados que se han obtenido, se piensa
que este Locus no es tan variable como lo muestra ser el Locus S'%D, ya que el

genotipo de los diferentes aislados de un mismo paciente resulté ser el mismo.
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los amplificados
correspondientes al Locus SQ. Carriles 1-16, amplicones de las muestras
obtenidas de pacientes con AHA; carril 17, control H>O; carril 18, control E.
dispar; carril 19, control E. histolytica; carril 20, marcador de pares de bases

(PCR Markers, Promega).
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Figura 15. Representacion esquematica de los STR’s del Locus SQ de E.

histolytica, basada en la secuencia de nucleétidos de los aislados analizados en

este estudio. 1, se incluyen a todos los aislados de este paciente; %, se incluyen

todos los aislados de este paciente.
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CONCLUSIONES

El andlisis del genotipo de E. histolytica aislada de muestras de AHA, en
base a los segmentos intergénicos del tRNA, permitié identificar 8
genotipos globales diferentes (M1- M8).

En las muestras analizadas, logramos identificar genotipos de E.
histolytica presentes tanto en pacientes del DF como de Sonora; a la vez
gue identificamos genotipos Unicos para cada region.

Nuestros resultados nos permiten sugerir que si existe relacion entre el
genotipos de E. histolytica y la virulencia del parasito, ya que estos
coinciden con los genotipos reportados en pacientes con amibiasis

invasiva de otras regiones (Bangladesh y Japdn).

En las muestras analizadas en este estudio se logré identificar 2
genotipos en base al analisis de la region intergénica SQ, los cuales no
han sido reportados previamente (7 SQ y 8 SQ).

En las muestras analizadas en este estudio se logré identificar 2

genotipos en base al analisis de la region intergénica SD, los cuales no
han sido reportados previamente (18 SDy 19 SD).
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