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Abreviaturas (en orden de aparicion)

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
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Resumen

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ubica a las enfermedades
diarreicas en segundo lugar como causa de morbi-mortalidad de nifios en paises en vias
de desarrollo, siendo las infecciones por protozoarios intestinales proporcionalmente
una causa trascendente en dichas regiones. La mayoria de estos parasitos se transmiten
por via fecal-oral o por contacto interpersonal y exhiben ciclos de vida que, en general
se desarrollan en dos estadios: el trofozoito que coloniza el intestino y el quiste que es
excretado con las heces y cuya rigida pared protectora, le confiere resistencia en el
ambiente, permitiendo de este modo la propagacién de la enfermedad.

Entamoeba histolytica es uno de los agentes infecciosos de mayor distribucion
mundial, y es aproximadamente la causa de 100.000 muertes por afio, siendo
responsable de uno de los problemas de salud mas serios en paises en vias de desarrollo.
Se reconocen al menos ocho amebas que podrian colonizar el intestino del hombre: E.
histolytica, E. dispar, E. moshkovskii, E. coli, E. hartmanni, E. polecki, lodamoeba
butschlii y Endolimax nana. Aunque solo E. histolytica es considerada como el agente
etiolégico de la  Amebiosis. Su presentacion clinica va desde la colonizacion
asintomatica, la disenteria amebiana, hasta la propagacion extraintestinal, originando
abscesos en diversos 6rganos Y tejidos. Por este motivo, la correcta identificacién de E.
histolytica en heces y tejidos y diferenciandola de otras amebas comensales y de otros
protozoarios representa un desafio en la practica médica, ya que de ello dependera el
tratamiento y el pronostico de la enfermedad.

La problematica que ocasionan las enteroparasitosis es importante, tanto en
paises desarrollados como en aquellos en vias de desarrollo, por lo que es necesario el
desarrollo de tests diagnésticos modernos, precisos y rapidos. La incorporacion de
nuevas tecnologias diagndsticas representa un reto importante. Por lo tanto, el objetivo
de Trabajo de Tesis fue desarrollar nuevas estrategias diagndsticas basadas en la
generacion de anticuerpos monoclonales (mAbs, por sus siglas en Inglés), en especial
contra trofozoitos y quistes de E. histolytica. Estas pruebas con mayor sensibilidad y
especificidad que las actualmente disponibles, permitiran la identificacion y el
aislamiento del microorganismo en diversos especimenes biolégicos. Para ello se
desarrollaron anticuerpos monoclonales contra trofozoitos y quistes de E. histolytica.
Los mismos fueron evaluados para comprobar su reactividad en diferentes tipos de
muestras, con diferentes condiciones de fijacion y almacenamiento, y se intentd la

caracterizacion de los antigenos por ellos reconocidos.



Si bien los anticuerpos generados contra la pared del quiste no permitieron
diferenciar E. histolytica de E. dispar, es importante destacar que no presentaron
reaccion cruzada con otras especies de amebas, incluyendo E. moshkovskii cuyos
quistes son morfoldgicamente indistinguibles del complejo E. histolytica/dispar, ni de
otros parasitos comunmente hallados en el intestino. Los anticuerpos generados contra
la forma vegetativa del parasito mostraron una alta especificidad y sensibilidad sélo con
trofozoitos de E. histolytica, tanto obtenidos en cultivo como en biopsias de tejidos, ain
utilizando diferentes tipos de fijadores y conservantes.

Todos los anticuerpos generados para ambos estadios del ciclo de vida de este
parasito demostraron excelente reactividad puesta en manifiesto mediante ensayos de
microscopia de inmunofluorescencia, enzimo inmuno analisis y Western blotting.

Aunque existen kits comerciales efectivos contra otros protozoarios intestinales,
tales como Giardia lamblia y Cryptosporidium parvum, durante el desarrollo de este
trabajo se obtuvieron ademas mAbs contra quistes y ooquistes de estos parasitos con la
intencion de generar un ensayo completo que involucre los tres protozoarios. Estos
nuevos anticuerpos fueron combinados con los obtenidos anteriormente contra
Entamoeba e incorporados en un kit en formato de tiras reactivas, de tal forma que
sirviera para detectar simultaneamente estas tres especies de manera simple y
econdmica. Estos se colocaron en un soporte de nitrocelulosa de manera tal que sirvan
para la captura de las formas quisticas de estos parasitos, luego se exponen a un segundo
anticuerpo marcado con una enzima y por ultimo al sustrato especifico para que
desarrolle color. La cantidad minima de parasitos detectados por estas tiras fue de 50
quistes por ml de materia fecal diluida 50/50 tanto para quistes de E. histolytica/dispar
como para ooquistes de Cryptosporidium spp. y de 10 quistes de G. lamblia.

Con esto concluimos que estos anticuerpos combinados de forma eficiente en un
formato de tiras reactivas representan una prueba diagnostica simple, econémica, de
rapida realizacion, y al alcance de cualquier analista. Y si bien no es posible con ellos
discriminar el complejo E. histolytica/dispar podrian ser aun asi de inmensa utilidad en
paises en vias de desarrollo donde no existen recursos disponibles ni equipamiento
adecuado para la realizacion de técnicas mas sofisticadas como la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) o PCR en tiempo real, y tener de esta forma una herramienta para
un diagnostico certero de los tres principales protozoarios intestinales en cualquier tipo

de muestra de materia fecal.



Abstract

The World Health Organization (WHO) includes diarrhea as the second leading
cause of morbidity and mortality of children in developing countries. Among these
causes, infections by intestinal protozoan parasites represent an important percentage in
any place of the world. Most of these parasites are transmitted by the fecal-oral route or
by inter personal contact and exhibit simple life cycles, consisting in the disease-
causing, proliferating trophozoites and the dormant, resistant cyst responsible for the
transmission of the infection among susceptible hosts.

Entamoeba histolytica is one of the most frequent of those parasites, causing
about 100.000 deaths per year in developing countries, being one of the major health
problems in areas where basic sanitation practices are inefficient.

At least eight species of Entamoeba have been reported to infect the human large
intestine: E. histolytica, E. dispar, E. moshkovskii, E. coli, E. hartmanni, E. polecki,
lodamoeba butschlii and Endolimax nana, although E. histolytica is the only one
considered to cause pathology in humans. Clinical manifestation of this infection varies
from asymptomatic infection to dysentery and extraintestinal invasion, producing
abscesses in many tissues. Therefore, the correct identification of E. histolytica in stool
and tissue samples and its differential diagnostic is an important challenge in
parasitology because treatment and prognosis depend of the valid identification of this
parasite.

The health issue of protozoan intestinal infections, both in developed and
developing parts of the world, is of such importance that it is clearly necessary the
development of novel, better, cheap, and faster diagnostic methods. The incorporation
of new approaches and technology to the efficient and sensitive detection of these
infections is significantly relevant.

The main goal of the present Doctoral Thesis was to develop new strategies for
the diagnostic of intestinal protozoan parasites based on the development of specific
monoclonal antibodies (mAbs), in particular against trophozoite and cyst forms of E.
histolytica, which could detect the parasite in different biological samples with high
sensibility and specificity, since no such technology is available commercially to
determine amebic infection. We here developed mAbs against trophozoites and cyst of
E. histolytica, which were then tested for their reactivity on different biological samples,
including stool and biopsy materials, under variable storage and fixative conditions. The

characterization of the antigens recognized by the mAbs was also attempted.



Although the mAb generated against the Entamoeba cyst wall could not allow
the differentiation between E. histolytica from E. dispar, it did not demonstrate cross-
reaction with either cysts of other intestinal parasitic protozoa or helminthes eggs
neither to other type of amebas, including E. moshkovskii, which cysts are
morphological undistinguished of the complex E. histolytica/dispar.

The mAbs generated to the vegetative stage of the parasite, the trophozoites,
showed high sensitivity and specificity to E. histolytica obtained from culture as well as
those obtained in tissue biopsies of infected patients, even using different fixatives to
conserve the samples. All the mAbs were assayed by ELISA, immunofluorescence
microscopy and Western blotting, showing excellent reactivity.

Although some Kkits to detect other common intestinal parasites such Giardia
lamblia and Cryptosporidium parvum are available, the mAbs against Entamoeba were
combined with novel mAbs generated during this work against cysts of G. lamblia and
oocysts of Cryptosporidium spp., and incorporated into a dipstick device. Specific
mADbs were spotted into a nitrocellulose membrane placed on top of a plastic support to
capture cysts/oocysts from stool samples. The dipstick was then exposed to another
specific antibody for detection and later to a secondary antibody labeled with horse
radish peroxidase and subsequently to a color-developing reagent. The minimal amount
of cysts/oocysts that can be detected by this approach was 50 parasites per mililiter of
stool samples diluted 50/50 for Entamoeba and Cryptosporidium spp and 10 cyst of G.
lamblia.

We can conclude that the mAbs efficiently combined in a unique Kit represent a
cheap, simple, fast diagnostic approach that can be performed by untrained personnel or
even the general public. Although the anti-Entamoeba mAb was not useful to
discriminate the members of the complex E. histolytica/dispar, this mAb is of great
value for the detection of the parasite, especially in areas where the instruments or
resources are not available to perform more sophisticated techniques such as the
polymerase chain reaction (PCR) or real time PCR, allowing the safe and sensitive

detection of the major three protozoan parasites.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS



1.1  Generalidades de las parasitosis causadas por protozoarios

Se define como parasito a cualquier organismo que vive sobre o dentro de otro
organismo vivo del que obtiene parte o todos sus nutrientes, al cual pueden causar dafio
o enfermedad y con el cual mantienen una dependencia obligada y unilateral (36). Una
caracteristica que poseen los organismos parasitos es su gran capacidad de adaptacion.
Estos, ya sean unicelulares como los protozoarios o multicelulares como los helmintos,
ocupan diferentes nichos durante sus travesias por vectores y hospedadores por lo que
han desarrollado extraordinarios mecanismos de adaptacion que les permiten sobrevivir
en condiciones ambientales tan adversas que de otro modo los destruirian (36).

Las enfermedades parasitarias, desde hace muchos afios, representan un grave
problema en muchos paises tanto de climas tropicales y subtropicales asi como en
climas méas templados. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a las
“Enfermedades Tropicales Desatendidas” (NTD: Neglected Tropical Diseases) como
aquellas que han sufrido una falta de atencion por parte de los organismos y autoridades
de salud publica, a tal punto que mas de mil millones de personas, una sexta parte de la
poblacion mundial, se ve afectada por una o més de ellas, y mas de 500.000 personas
mueren cada afio en todo el mundo por estas causas (41, 62). Estas enfermedades tienen
un alto costo en regiones endémicas, incluyendo pérdida de la capacidad para asistir al
trabajo o0 la escuela, y retraso del crecimiento y desarrollo en nifios pequefios, como
también el deterioro de las habilidades cognitivas del individuo, representando un alto
costo para algunos paises (19).

Estas NTD involucran un amplio grupo de patologias entre las que se encuentras
las Ilamadas enfermedades transmitidas por agua y alimentos. Dentro de este grupo
encontramos patologias como la Giardiosis, Amebiosis y Cryptosporidiosis. Se estima
que Giardia y Cryptosporidium causan 2.000.000 y 300.000 infecciones al afio en
Estados Unidos de Norteamérica, respectivamente (12, 34). La Cryptosporidiosis es la
causa mas frecuente de brotes de enfermedades relacionadas con el agua para uso
recreativo, tales como piscinas, causando brotes multiples cada afio (12, 29, 64). Por
otra parte se ha informado que E. histolytica causa 50 millones de casos y
aproximadamente 100.000 muertes por afio a nivel mundial, con un marcado
predominio en paises en vias de desarrollo (39, 88). Se considera ademas la posible
transmision zoondtica de estas enfermedades a través de animales domésticos como
perros y gatos, asi como cerdos y monos (50, 66, 85, 87, 92).

Tradicionalmente, la técnica utilizada para el diagndstico de protozoos fue la
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observacion de las muestras al microscopio para visualizar las formas quisticas, huevos
y/o trofozoitos; ésta metodologia tiene la ventaja de tener bajo costo, pero su
sensibilidad depende del grado de la infeccion, de frescura de la muestra que se analiza
y del nivel de experiencia del microscopista (47, 82). Muchas veces se utilizan
coloraciones para la deteccion de ciertos organismos especificos, por ejemplo para la
identificacion de coccidios (6). Muchos laboratorios han reemplazado estos métodos
basados en la observacion al microscopio de la muestra de materia fecal por otros con
mayor sensibilidad y especificidad, como la técnica de ELISA o la de microscopia de
inmunofluorescencia. El analisis por la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR)
puede detectar estas infecciones con mayor sensibilidad que los métodos de deteccion
por anticuerpos, pero no son utilizados rutinariamente para el diagnostico en clinica
debido a su alto costo, la necesidad de equipamiento adecuado, y la posibilidad de
contaminaciones que generan falsos positivos (68, 70, 74, 82, 100).

Por todo lo expuesto, en este Trabajo de Tesis nos planteamos originariamente la
generacion de anticuerpos monoclonales (mAbs) especificos contra la pared del quiste y
de antigenos de membrana plasmatica de trofozoitos de E. histolytica con el objetivo de
iniciar estudios sobre su composicion y estructura y, ademas, utilizarlos para generar
nuevos métodos diagndsticos efectivos para la deteccién de la Amebiosis, dada la
carencia de dichos reactivos para una rapida y eficiente individualizacion de este
parédsito en materia fecal o en biopsias de pacientes (4, 77). Dado los promisorios
resultados obtenidos nos propusimos posteriormente generar nuevos anticuerpos contra
formas resistentes de otros parasitos frecuentemente hallados en materia fecal de
pacientes con diarrea, como Giardia y Cryptosporidium, con el objetivo de producir,
por primera vez, un rapido y sencillo kit diagnéstico que incluya las formas quisticas de
estos tres importantes patégenos humanos.

En las préximas secciones se describiran las caracteristicas particulares de estos
tres microorganismos y la importancia de su diagndstico diferencial. Mayor énfasis es
puesto en Entamoeba ya que fue el objeto inicial de este trabajo y cuyo diagndstico es el

de mayor relevancia para la comunidad médica.

1.2 ENTAMOEBA HISTOLYTICA
La primera descripcion de la Amebiosis fue realizada por Feder Ldsch en 1875

en San Petersburgo, luego de aislar unos trofozoitos moviles en las heces de un

campesino con disenteria, a las que llam6 Amoeba coli (69). Afios después, en 1903,
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Schaudinn introduce el término de Entamoeba histolytica para la ameba productora de
disenteria a diferencia de las no patogenas a las que denominé Entamoeba coli (69).
Dobell, en 1925, describe el ciclo bioldgico de E. histolytica (26). En ese mismo afio,
basandose en consideraciones epidemioldgicas, Brumpt propone la existencia de dos
amebas morfologicamente idénticas, una no patdgena y de distribucién cosmopolita a la
que llamaria Entamoeba dispar, mientras que a la causante de disenteria e invasion y
cuya distribucion es mas frecuente en paises tropicales la llamé Entamoeba dysenteriae
(69). Esta teoria descripta por Brumpt no fue tenida en cuenta durante muchos afos.

En 1961 se logra el primer cultivo axénico de E. histolytica (24, 51). Mas tarde
en 1978, Sargeaunt logra establecer las primeras diferencias entre amebas patogenas y
no patdgenas observando diferentes patrones de isoenzimas (79, 80). En 1993, Diamond
y Clark basandose en diferencias bioquimicas, genémicas, inmunoldgicas y clinicas,
proponen la separacion en dos especies, llamando a la ameba comensal E. dispar y a
aquella patogena y productora de enfermedad E. histolytica (25).

La clasificacién taxonémica de este parasito de acuerdo a Cavalier-Smith es la
siguiente (14): Imperio o Superreino: Eukaryota; Reino: Protozoa; Subreino: Neozoa;
Filo: Amoebozoa; Subfilo: Conozoa; Infrafilo: Archamoeba; Clase: Entamoebeae;
Orden: Entamoebida; Familia: Entamoebidae; Género: Entamoeba; Especie: Entamoeba
histolytica

Dentro del género Entamoeba existen al menos ocho especies que pueden
habitar el intestino del hombre: E. histolytica, E. dispar, E. moshkovskii, E. coli, E.
hartmanni, E. polecki, lodamoeba butschlii y Endolimax nana. Las tres primeras son
morfoldgicamente indistinguibles pero presentan diferencias bioquimicas y genéticas.
Sélo E. histolytica es considerada patdgena mientras que las dos restantes no (78).

Debe sefialarse que trabajos publicados en los Gltimos afios han indicado que
E. moshkovskii podria causar infecciones. Esta especie era conocida anteriormente como
E. histolytica variedad Laredo (16), considerada como una ameba de vida libre, no
patdgena que presentaba la particularidad de crecer a temperatura ambiente. Sin
embargo algunos estudios realizados en Bangladesh, utilizando técnicas moleculares,
determinaron una prevalencia de E. moshkovskii del 21% en nifios de 2 a 5 afios (5),
sugiriendo que quizas el hombre sea un hospedador habitual de este tipo de ameba.

En un trabajo reciente realizado en Australia (33), en el que se utilizo la técnica
de PCR para la identificacion de E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii en muestras

de materia fecal de pacientes con diagnostico microscépico positivo, encontraron que el
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61,8% de los pacientes era portador de E. moshkovskii. Ademas todos los pacientes
infectados con esta especie presentaban sintomatologia, con los cual segun los autores
deberia reevaluarse su papel patdgeno (33).

Un importante punto a considerar es el hecho que aunque se han reportado
diferencias moleculares entre E. histolytica y E. dispar luego de un intenso debate que
durd décadas, el mayor sustento para su separacion como especies diferentes es que E.
histolytica causa enfermedad mientras E. dispar no lo hace. Sin embargo, en los ultimos
afios se han reportado innumerables casos de E. dispar causando patologia y muchos
otros de E. histolytica que son asintomaticos (15). Por ello, la discusion de que estas dos
amebas morfoldgicamente indistinguibles corresponden a dos especies diferentes
permanece irresuelta y las infecciones por este tipo de parasitos se designan como
pertenecientes al complejo E. histolytica/dispar (15, 33, 37).

1.3  Biologia Celular de Entamoeba histolytica
1.3.1 Ciclode Vida

El ciclo biol6gico de E. histolytica es muy simple, ya que no necesita de
hospedadores intermediarios ni posee reproduccién sexual. Para poder sobrevivir en
diferentes ambientes, éste parasito tiene dos estadios en su ciclo vital: la forma
vegetativa del parésito, el trofozoito, y la forma infectiva, el quiste (71, 81).

La infeccion se inicia por la ingestion de agua o alimentos contaminados con
materia fecal conteniendo quistes de E. histolytica o por contacto interpersonal. La
forma infectiva del parésito sobrevive al pasaje a través del estomago y del intestino
delgado. En la primera porcion del colon los quistes se desenquistan dando origen a los
trofozoitos mdviles (55, 81). En una primera instancia, éstos conservan el mismo
numero de nacleos que el quiste, pero luego cada nucleo se divide en dos y resulta un
trofozoito metaciclico de ocho nicleos (55, 81). En el colon cada nucleo se rodea de una
porcion de citoplasma formando ocho trofozoitos que crecen y se multiplican por
division binaria (55, 81).

En la luz del intestino los trofozoitos eliminan vacuolas alimenticias y demas
inclusiones intracitoplasmaticas, se inmovilizan y forman prequistes o pseudoquistes,
los que adquieren una cubierta y dan origen a quistes inmaduros con un solo nicleo, los
cuales siguen su desarrollo hasta formar el quiste maduro tetranucleado (81). La
formacion de quistes sucede exclusivamente en la luz del colon y nunca en el medio

ambiente o en los tejidos. Los trofozoitos son rapidamente destruidos fuera del
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hospedador mientras que los quistes pueden permanecer viables durante semanas o

meses (Figura 1).
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Figura 1: Ciclo biolégico de Entamoeba. La infeccion se inicia con la ingestion de los quistes, los cuales
sobreviven al pasaje por el estomago y al llegar al intestino se desenquistan volviéndose maviles y
potencialmente invasivos. En algunos casos estos trofozoitos que infectan el intestino forman nuevos
quistes que se eliminan por las heces permitiendo la transmisién de la enfermedad a otro huésped. En
otros casos se inicia la invasion del epitelio intestinal por los trofozoitos, pudiéndose propagar al
peritoneo, higado y otros drganos (71). Tomado del sitio web del Centro para la Prevencidon y control de
Enfermedades de Estados Unidos de Norte América (CDC) (www.cdc.gov).

1.3.2 El trofozoito

Esta es la forma vegetativa y dinamica del parasito y presenta un tamafo
variable entre 10 y 60 um de didmetro. El citoplasma estd dividido en un ectoplasma
hialino y en un endoplasma maés granuloso, conteniendo abundantes vacuolas de tamafio
variable. Carece de algunas de las organelas tipicas que caracterizan a las células

eucariotas, como mitocondrias, aparato de Golgi, reticulo endoplasmico, centriolos,
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microtibulos y un citoesqueleto organizado (71, 86). Se alimenta por fagocitosis y
digestion intracelular de nutrientes. Muchas veces el citoplasma puede contener
eritrocitos fagocitados, propiedad que le sirve para diferenciarla de otras amebas no
patdgenas (86).

El trofozoito tiene un nuacleo organizado que puede medir de 4 a 7 um de
diametro, con cromatina periférica adherida a la membrana nuclear y cariosoma central.
El trofozoito es un organismo anaerobio o aerobio facultativo capaz de vivir en la luz
del intestino grueso humano. Su movimiento es rapido y unidireccional a través de la

emision de seudopodos digitiformes (86)(Figura 2).

Figura 2. Trofozoitos de E. histolytica. A la derecha se observa en el citoplasma eritrocitos ingeridos.
Tomado de CDC (www.cdc.gov).

1.3.3 El quiste

Los quistes son la forma de resistencia que presenta el parasito, ya que pueden
sobrevivir fuera del hospedador por semanas 0 meses en un ambiente himedo. Son
formas redondeadas o ligeramente ovaladas con un diametro que puede variar entre los
8 y los 20 um. El quiste inmaduro posee un solo nucleo. A diferencia de éste, el quiste
maduro posee cuatro nucleos esféricos con una distribucion variable de cromatina
periférica y un nucleolo puntiforme con ubicacion central. En el citoplasma poseen una
vacuola de glucogeno y cuerpos cromatoides en forma de bastones, constituidos por
agregados de ribonucleoproteinas. Poseen una pared quistica rigida constituida por
quitina y proteinas fibrilares (Figura 3). El quiste es la forma responsable de la

transmision de la enfermedad (59).

1.4  Epidemiologia de la Amebiosis
La Amebiosis fue considerada por mucho tiempo como una enfermedad tropical.

Sin embargo hoy se sabe que esta enfermedad tiene una distribucion mundial. La
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Amebiosis es mas frecuente en regiones tropicales de climas calidos y templados, pero
mas aun en areas pobres y mal saneadas donde priva el hacinamiento y el deficiente

manejo de aguas y excretas (71, 97).
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Figura 3. Quiste maduro de E. histolytica. La flecha indica el cuerpo cromatoideo. Tomado de CDC
(www.cdc.gov).

Aproximadamente 500 millones de personas en el mundo estan infectadas con E.
histolytica, aunque solamente el 10% desarrolla la enfermedad. De ellos se calcula que
entre 40.000 y 110.000 personas mueren como consecuencia de esta enfermedad (71).

La Amebiosis es transmitida por portadores asintomaticos o por pacientes con
diarrea aguda (71). La forma de transmisién es diversa; en paises en vias de desarrollo
puede darse a través del consumo de aguas o alimentos contaminados, manipulacion de
alimentos y contactos sexuales. Por el contrario, en paises desarrollados el contagio
proviene por inmigracion proveniente de zonas endémicas o0 por viajeros a paises en
vias de desarrollo (48). Las principales areas de riesgo son México, norte de
Sudamérica, oeste de Africa, Sudafrica y Sudeste Asiatico. La Amebiosis intestinal
afecta y es mas letal en los extremos de la vida, mientras que el absceso hepatico que
esta ameba produce es mas frecuente en varones entre 30 a 45 afios y se asocia con una
alta mortalidad (49).

1.5  Manifestaciones Clinicas de la Amebiosis

De acuerdo a los sintomas presentados por los individuos infectados, la
Amebiosis puede ser agrupada como: (a) asintomatica, (b) sintomatica sin evidencia de
invasion tisular y (c) sintomatica con evidencia de invasion tisular (49). Se considera
que el estado de portador asintomatico es la manifestacion mas frecuente de la

Amebiosis. Los portadores asintomaticos de E. histolytica deben ser tratados ya que
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pueden desarrollar una colitis 0 Amebiosis extraintestinal aunque lo mas frecuente es

que la enfermedad se resuelva espontaneamente (9, 49).

1.5.1 Amebiosis intestinal

Esta es la forma sintoméatica mas frecuente de Amebiosis; sin embargo, los
sintomas de la enfermedad son inespecificos y de escaso valor en estudios
epidemiolégicos (94). Los sintomas cominmente atribuidos a la colitis producida por E.
histolytica incluyen dolor abdominal, pérdida de peso y diarrea (sanguinolenta y/o
mucosa). La diarrea puede ocurrir con diez y mas deposiciones por dia. A diferencia de
los pacientes con diarrea bacteriana, la fiebre no es una manifestacion frecuente,
observandose en menos del 40 % de los casos (9, 45).

El diagndstico clinico de la Amebiosis resulta dificil por la naturaleza
inespecifica de los sintomas. Se puede confundir con diarreas producidas por bacterias
como Shigella, Salmonella, Campylobacter y Escherichia coli que son frecuentes en
paises tropicales y subtropicales. Ademas, es muy importante poder diferenciar la
disenteria de patologias no infecciosas como enfermedad inflamatoria intestinal, colitis
ulcerosa isquémica y diverticulitis. Ocasionalmente pueden ocurrir complicaciones de la
Amebiosis intestinal, como el desarrollo de colitis fulminante, ameboma, megacolon

toxico, Amebiosis cuténea y fistulas (45).

1.5.2 Amebiosis extraintestinal

E. histolytica debe su nombre a su capacidad de destruir los tejidos. Para ello es
esencial que los trofozoitos se adhieran a las células epiteliales de la mucosa intestinal
(57). La zona afectada inicialmente es la mucosa del intestino grueso. Estas lesiones
intestinales pueden dividirse en varias fases: (a) alteracién del moco y edema de la
mucosa, (b) desaparicion local del moco, (c) ulceracion superficial y (d) lesion profunda
de la mucosa. Posteriormente puede producirse diseminacion de los trofozoitos a
diferentes drganos y tejidos (28). Cuando los trofozoitos invaden los tejidos, lo hacen
mediante movimientos activos, orientados en una misma direccién y ayudados por la
gran cantidad de enzimas proteoliticas que el parasito posee, produciendo la necrosis de
las células. Durante la fase inicial se puede observar que en la pared intestinal hay unas
pequefias lesiones con bordes redondeados, enrojecidos en su entorno y blanquecinos en
el centro, lesion caracteristica llamada “boton de camisa”. Estas lesiones crecen en

extension y profundidad. Las amebas pueden invadir todo el espesor de la mucosa y
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gracias a su accion histolitica pueden atravesar todas las capas de la pared cdlica,
causando una perforacion intestinal. En el curso de la colitis amebiana, algunas amebas
pueden penetrar en la luz de los vasos sanguineos que irrigan el intestino y de ahi
pueden ser diseminadas hacia otros 6rganos (28).

El absceso hepatico es la manifestacion mas frecuente de la Amebiosis
extraintestinal. Existen dos patrones principales de presentacion: el agudo, con fiebre
elevada y dolor en el hipocondrio derecho; y el subagudo, en el que predomina la
pérdida de peso, siendo menos frecuente el dolor abdominal y la fiebre. Es poco
probable que coexistan las manifestaciones extraintestinales y la disenteria amebiana
(67). La diseminacion de un absceso hepatico hacia el pericardio es la complicacion mas
peligrosa. La extension del absceso a pleura y pulmon es relativamente frecuente. La
peritonitis se produce por perforacion de una Ulcera del colon o por rotura de un

absceso. El absceso cerebral es una manifestacién muy poco frecuente (83).

1.6  Diagndstico de la Amebiosis

Existen varios métodos para el diagnostico de la Amebiosis basados
fundamentalmente en la microscopia Optica e inmunoensayos de baja sensibilidad y
especificidad. La forma de trofozoito solo se puede encontrar en muestras de materia
fecal acuosas, por lo que frecuentemente se encuentran rotos e indistinguibles de los
detritos presentes en las muestras. Por otro lado, los test inmunoldgicos contra antigenos
de la forma vegetativa (no de quistes que son los mas cominmente hallados en materia
fecal de pacientes sintomaticos y asintomaticos) aunque son especificos de E. histolytica
carecen de sensibilidad suficiente (33). Por tal motivo, y siendo la generacion de un
método diagnostico para la Amebiosis el objetivo fundamental de este Trabajo de Tesis,
la comparacion de todas las técnicas diagndsticas contra este parasito sera analizada en

el Capitulo IV (Discusion).

1.7  Tratamiento de la Amebiosis

El tratamiento de la Amebiosis intestinal debe hacerse siempre, pues aun en
personas asintomaticas es necesario eliminar a los paréasitos del intestino con dos
finalidades: (1) evitar que en algin momento haya invasion de los tejidos y (2) eliminar
la fuente de infeccion y transmision de la enfermedad. EI nUmero de drogas a las que se
les ha demostrado actividad antiamebiana es amplio y los esquemas en que han sido

utilizados son variados (38). Dependiendo de los sitios anatémicos donde ejercen su
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accion pueden clasificarse en luminales y extraluminales. Las drogas incluidas en el
grupo de las luminales tienen la caracteristica de tener escasa absorcion a nivel del
intestino en consecuencia su accién es en el lumen de éste 6érgano. Esto medicamentos
pueden utilizarse en portadores asintomaticos como droga Unica y en el caso de
sintomaticos como complemento de los antiamebianos de accidn tisular (38).

Todas las drogas de accion amebicida extraintestinales tienen como mecanismo
farmacoldgico comun su répida absorcion en el intestino delgado, razén por la cual
estan indicados en Amebiosis intestinal sintomatica, donde los trofozoitos de E.
histolytica han invadido la pared del colon y en los pacientes con Amebiosis
extraintestinal. Los farmacos de este grupo se difunden ampliamente en los tejidos y
alguno de ellos como el tinidazol y el secnidazol permanecen en ellos por mayor tiempo
(38) (Tabla 1).

Tabla 1. Farmacos utilizados para el tratamiento de la Amebiosis.

Farmacos Luminales Farmacos Extraluminales
Furoato de Diloxamida Metronidazol

Teclozan Tinidazol
Diyodohidroxiquinona Ornidazol

Quinfamida Secnidazol

Dihidroemetina Dehidroemetina
Paramomicina

1.8 GIARDIA LAMBLIA
Giardia fue descubierta en 1681 por el cientifico holandés Antonie van

Leeuwenhoek, quien observd a este parasito en su propia materia fecal mediante la
utilizacion del microscopio compuesto por él desarrollado. Posteriormente, este
organismo fue descripto en mas detalle por Lambl en 1859, pero no fue sino hasta 1882
que el género Giardia fue reconocido como tal por Kunstlerm (30). Desde un punto de
vista taxonomico, Giardia lamblia pertenece al reino Protista y se encuentra clasificado
dentro de la clase Zoomastigofora, orden Diplomonadida, aunque recientemente se ha
sugerido la formacioén de un nuevo reino denominado Archezoa (“fésiles biologicos™),
abarcando a organismos originados antes de la aparicion de la mitocondria, como
Giardia spp. y Trichomonas ssp. (2). Sin embargo, el hallazgo de genes de origen

mitocondrial en Giardia ha puesto en discusion esta denominacion (90).
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La clasificacion de Giardia se ha modificado mucho durante los ultimos afios y
esto ha generado confusion a la hora del estudio de la epidemiologia de la infeccion. En
1952, Filice clasificO a este parésito teniendo en cuenta variables morfoldgicas y del
hospedador en G. lamblia (intestinalis o duodenalis) de humanos, G. muris de roedores,
y G. agilis de reptiles (2). Recientemente, mediante la utilizacion de marcadores
moleculares se ha clasificado a G. lamblia en grupos nombrados con letras: los grupos
Ay B infectan humanos y se los suele denominar como descendientes de las cepas WB
(utilizada en la presente tesis) y GS, respectivamente. Por Gltimo, se pueden distinguir
los grupos: C y D, procedentes de perros; E, encontrados en animales ungulados; y F y
G provenientes de gatos y ratas, respectivamente (63).

Una de las caracteristicas mas importantes de G. lamblia es que constituye una
de las células eucariotas mas primitivas que se conocen (46). Si bien es claramente un
organismo eucariota debido a que posee una membrana nuclear rodeando el material
genético, un sistema de endomembranas, vesiculas lisosomales y citoesqueleto, carece
de mitocondrias tipicas y peroxisomas, asemejandose méas, en muchos aspectos, a un
organismo procariota que a cualquier otro eucariota conocido (1, 3). Giardia se puede
catalogar en: Imperio o Superreino: Eukaryota; Reino: Protozoa; Filo: Sarcomastigota;
Subfilo: Mastigospora; Clase: Zoomastigosporea; Orden: Diplomonadida; Especie:

Giardia lamblia

1.9 Biologia celular de Giardia lamblia
1.9.1 Ciclo devida

Al igual que algunos protozoarios el ciclo de vida de Giardia es muy simple,
atravesando dos fases, la forma vegetativa de trofozoito y la forma infectiva de quiste.
La infeccién comienza con la ingesta de quistes provenientes de aguas y comidas
contaminadas. Cuando el quiste se encuentra expuesto al medio acido del estomago se
induce el proceso conocido como desenquistamiento. Este proceso culmina en la parte
superior del intestino delgado con la liberacion de los trofozoitos. Los trofozoitos
emergente colonizan el intestino delgado, multiplicandose por fision binaria adheridos
al epitelio intestinal. Algunos de ellos descienden por el tracto intestinal y ante la
carencia de lipidos de las porciones mas bajas del yeyuno comienzan su diferenciacion a
quiste (3). Los quiste altamente resistentes a las condiciones del medio ambiente
externo, son eliminados junto a las heces permitiendo al parasito completar el ciclo de

transmision al infectar a un nuevo hospedados (3) (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo de vida de Giardia lamblia. La infeccion del huésped comienza con la ingestion de los
quistes, los cuales desenquistan en el duodeno luego de su activacién por el pH acido del estomago,
liberando trofozoitos. Estos se adhieren a las microvellosidades intestinales y se replican colonizando el
intestino. Cuando descienden por el tracto intestinal, la presencia de fluidos biliares y la ausencia de
colesterol disparan su diferenciacion a quistes. Los quistes, altamente resistentes, son eliminados con las
heces permitiendo completar el ciclo de transmision. Tomado de CDC (www.cdc.gov).

1.9.2 El trofozoito
La forma vegetativa del parésito es piriforme y tiene un tamafio aproximado de 9
a 15 um de largo y de 5 -9 um de ancho. Tiene una cara posterior convexa y una cara
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anterior concava, siendo el Unico protozoario que presenta simetria bilateral. Posee dos
nucleos ovoides, sin nucléolos distinguibles morfolégicamente. Tiene cuatro pares de
flagelos que le confieren gran motilidad. Poseen un disco ventral formado por
estructuras fibrosas y microtubulares complejas, que le permite mediante una unién
mecénica adherirse a la pared intestinal y de esta manera captar los nutrientes necesarios
para vivir. Giardia carece de algunas organelas tipicas de las células eucariotas como
mitocondrias, peroxisomas y aparato de Golgi (3, 13) (Figura 5).

Figura 5.Trofozoitos de Giardia lamblia. A la izquierda con tincién de Kohn y a la derecha con
coloreados con Giemsa. Tomado de CDC (www.cdc.gov).

1.9.3 El quiste

Los quistes son los encargados de diseminar el parasito en el medio ambiente y
transmitir la infeccion entre los hospedadores susceptibles. Tienen forma oval y su
tamafio varia de 6 a 10 um, Se encuentran recubiertos por una pared quistica cuyo grosor
es de 0,3 a 0,5 um (3). Esta pared quistica es selectivamente permeable, otorgandole
resistencia a condiciones ambientales adversas y permitiéndole persistir en agua fresca,

resistir a desinfectantes y atravesar el estomago de hospedadores (3) (Figura 6).

&
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Figura 6. Quiste de Giardia lamblia. Morfologia de un quiste tefiido con solucién de Lugol (lodo).
Tomado de CDC (www.cdc.gov).

1.10 Epidemiologia de la Giardiosis
La Giardiosis es la enteroparasitosis méas frecuente del mundo. Debido a las

diferencias que existen en las condiciones sanitarias, su prevalencia varia entre el 2-5%
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en paises desarrollados llegando hasta mas del 20-30 % en paises subdesarrollados,
siendo mas comun en nifios (89). Segun la OMS, existen alrededor de 200 millones de
personas infectadas en Asia, Africa y América Latina, siendo reportados 500 mil nuevos
casos cada afio (89).

1.11 Manifestaciones Clinicas de la Giardiosis

El cuadro clinico de la Giardiosis varia desde la infeccidon asintomaética hasta la
diarrea aguda o crénica de larga duracion. Los sintomas predominantes son diarrea,
nauseas, dolor abdominal y pérdida de peso. La enfermedad aguda suele resolverse en
algunas semanas, pero un porcentaje importante de pacientes desarrolla una parasitosis
cronica. Una caracteristica importante de la Giardiosis en todas sus manifestaciones
clinicas es que produce mala absorcion a nivel intestinal, llevando a una insuficiencia

nutricional que en el caso de los nifios conduce a un retardo en el crecimiento (35).

1.12 Diagnéstico de la Giardiosis

En cuanto al diagndstico de la infeccion, la mayoria de los casos de Giardiosis
pueden confirmarse por analisis microscépico de la materia fecal. La forma quistica es
relativamente facil de observar, sobre todo cuando el paciente no posee diarrea,
mientras que el trofozoito puede hallarse exclusivamente cuando el paciente presenta
diarrea aguda (10).

A diferencia con lo que sucede en E. histolytica, para Giardia se han
desarrollado numerosos tests basados en la generacion de anticuerpos monoclonales
para la deteccién de antigenos de quistes (61), disponibles comercialmente incorporados
tanto en ensayos de enzimo inmuno andlisis como de inmunofluorescencia, los cuales
han sido evaluados observandose excelentes resultados en sensibilidad y especificidad

en comparacion con la microscopia convencional (99).

1.13 Tratamiento de la Giardiosis

En la actualidad las infecciones de Giardia son controladas por medicamentos,
especialmente los derivados de los 5-nitroimidazoles, tales como el metronidazol,
mebendazol/inidazol y furasolidona, que generan radicales libres que resultan tdxicos
para el parésito. Otras drogas como el benzimidazol y albendazol actuan sobre el
parasito desestabilizando su citoesqueleto. Aunque estos medicamentos son efectivos y

econOdmicos, su utilizacion ha sido cuestionada ya que producen importantes efectos
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colaterales en los pacientes. Por otro lado el abuso de su utilizacion ha generado cepas
resistentes, esta problematica demuestra la importancia del desarrollo de herramientas

que permitan hallar alternativas de cura y prevencion de la enfermedad (95).

1.14 CRYPTOSPORIDIUM SPP.

Los miembros del geénero Cryptosporidium pertenecientes al Phylum

Apicomplexa, son pequefios coccidios que infectan la region de las microvellosidades de
la células epiteliales del intestino. Cryptosporidium spp. fue descripto por Ernest Tyzzer
en 1907 (52). Diferentes especies de Cryptosporidium han sido descriptas y parecen ser
especificas para una clase de vertebrados C. parvum, C. felis, C. muris y C. wrairi
infectan mamiferos, C. meleagridis y C. baileyi aves, C. serpentis reptiles y C. nasorum
peces tropicales (52). Taxonémicamente se los clasifica de la siguiente manera: Imperio
0 Superreino: Eukaryota; Reino: Protozoa; Subreino: Neozoa; Filo: Apicomplexa;
Clase: Sporozoea; Subclase: Coccidia; Orden: Eucoccidia; Familia: Cryptosporidiae;

Género: Cryptosporidium spp.

1.15 Biologia de Cryptosporidium spp.
1.15.1 Ciclo de Vida

Cuando los ooquistes son ingeridos por el hospedador, en contacto con los
acidos del estémago la membrana del ooquiste se abre liberando cuatro esporozoitos
moviles, los cuales van a infectar las células epiteliales del intestino delgado. Los
parasitos van a infectar la membrana apical de la célula epitelial residiendo por debajo
de la membrana celular pero fuera del citoplasma. Los esporozoitos sufren diferentes
transformaciones en un ciclo de reproduccion asexual (merogonias) y uno sexual
(gametogonias), siendo este ultimo el ciclo que genera los ooquistes que son liberados
con las heces posibilitando la transmision de la enfermedad. Se producen dos tipos de
quistes, unos cuya pared es mas gruesa que son eliminados con la materia fecal y unos
de pared mas delgada los cuales son responsables de la autoinfeccion del huésped (91)
(Figura 7)
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Figura 7. Ciclo de vida de Cryptosporidium spp. Luego de la ingestion de ooquistes, los esporozoitos
son liberados adhiriéndose al borde de las microvellosidades del epitelio intestinal, invaden las células y
forman trofozoitos. En la célula, los pardsitos desarrollan una reproduccion asexual (esquizogonia o
merogonia) y luego una reproduccién sexual (gametogonia) produciendo microgametos (masculinos) y
macrogametos (femeninos). Luego que los macrogametos son fecundados por los microgametos, se
desarrollan ooquistes que pueden esporular en el huésped, siendo la causa de autoinfeccién o ser
excretados en las heces permitiendo la transmision fecal-oral directa. Figura tomada del CDC
(www.cdc.gov).

1.15.2 Ooquistes
Los ooquistes de Cryptosporidium poseen un tamafio de 4 a 6 um con una
delgada pared quistica. Estos ooquistes mantienen su infectividad durante un tiempo

relativamente largo y son muy resistentes a los desinfectantes (Figura 8).
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Figura 8. Ooquistes de Cryptosporidium spp. Ooquistes purificados y tefiidos con la coloracién de
Ziehl-Neelsen. Magnificacion 1000X.

1.16 Epidemiologia de la Cryptosporidiosis

Desde el primer caso de infeccion informado en 1976, Cryptosporidium se ha
convertido en uno de los enteropatdgenos mas comunmente reportados tanto en
personas inmunocompetentes como en inmunocomprometidas en cualquier parte del
mundo (11). La Cryptosporidiosis cobra una significancia clinica importante en
pacientes con una terapia antirretroviral activa, nifios mal nutridos, personas que han
recibido transplantes o estan bajo tratamiento de quimioterapia (73). La infeccion con
Cryptosporidium puede transmitirse via fecal-oral, por contacto interpersonal, contacto
con pacientes infectados, trabajadores de la salud, usuarios de piscinas comunitarias y
personas que viajan a zonas endémicas, mientras que también es conocida su
transmision zoonotica (96). En 1993, un gran brote de esta parasitosis ocurrié en
Milwaukee (EEUU) afectando aproximadamente a 403.000 personas cuyo contagio fue
en una piscina publica (27). Por otra parte, se ha demostrado que los sistemas de
potabilizacién convencionales de agua, no son lo suficientemente seguros frente a este

parasito, ademas su resistencia a la cloracién es mucho mayor que la de otros parasitos

(7).

1.17 Manifestaciones clinicas de la Cryptosporidiosis

Si bien la infeccion puede ser asintomatica, la mayoria de los pacientes
presentan diarreas acuosas profusas conteniendo mucus y raramente sangre, que pueden
poner en peligro la vida. Estas diarreas se acompafian de nauseas, vomitos, dolor
abdominal, pérdida de peso y algunas veces fiebre. La duracién y severidad de los
sintomas clinicos dependera del estado inmunolégico de la persona afectada. Algunos
casos de Cryptosporidiosis extraintestinal han sido reportados principalmente en
pacientes con Sindrome de Inmuno Deficiencia Adquirida (SIDA) (22).
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1.18 Diagnostico de la Cryptosporidiosis

El diagndstico clinico de la Cryptosporidiosis intestinal es complicado porque
existen pocas caracteristicas diferenciales con otras patologias diarreicas, por lo cual
debe confrontarse con otras posibles etiologias de diarrea acuosa. El diagnostico
requiere la observacién al microscopio de los pequefios ooquistes en materia fecal o de
esquizontes 0 gametocitos en biopsias de tejidos o fluidos bioldgicos. Estas
observaciones al microscopio pueden ser ayudadas por tinciones como la de Zielh
Neelsen o de Kinyoun, pero la sensibilidad de las mismas es escasa (21).

Tal como con Giardia, pero de nuevo a diferencia de lo que sucede con E.
histolytica, se han desarrollado técnicas de ELISA e inmunofluorescencia directa con
utilidad diagnostica, las que tienen alta sensibilidad y especificidad en el caso agudo de
la enfermedad, pero tienen uso limitado en el caso de pacientes asintomaticos y estudios
epidemioldgicos (65). La técnica de PCR caracterizada por su gran sensibilidad y
especificidad, es de gran utilidad para el diagndstico, pero su uso esta restringido sélo a
algunos laboratorios de referencia (21). Lo laborioso del diagndstico coproldgico de
Cryptosporidium ha propiciado el desarrollo de kits comerciales basados en la deteccion
de antigenos. Estudios comparativos entre esta metodologia y la microscopia
convencional han demostrado una alta especificidad pero una menor sensibilidad. Esto
podria explicarse por la diferencia observada en la frecuencia de aparicién de ooquistes
observada en materias fecales liquidas comparadas con las formes (21).

1.19. Tratamiento de la Cryptosporidiosis

No se dispone en la actualidad de un farmaco que sea realmente eficaz para el
tratamiento de la Cryptosporidiosis. En las personas inmunocompetentes la infeccion es
autolimitada, por lo que se requiere tratamiento de soporte y sintomatico. La
rehidratacion oral o endovenosa, con o sin nutricién parenteral, generalmente es
suficiente. Paromomicina, azitromicina y nitazoxanida son los farmacos mas

comunmente usados aunque moderadamente efectivos (53).
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1.20 OBJETIVOS DEL TRABAJO DE TESIS

Por todo lo expuesto, el objetivo principal del presente Trabajo de Tesis consiste en

responder la hipdtesis de que mediante el uso de anticuerpos monoclonales (mAbs)

especificos contra los tres principales protozoarios intestinales del ser humano, se puede

generar un ensayo diagndstico de bajo costo y de alta sensibilidad y reproducibilidad.

Para su realizacion se plantearon las siguientes metas:

1-

Generar anticuerpos monoclonales anti-antigenos de la pared del quiste y de la
membrana plasmatica de los trofozoitos de E. histolytica para caracterizarlos,
valorar su sensibilidad y especificidad en muestras patron y en ensayos de campo, e
identificar los antigenos reconocidos por los anticuerpos. Este constituye el principal
objetivo, ya que no existen métodos diagnosticos confiables de esta parasitosis, ni
reactivos para el estudio de la pared quistica.

Generar anticuerpos monoclonales contra antigenos de la pared del quiste de G.
lamblia, caracterizarlos, valorar su sensibilidad y especificidad en muestras patron y
en ensayos de campo.

Generar anticuerpos monoclonales contra antigenos de la pared del ooquiste de
Cryptosporidium parvum, caracterizarlos, valorar su sensibilidad y especificidad en
muestras patrén y en ensayos de campo, e identificar los antigenos reconocidos por
los anticuerpos.

Utilizar los anticuerpos generados en los objetivos precedentes para el disefio,
generacion y puesta a punto de un método simple, barato y de alta sensibilidad y
especificidad contra estos tres protozoarios comunmente hallados en enfermedades

intestinales humanas y de muchos animales domésticos o de granja.
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS
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2.1 Introduccion

El disefio de un kit diagndstico en formato de tiras reactivas requiere de
numerosos pasos, entre los cuales el desarrollo de anticuerpos monoclonales es clave.
Para esto es necesario, en primera instancia, contar con los antigenos purificados,
quistes, trofozoitos y proteinas recombinantes que forman parte de la pared quistica de
los diferentes protozoos, los cuales sirven de inmundgeno para la elaboracion de los
anticuerpos. Para ello fue necesario obtenerlos de cultivos in vitro de los parasitos, de la
induccion in vitro de la formacion de quistes en el caso que fuere posible, de su
recuperacion a partir de muestras biologicas o de la obtencion de las proteinas de la

pared del quiste por medio de técnicas de ADN recombinante.

2.2 Obtencidén de antigenos (trofozoitos, quistes y proteinas recombinantes)
2.2.1 Cultivo in vitro de trofozoitos de Entamoeba histolytica

Trofozoitos de Entamoeba histolytica pertenecientes a la cepa HMI y HK9
fueron cultivados axénicamente a 37°C en medio TYI-S-33 suplementado con 10%
suero adulto bovino y con una mezcla vitaminica al 2%, a 37°C (24). Los trofozoitos

son luego recuperados por centrifugacion a 500 g por 10 min.

2.2.2 Purificacion de quistes de Entamoeba histolytica

Ya que no se ha logrado hasta el momento el enquistamiento in vitro de esta
ameba, los quistes fueron purificados a partir de materia fecal de un paciente
sintomatico de Rio de Janeiro, Brasil, utilizando un doble gradiente de Sacarosa
(Sacarosa 1 M y 0,5 M respectivamente). Para ello, las muestras de materia fecal se
diluyeron 1/10 (V/V) con H,O destilada, se mezclaron y filtraron con una gasa para
eliminar la materia particulada. Luego, 5 mL del filtrado se colocaron suavemente sobre
10 mL de una solucion de Sacarosa 1 M y se centrifugd a 450 g por 5 min. Se recuperd
el sobrenadante, el cual se llevo a un volumen final de 50 mL con H,O destilada, y se
centrifugd nuevamente a 450 g durante 5 min. Una vez que fue descartado el
sobrenadante, el sedimento fue resuspendido y agregado a 10 ml de una solucion de
Sacarosa 0,5 M, centrifugandose a 450 g 5 min. Se descartd el sobrenadante,
obteniéndose los quistes en el fondo del tubo. Los mismos fueron lavados con agua
destilada y conservados en PBS hasta su utilizacion para la inmunizacion de los

animales (17).
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2.2.3 Cultivo de trofozoitos y enquistamiento in vitro de Giardia lamblia

Los trofozoitos de Giardia lamblia se cultivaron en medio TYI-S-33 (pH 7)
suplementado con suero de bovino adulto al 10% vy bilis bovina 0,5 mg/mL (medio
completo) a 37°C en anaerobiosis (18). Para inducir el enquistamiento, los trofozoitos
fueron cultivados hasta confluencia adheridos a las paredes del tubo de vidrio y luego el
medio fue reemplazado por medio de pre-enquistamiento por 48 h. Este medio, similar
al medio completo pero sin bilis, favorece la formacion de quistes en la posterior etapa
de enquistamiento. Finalmente el medio fue cambiado por medio de enquistamiento que
posee bilis porcina 0,45%, é&cido lactico 0,01% y pH 7,8 (54). Este permite la
diferenciacion de trofozoitos a quistes, que son liberados al medio de cultivo. Los
quistes son recuperados por centrifugacion a 800 g por 10 min y utilizados para el
screening de las colonias en el desarrollo de los anticuerpos.

2.2.4 Obtencion ooquistes de Cryptosporidium spp.

Ooquistes de Cryptosporidium parvum de la cepa lowa fueron provistos por el
Dr. Vitaliano Cama (Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades CDC,
Atlanta, Estados Unidos de Norte América) y utilizados para la infeccion de terneros en
la Universidad Catolica de Cordoba. Por otra parte se obtuvieron también muestras de
heces de individuos infectados provistas por el Dr. Robert Gilman (Universidad
Cayetano Heredia, Pert). De estas muestras se recuperaron ooquistes necesarios para la

infeccién de los terneros.

2.2.5 Infeccion experimental en terneros con Cryptosporidium parvum

Se seleccionaron terneros de la raza Aberdinangus de menos de una semana de
edad, los cuales fueron aislados en un recinto especialmente preparado para evitar la
diseminacion y facilitar la recoleccion de las muestras. Los animales fueron controlados
y manipulados durante todo el procedimiento experimental. La infeccion se realizé por
via oral mediante sondas o administrando el inéculo junto con un sustituto lacteo (en
ambos casos la carga parasitaria fue de 1 x 10* ooquistes por mL). A partir del
momento de la infeccion se realizd la recoleccion de materia fecal hasta el dia de la
resolucion de la patologia. Dicho material fue examinado al microscopio por la técnica
de Kinyou para confirmar la presencia de ooquistes. Estas muestras presentaron una alta

carga parasitaria coincidente con las manifestaciones clinicas del animal y son las que
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se utilizaron para la purificacion de ooquistes que luego serian utilizados como

antigenos.

2.2.6 Purificacion de ooquistes de Cryptosporidium spp.

Para purificar grandes cantidades de ooquistes de las muestras de heces de estos
animales, se diluyeron éstas en una proporcion de 1:4 con agua destilada y se
centrifugaron a 5.000 g por 10 min. La fase liquida fue descartada y el sedimento fue
resuspendido en agua repitiendo nuevamente el procedimiento. Los materiales grasos
fueron removidos resuspendiendo el sedimento en una solucién fria de 1% (P/V) de
NaHCOg, adicionando luego una capa de éter frio y centrifugando la mezcla a 5.000 g
por 10 min. Luego de la centrifugacion, el sobrenadante conteniendo el tapon graso fue
eliminado y el sedimento se resuspendié con la solucidn fria de 1% (P/V) de NaHCO3; y
se pasO a través de una capa de gasa pre-humedecida no absorbente para eliminar
impurezas; luego el paso de extraccion con éter fue repetido. Después de la
centrifugacion final, se descarté el sobrenadante y se agreg6 al sedimento 40 mL de una
solucién fria de Sacarosa 55% (P/V). Por ultimo, se agregaron 10 mL de H,O fria muy
lentamente por las paredes del tubo para asegurarse que se formen dos capas y se
centrifugé a 4000 x g por 20 min. Los ooquistes se purificaron de la interfase. La
superficie de los ooquistes fue esterilizada con una solucién de etanol 70% (V/V)
durante 30 min, y luego se lavaron con un buffer salino y se conservaron en PBS a 4°C

hasta su utilizacion.

2.2.7 Generacion de proteinas de la pared del quiste de Giardia recombinantes
Los mARNSs que codifican para las proteinas de la pared del quiste 1 y 2
(denominadas por sus siglas en inglés Cyst Wall Protein; CWP1 y CWP2) fueron
amplificados mediante sondas que extienden ambos genes sin su péptido sefal.
Inicialmente, se extrajo el ARN total de trofozoitos mantenidos en medio de
enquistamiento por 24 h utilizando Trizol (Invitrogen) y posteriormente se generé el
ADN copia utilizando una sonda de poli(T), y la enzima Transcriptasa Reversa
SuperScript 1 (Invitrogen). Luego, los genes se amplificaron por PCR utilizando las
sondas especificas que incluyen sitios de restriccion para su posterior clonado mediante
una Taq polimerasa de alta fidelidad (Pfx; Invitrogen). Ambos genes fueron clonados en
el vector pGEM-T4 que permite la expresion dirigida por el promotor LacZ de E. coli

de proteinas de fusion con Glutation-S-Transferasa (GST) de Schistosoma japonicum.
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Dado que CWP2 es facilmente procesada perdiendo su region C-terminal alcalina, se
realizd una construccion conteniendo GST en su extremo N-terminal y seis histidinas
(Hisg) en su extremo C-terminal. Esto permitié la purificacion de ambas proteinas
recombinantes a partir de E. coli (cepa DH5a) transformadas con los vectores e
inducidas con isopropil-p-D-tiogalactésido (IPTG), mediante una columna de glutation
reducido (que se une a GST) y otra de Niquel-agarosa (que se une a Hisg). Las
proteinas de fusidn unidas a las columnas fueron tratadas con trombina (Sigma-Aldrich)
para liberar las CWPs recombinantes de la GST que permanece unida a la columna. Las
CWPs purificadas fueron luego utilizadas para inmunizar animales para la produccion

de anticuerpos monoclonales.

2.3 Produccion de anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales fueron producidos por medio de procedimientos
estandar utilizando para las inmunizaciones de los animales antigenos especificos para
cada caso (para Entamoeba histolytica trofozoitos y quistes, para Giardia lamblia
proteinas recombinantes CWP1 y CWP2, y ooquistes para Cryptosporidium spp.) (23).
Ratones hembras BALB/c (libres de patogenos especificos; SPF por sus siglas en
Inglés) de seis semanas de edad fueron inmunizados intraperitonealmente con 200 pL
de la preparacion de antigeno emulsionado con adyuvante (Sigma Adjuvant System,
Sigma Aldrich) segln la recomendacion del fabricante. Para completar el esquema de
inmunizaciones se realizaron tres inyecciones mas a intervalos de siete dias. Una
semana antes de la fusidn, se tested por inmunofluorescencia indirecta la presencia de
anticuerpos policlonales en el suero de los animales inmunizados por ELISA. Los
animales que presentaron el mayor titulo de anticuerpos fueron seleccionados para la
fusion. A éstos, tres dias antes de la fusion, se les realizé el desafio por via endovenosa
con el antigeno puro resuspendido en solucion salina (23).

Paralelamente fueron cultivadas las celulas mieloma NSO en medio RPMI 1640
(Sigma-Aldrich), adicionado con 20% de suero fetal bovino, 2 mM de L-glutamina
(Sigma-Aldrich) y con una mezcla de antibidticos-antimicoticos (100 pg/mL penicilina,
100ug/mL estreptomicina y 0.25 ug/mL fungizona, Invitrogen).

El dia de la fusion, los ratones fueron sacrificados, el bazo extraido y sus células
fusionadas con células de mieloma NSO, utilizando polietilenglicol (PEG) como agente
fusionante (Sigma-Aldrich) para producir hibridomas o células hibridas secretoras de

anticuerpos monoclonales. Para la seleccion se utilizé hipoxantina, aminopterina y
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timidina (HAT; Sigma-Aldrich), el cual se adiciond al medio de cultivo. Las células
fueron cultivadas en placas de 96 pocillos a 37°C en atmosfera controlada con 5% de
CO; durante un periodo 7 a 10 dias a partir del cual se comenz6 a evaluar
microscopicamente la aparicion de colonias en las placas. Se recolectd el sobrenadante
de cultivo de aquellos pocillos donde se observd crecimiento de hibridomas para
analizar su reactividad con trofozoitos o quistes por inmunofluorescencia indirecta. Las

colonias que resultaron positivas fueron expandidas y clonadas por dilucién limite (23).

2.4  Screening de colonias por microscopia de fluorescencia

Los trofozoitos de E. histolytica obtenidos del cultivo, ooquistes de
Cryptosporidium spp y los quistes de Giardia lamblia y E. histolytica se fijaron con
paraformaldehido al 4% durante 10 min, posteriormente se incubaron durante 30 min
con solucién bloqueante (PBS 1X/Triton X100 0,05%, albdmina sérica bovina (BSA)
3%). Después de la incubacion por 1 h a temperatura ambiente con el correspondiente
sobrenadante, los tubos de reaccion fueron lavados con PBS 1X/Triton X-100 0,005%,
y posteriormente incubados con el anticuerpo secundario (suero de cabra anti-
inmunoglobulinas de ratén marcado con fluoresceina, Sigma-Aldrich) que fue utilizado
a una dilucién 1/2.000 en solucién de bloqueo por 1 h. Los nacleos fueron visualizados
mediante la tincion con 47, 6 diamidino-2-fenilindol (DAPI por sus siglas en inglés)
diluido 1/1.000, ya que esta sustancia forma complejos fluorescentes con la doble
cadena de ADN. La aplicacion de esta técnica nos permitio determinar qué colonias
producian anticuerpos y, en el caso de que se observara reactividad, determinar la

localizacidn celular de los antigenos reconocidos por los anticuerpos monoclonales.

2.5 Isotipificacion de anticuerpos
El isotipo y la composicion de la cadena liviana de esos anticuerpos fue
determinada usando un kit comercial (mouse monoclonal antibody isotyping Kkit,

dipstick format - Hycult Biotechnology).

2.6 Enzimo-inmuno ensayo (o ELISA por sus siglas en inglés)

Los quistes, ooquistes y los trofozoitos de cultivo fueron unidos a placas de
ELISA de alta capacidad (Millipore), en solucion de 2 pg/mL de antigeno en buffer
fosfato 10 mM pH 7,0. Posteriormente incubados en una solucion de bloqueo (PBS,

BSA3%) durante 2 h a temperatura ambiente. Luego de 3 lavados con PBS, se
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agregaron los sobrenadantes de los hibridomas durante 1 h a temperatura ambiente.
Luego de dos lavados con PBS, se incub6 con un anticuerpo secundario de conejo anti-
inmunoglobulinas de raton marcado con Fosfatasa Alcalina en una dilucién 1/2.000,
durante 1 h a temperatura ambiente. Pasado este tiempo y luego de dos lavados con
PBS, la reaccion fue revelada mediante el agregado del sustrato de Fosfatasa Alcalina,
p-nitrofenilfosfato 1 mg/mL (Sigma-Aldrich), pudiéndose observar la formacion de
color o midiendo la absorbancia a 450 nm en un lector de ELISA marca Multiscan X de
Thermo Scientific.

2.7  Electroforesis de proteinas en geles de SDS/poliacrilamida y Western

blotting

Los quistes y ooquistes de los protozoos fueron lisados y determinada su
concentracion de proteinas. Utilizando iguales concentraciones de proteinas totales se
realizaron las corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida conteniendo dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) en condiciones reductoras, posteriormente se realizé la
transferencia de proteinas a una membrana de acetato de celulosa, la cual fue incubada
con los anticuerpos especificos que fueron desarrollados, para la deteccién de las
proteinas.

Las proteinas fueron hervidas 10 min en buffer de siembra (Tris-HCI 0,5 M, pH
6,8, SDS 10%, Glicerol 10%, azul de Bromofenol 0,5%) en presencia o ausencia de f3-
mercaptoetanol 5 mM y sembradas en geles de poliacrilamida al 10-20%/SDS 0,1%. La
electroforesis fue realizada utilizando el sistema Mini-PROTEAN Il (Bio-Rad), a un
voltaje constante de 200 V.

Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (Optitran BA-S
85, Schleicher & Schuell o Hybond-C, Amersham) en buffer conteniendo Tris 20 mM,
glicina 150 mM y metanol 20% a 100 V por 1,30-5 h a 4°C (PS 1200 PC Power Supply,
Hoefer Scientific Instruments). Las membranas fueron bloqueadas con PBS/Tween 20
0,5%/ BSA 3% e incubadas por 1 h con los anticuerpos correspondientes diluidos
1/1.000 en solucién blogueante.

Luego de ser lavadas con PBS/Tween 20 0,5%, las membranas fueron incubadas
con suero de cabra anti-inmunoglobulinas de ratdn conjugado a Fosfatasa Alcalina
(Southern Biotechnology) y reveladas con sustrato para Fosfatasa Alcalina (BCIP/NBT,

Color Development Solution, Bio-Rad).
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Los anticuerpos utilizados fueron: mAb 6C12 para E. histolytica, mAb 8F12
para CWP1, mAb 7D6 para CWP2 ambos de Giardia lamblia y mAb 15B12, mAbs
16H7 para ooquistes de Cryptosporidium spp. Para revelar se utiliz6 suero de cabra anti-
inmunoglobulinas de ratén conjugado a Fosfatasa Alcalina (Southern Biotechnology) y

posteriormente el sustrato BCIP/NBT (Color Development Solution de Bio-Rad).

2.8 Determinacion del contenido total de proteinas
La determinacion fue realizada utilizando un kit comercial BCA™ Protein
Assay kit (Pierce) que utiliza BCA (acido binconinico) segun especificaciones del

fabricante.

2.9  Ensayos de caracterizacion del mAb 6C12 de Entamoeba histolytica

Con el fin de poder determinar la naturaleza quimica del epitope al cual esta
dirigido este anticuerpo monoclonal, se realizaron diferentes ensayos en los cuales se
sometieron a los quistes a tratamientos con diferentes enzimas que digieren proteinas o
glacidos y luego se analizo si se observaba algun tipo de cambio en la intensidad o de la
marca por inmunofluorescencia con el mAb. Para determinar si se trataba de una
proteina utilizamos Tripsina, Proteinasa K y Ditiotreitol (DTT). Por otra parte para
saber si el epitope que reconoce el mAb es un glicido usamos Calcofluor, quitinasa,
yeast lytic enzyme, periodato y neuraminidasa (todos de Sigma-Aldrich).

2.9.1 Tratamiento con tripsina

Los quistes purificados fueron lavados con buffer fosfato salino (PBS),
centrifugados y al sedimento se le agregd Tripsina (0,5% y 0,25%, Sigma-Aldrich) y se
incubd la mezcla a 37°C durante 30 min. Luego se lavo dos veces con PBS y los quistes

se utilizaron para efectuar el analisis de inmunofluorescencia.

2.9.2 Tratamiento con Proteinasa K
Los quistes previamente purificados fueron incubados con Proteinasa K (60
mUA/mL y 120 mUA/mL, Sigma-Aldrich) durante 3 h a 56°C, luego fueron lavados

tres veces con PBS y utilizados para efectuar el analisis de inmunofluorescencia.
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2.9.3 Tratamiento con DTT
Los quistes purificados y lavados se incubaron a 37°C durante 30 min con DTT
(6 mmol/L y 12 mmol/L), luego fueron lavados 3 veces con PBS vy utilizados para

realizar el analisis de inmunofluorescencia.

2.9.4 Tratamiento con Quitinasa

Los quistes purificados y lavados con PBS, fueron incubados con Quitinasa (0,5
U/mL, 1,2 U/mL y 2,5 U/mL) (Sigma-Aldrich) a 37°C durante 3 h. Posteriormente se
lavaron nuevamente con PBS y se utilizaron para efectuar los analisis de

inmunofluorescencia.

2.9.5 Tratamiento con Periodato

Los quistes purificados y lavados con PBS, se incubaron con una solucion de
periodato 20 mM a 56°C durante 30 min y 3 h a 37°C y a temperatura ambiente toda la
noche. Luego se lavaron nuevamente con PBS vy se utilizaron para realizar las pruebas

de inmunofluorescencia.

2.9.6 Tratamiento con Yeast lytic Enzyme

Los quistes purificados y lavados con PBS fueron incubados con yeast lytic
enzyme en concentraciones de 2, 4y 8 U/mL (Zymolase, MP Biomedicals) a 37°C por
30 min. Luego de varios lavados con PBS fueron utilizados para realizar analisis de

inmunofluorescencia.

2.9.7 Tratamiento con Neuraminidasa
Los quistes purificados y lavados con PBS fueron incubados con Neuraminidasa
(Sigma-Aldrich) 2 U/mL a 37° C por 30 min. Luego de varios lavados con PBS fueron

utilizados para realizar andlisis de inmunofluorescencia.

2.9.8 Tratamiento con Calcofluor-White
Los quistes purificados y lavados con PBS fueron incubados con Calcofluor
White (Sigma-Aldrich) a 37°C por 30 min. Luego de varios lavados con PBS fueron

utilizados para realizar analisis de inmunofluorescencia.
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2.10 Disefioy preparacion de la tira reactiva

Membranas de nitrocelulosa (tamafio de poro 0,45 um, Schleicher & Schuell o
Hybond-C, Amersham) fueron adheridas a papel de filtro y ambas capas pegadas a un
soporte plastico flexible (peliculas radiogréficas usadas). Las muestras se aplicaron en
puntos separados entre ellos con una distancia de 4 mm. Los siguientes elementos
fueron utilizados: controles positivos y anticuerpos especificos para la captura de
antigenos en la muestra de materia fecal. Como controles positivos se usaron quistes de
Giardia lamblia generados in vitro, ooquistes de Cryptosporidium parvum obtenidos y
purificados de terneros infectados experimentalmente y extractos proteicos de
Entamoeba histolytica. Para la captura de antigenos utilizamos los anticuerpos
monoclonales generados contra cada una de las especies, mAb 7D6 anti-quistes de G.
lamblia, mAb 15B12 anti-ooquistes de Cryptosporidium spp. y mAb 6C12 anti-quistes
de Entamoeba histolytica y en un Gltimo lugar un anticuerpo monoclonal inespecifico
que sirva de control negativo. Luego las tiras fueron blogueadas con una solucién de
PBS/Tween 20 0,5%/ BSA 3% (Sigma-Aldrich).

2.11 Procedimiento del test con las tiras reactivas (Inmunoblot por doble captura
de antigenos)

Las tiras se incubaron con diluciones 1/10 de las muestras de materia fecal por 1
h a temperatura ambiente. Posteriormente fueron lavadas con PBS, incubadas durante 1
h a temperatura ambiente con una mezcla de anticuerpos monoclonales (mAb 7D6 anti-
quistes de G. lamblia, mAb 15B12 anti-ooquistes de Cryptosporidium spp. y mAb 6C12
anti-quistes de E. histolytica) marcados con Peroxidasa (HRP). Por Gltimo, luego de un
lavado se coloco la tira en la solucién reveladora (perdxido/diaminobencidina) hasta
observar la presencia o ausencia de color.

El andlisis de la especificidad y sensibilidad del test se realizO mediante la
utilizacion de materias fecales de individuos sanos con el agregado de numeros
crecientes de quistes de los diferentes protozoarios. La reproducibilidad del test se
probd con mas de 800 muestras de materia fecal obtenidas de pacientes provenientes de

México, Perd, Brasil y diversas zonas de la Argentina.

2.12  Deteccion de trofozoitos de E. histolytica en biopsias de tejidos
Con el fin de evaluar la reactividad de los anticuerpos generados contra los

trofozoitos de E. histolytica se utilizaron biopsias de tejido de un paciente con
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diagnostico de Amebiosis que presentaba abscesos amebianos en higado y pulmon.
Estas muestras fueron obtenidas gracias a la colaboracion del Servicio de Anatomia
Patoldgica del Hospital Universitario Clinica Reina Fabiola de la Universidad Catdlica
de Cordoba, Argentina. Los materiales obtenidos de ambos drganos, fueron fijados con
formaldehido al 4% e incluidos en parafina y los cortes realizados con micrétomo.
Ademés de la clasica coloracion de hematoxilina-eosina, también se realizd otra con
biotina-avidina-Peroxidasa, utilizando como anticuerpo primario en mAb 1G4 contra

trofozoitos de E. histolytica.

2.13  Analisis Estadistico

Los porcentajes de pruebas positivas detectadas por microscopia y tiras reactivas
fueron calculados estadisticamente. Ademaés, la sensibilidad, especificidad y valor
predictivo negativo (NPV) y positivo de las tiras reactivas (PPV) fue calculado de

acuerdo con Knapp and Miller (56).
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CAPITULO III

RESULTADOS
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3.1  Desarrollo de anticuerpos monoclonales contra quistes de E. histolytica

Tal como se describe en Materiales y Métodos, los animales inmunizados con
quistes de E. histolytica fueron sacrificados y su bazo fusionado con células NSO, segln
el protocolo establecido previamente. Las colonias en crecimiento fueron chequeadas
por inmunofluorescencia, utilizando como anticuerpo primario el sobrenadante de
cultivo de la colonia y como anticuerpo secundario suero de cabra anti-
inmunoglobulinas de ratdbn marcado con fluoresceina, posteriormente la colonia que
resulté positiva fue expandida. De esta forma se obtuvo el anticuerpo monoclonal 6C12,
que mostré por inmunofluorescencia una fuerte marca sobre la pared quistica, tal como

se observa en la Figura 9.

A) Contraste de fase B) mAb 6C12

C) DAPI D) Superposicion

Figura 9: Inmunofluorescencia de quistes de E. histolytica utilizando el mAb 6C12. A) Grupo de
quistes de E. histolytica obtenidos de un paciente con Amebiosis activa proveniente de Brasil observados
por microscopia de contraste de fase. B) Inmunofluorescencia de los quistes usando el mAb 6C12 como
anticuerpo primario y un anticuerpo secundario conjugado a fluoresceina. C) Nucleos de los quistes
tefiidos con DAPI donde se puede visualizar los cuatro nucleos caracteristicos del parésito. D)
Superposicion de la tincion de DAPI y fluoresceina.

3.2  Caracterizacion del mAb 6C12 de Entamoeba histolytica

Se realizaron diferentes ensayos cuyo fin fue tratar de determinar si el epitope
reconocido en la pared del quiste de E. histolytica por el mAb 6C12 es un glicido o una
proteina. Para ello se sometieron a los quistes a diferentes tratamientos que degradan
ciertos glucidos o proteinas y luego se les realiz6 una inmunofluorescencia utilizando

como anticuerpo primario el mAb 6C12. De esta forma se analizd si existia algun tipo

40



de cambio en los quistes, ya sea morfoldgico, en la intensidad de fluorescencia o si se
mantenian o no las agrupaciones tipicas de los quistes que se observan durante su
purificacion a partir de la materia fecal, comparado con los quistes control sin
tratamiento tefiidos con blanco de calcofluor (Figura 10).

Figura 10: Inmunofluorescencia de quistes de E. histolytica utilizando el mAb 6C12. Tanto en la
figura A (400X) como en la B (200X) se observa una fuerte marca en toda la superficie de los quistes,
como asi también la tipica formacion de clusters o agrupaciones.

3.2.1 Tratamiento con Proteinasa K

La Proteinasa K es una enzima involucrada en la digestion de proteinas y cuyo
sitio predominante de clivaje es el enlace peptidico adyacente al grupo carboxilo de
aminoacidos alifaticos y aromaticos con grupos a-amino bloqueados. Luego del
tratamiento con esta enzima se observd una notable diminucién en la intensidad de la
marca por inmunofluorescencia, como asi también la liberacién en algunos quistes de

material hacia el medio y la desaparicion de las agrupaciones (Figura 11).

3.2.3 Tratamiento con Tripsina

Tripsina es una enzima que escinde selectivamente los enlaces peptidicos donde
se encuentran aminoacidos diaminados (lisina y arginina). A través de la
inmunofluorescencia posterior al tratamiento con esta enzima, puede observarse que no
hay una disminucién tan marcada de la tincion como se observaba luego del tratamiento
con proteinasa K, y tampoco se observa desaparicion de las agrupaciones, aunque si
hay una notoria liberacion de material al exterior y se observan algunos cambios

morfoldgicos: los quistes se encogen tal como puede observarse en la Figura 12.
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3.2.4 Tratamiento con Ditiotreitol (DTT)

ElI DTT es un fuerte agente reductor utilizado con frecuencia para reducir
enlaces disulfuro intra- e inter-moleculares de proteinas. La inmunofluorescencia
posterior al tratamiento con DTT no presentd cambios en la intensidad de fluorescencia,
ni en la morfologia, ni tampoco en la formacién de agrupaciones, tal como se observa

en la Figura 13.

A

Figura 11: Inmunofluorescencia de quistes de E. histolytica utilizando el mAb 6C12 posterior al
tratamiento con proteinasa K. A) Aqui se muestra un grupo de quistes que presentan una notable
disminucién en la fluorescencia. B) Quiste liberando material al exterior. C) Quistes con disminucion en
la marca fluorescente, y D) los mismos quistes que en C pero con marca positiva con Calcofluor.

Figura 12: Inmunofluorescencia de quistes de E. histolytica utilizando el mAb 6C12 posterior al
tratamiento con Tripsina. A) Tipica agrupacion de quistes a la izquierda con fuerte marca fluorescente y
donde se observa ese encogimiento en la pared quistica, a la derecha la misma muestra control positivo de
Calcofluor. B) Quistes con gran liberacion de material al medio.
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Figura 13: Inmunofluorescencia de quistes de E. histolytica utilizando como anticuerpo primario el
mAb 6C12 posterior al tratamiento con Ditiotreitol. A la izquierda se observan los quistes con fuerte
marca y sin cambios morfoldgicos, a la derecha los mismos quistes con tincion de Calcofluor como
control.

3.2.5 Tincion con Calcofluor-White

La técnica de blanco de Calcofluor se basa en la propiedad que tiene esta
sustancia de emitir fluorescencia cuando se la irradia con luz ultravioleta y de la
afinidad que tiene con estructuras que posean celulosa y quitina. No es especifico ya
que puede colorear diferentes especies como hongos y quistes de diversos parasitos. En

estos experimentos esta tincidn se uso como control de la presencia de quistes.

3.2.6 Tratamiento con Quitinasa

La Quitinasa es una enzima que actla sobre glucidos capaz de degradar
polimeros de N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) que poseen enlaces B (1-4),
principalmente la quitina. Luego de un tratamiento con este compuesto, la
inmunofluorescencia presenta una marca intensa similar a la del Calcofluor en los
quistes integros y una marca mas débil en los rotos, desaparece la formacion de

agregados y no presenta fuga de material al medio (Figura 14).

3.2.7 Tratamiento con Neuraminidasa

Esta enzima es capaz de romper los enlaces de acido sialico de oligosacaridos,
glicolipidos y glicoproteinas. Luego del tratamiento con la enzima no se observaron
cambios en la formacion de agrupaciones, ni en la intensidad de la fluorescencia, ni la

fuga de material al medio (Figura 15).
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Figura 14: Inmunofluorescencia de quistes de E. histolytica utilizando como anticuerpo primario el
mAb 6C12 posterior al tratamiento con Quitinasa. A la derecha se observa el control de quistes con la
tincion de Calcofluor. A la izquierda se observan los quistes con igual intensidad en la marca, no se
observan agrupaciones, ni fuga de material.

Figura 15: Inmunofluorescencia de quistes de E. histolytica utilizando el mAb 6C12 posterior al
tratamiento con Neuraminidasa. A la derecha control con tincidn de Calcofluor, a la izquierda quiste
donde se observa que no hay liberacién de material y marca fluorescente intensa.

3.2.8 Tratamiento con Periodato
El tratamiento con periodato es muy usado para producir la oxidacion de
azucares. Este compuesto rompe enlaces entre dos carbonos en los que ambos tienen

involucrado un atomo de oxigeno (grupo hidroxilo, cetona o aldehido). Si bien luego del
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tratamiento se siguen observando las agrupaciones y no hay fuga de material, hay una
pequefia disminucion de la intensidad de la marca con respecto a su control con
Calcofluor, los quistes aparecen como maés fréagiles y se observa una separacion entre la

pared quistica y la membrana celular (Figura 16).

Figura 16: Inmunofluorescencia de quistes de E. histolytica utilizando el mAb 6C12 posterior al
tratamiento con Periodato. En la imagen de la izquierda se observa una leve disminucion en la
intensidad de la fluorescencia, una separacion entre la membrana celular y la pared quistica, se conservan
las agrupaciones y sin pérdida de material al exterior. A la derecha imagen control con Calcofluor.

3.2.9 Tratamiento con Enzima Litica de Levaduras
Esta enzima produce la lisis de las células levaduriformes ya que hidroliza
polimeros de glucosa que posean enlaces B (1-3). Luego del tratamiento con esta enzima

no se observo ningln cambio en los parametros analizados (Figura 17).

Como se puede observar, la mayoria de los cambios observados con los
tratamientos realizados se obtuvieron cuando se utilizaron enzimas que producen
modificaciones sobre proteinas, con lo cual se podria concluir que este anticuerpo
monoclonal reconoceria a una molécula proteica que forme la pared quistica. Por otra
parte se observd gque solo con el tratamiento con quitinasa desaparecia la formacion de
agrupaciones tipicas, lo que hace sospechar que quizas la quitina pueda ser la molécula

involucrada en la formacion de agrupamientos.
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Figura 17: Inmunofluorescencia de quistes de E. histolytica utilizando como anticuerpo primario el
mADb 6C12 posterior al tratamiento con enzima litica de levaduras. Se observa una marca intensa en
todos los quistes, sin fuga de material y manteniéndose las agrupaciones, a la derecha control de
Calcofluor.

3.3 Isotipificacion del mAbs 6C12
Se determiné el isotipo de este anticuerpo segin fue descripto en Materiales y
Métodos, resultando del isotipo IgM con cadena Kappa como se observa en Figura 18.

Figural8. Isotipificacion del mAb 6C12. Los resultados indican que corresponde a una IgM.

3.4 Analisis de Western Blot
Para realizar el analisis de western blot y ante la dificultad de contar con
muestras de quistes de E. histolytica, recurrimos a la obtencién in vitro de

pseudoquistes, utilizando dos tipos de medio de cultivo, uno envejecido y otro
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conteniendo suero humano bajo en lipoproteinas. A su vez se realizé el estudio en tres
condiciones de las muestras: con PBS y sin lisis, lisis con buffer RIPA (20 mM Tris-
HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 1 mM NaEDTA; 1 mM EGTA; 1% NP-40; 1%
Deoxicolato de sodio; 2,5 mM pirofosfato de sodio; 1 mM [-glicerofosfato; 1 mM
Na,VO,); 1 ug/mL leupeptina) y lisis por sonicacion. Utilizando concentraciones
iguales de proteinas en cada una de las condiciones mencionadas anteriormente, se
realiz6 una corrida electroforética en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) en
condiciones reductoras. Posteriormente se realizd la trasferencia de proteinas a una
membrana de acetato de celulosa, luego la membrana fue incubada con el anticuerpo
6C12 y posteriormente con un anticuerpo de cabra anti-inmunoglobulinas de ratén
marcada con fosfatasa alcalina para su posterior revelado.

Como resultado se obtuvo una banda de aproximadamente 20 kDa cuando
utilizamos suero humano bajo en lipoproteinas tanto para la lisis en RIPA como para la

lisis por sonicacion. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 19.

Sin lisis . PBS T T T T -
Sonicadko - - - - + 4+ + + - - - -

RIPA + + + + - - - - - - - -
Cultivoviejo + + - - + + - - + + - -

Cultivo suero humano & & ik

181,8
115,5
82,2

48,8

25,9 -
19,4
14,8

6

Figura 19. Ensayo de Western blot en pseudoquistes de E. histolytica. Fotografia de las membranas de
nitrocelulosa luego de realizar una SDS-PAGE de las proteinas de pseudoquistes. En la parte superior de
la fotografia se especifican las diferentes condiciones de cultivo y lisis de los pseudoquistes. H
corresponde a muestra hervida y N a muestra no hervida. En las condiciones de cultivo con suero y lisis
con RIPA y sonicacidn se observan las bandas de aproximadamente 20 kDa.
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3.5  Evaluacion de la especificidad del anticuerpo con otras especies

Para que este anticuerpo pudiera ser considerado para su utilizacion en pruebas
diagndsticas era esencial en primera instancia evaluar su especificidad enfrentdndolo a
quistes y trofozoitos de otras especies que microscopicamente resultan similares y se
prestan a confusion, para asegurarnos de que no presentaran reaccion cruzada con
ninguno de ellos. También era necesario evaluar su reactividad frente a muestras de
materia fecal en fresco y recolectadas con diferentes conservantes utilizados
habitualmente en los laboratorios clinicos (Formalina, SAF, Etanol, Polivinil Alcohol).

Se realizé entonces un primer estudio con un grupo de muestras cedidas por la
Dra. Marianne Lebbad del Instituto de Control de Enfermedades Infecciosas, Karolinska
Institutet, Estocolmo, Suecia. Estas muestras se encontraban conservadas en diferentes
soluciones y presentaban diversas especies parasitarias, que habian sido determinadas
por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). A todas estas muestras se les realiz6 un
ensayo de inmunofluorescencia utilizando como anticuerpo primario el anticuerpo
monoclonal 6C12. Independientemente de la solucion conservante en la que se
encontraban las muestras se observd una fuerte marca en todas aquellas que poseian
quistes de E. histolytica o Entamoeba dispar, y resultaron negativas todas aquellas que
presentaban quistes de otras especies. Sorpresivamente una de las muestras obtenidas de
materia fecal de cabra también mostr6 una reaccidén positiva sobre unas amebas
uninucleadas, lamentablemente no se conoce mucho sobre estas amebas ya que son
consideradas comensales y por este motivo no se les ha prestado mucha atencién. Los
resultados obtenidos se resumen en la Tabla 2.

Por otra parte este anticuerpo fue testeado con méas de 900 muestras cedidas por
diferentes pat6logos y analistas de varias regiones del mundo, positivas para algun tipo
de paréasito, algunas incluso para el complejo Entamoeba histolytica/dispar (cuyo
diagnostico habia sido realizado por observacion microscédpica) y mas de 100 muestras
negativas (Gran numero de muestras aportadas por el Dr. Robert Gilman, Universidad
Cayetano Heredia, Peru). De esta manera se evalud la reactividad del anticuerpo frente a
Blastocystis hominis, Chilomastix mesnili, ooquistes de Cyclospora cayetanensis,
Dientamoeba fragilis, Endolimax nana, Entamoeba coli, Entamoeba hartmanni,
Entamoeba polecki-like, quistes y trofozoitos de Giardia lamblia, lodamoeba Bustschlii,
ooquistes de Cryptosporidium, Microsporidium, Enterobius vermiculares, diferentes
huevos de Taenias y trofozoitos de Entamoeba histolytica. El anticuerpo presenté una

reactividad del 100% en todas aquellas muestras que poseian lo que se conoce como
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complejo E. histolytica/dispar, y no presento reaccion cruzada con ningun quiste, huevo
o trofozoito de ningun otro parasito, incluso resulté negativa ain cuando se los enfrento
con trofozoitos de su propia especie. Cabe destacar que si bien este anticuerpo carece de
la habilidad de discernir entre ambas especies, siempre la reaccion resulta positiva
cuando alguna de las dos especies, 0 ambas se encuentran presente.

Demostro ademas tener una intensidad de marca igualmente buena en la pared
de todos los quistes tanto en muestras conservadas en distintas soluciones fijadoras

como también en muestras frescas, tal como se observa en la Figura 20.

Figura 20. Inmunofluorescencia sobre muestras de materia fecal utilizando el mAb 6C12 como
anticuerpo primario. Tanto en la muestra A (muestra fresca) como en la B (muestra conservada en SAF)
se observa una marca fuerte sobre toda la superficie de los quistes.

Un total de 96 muestras a las que se les realiz6 un diagndstico inicial por
microscopia optica fueron enviadas desde Institutet Karolinska, Suecia, para evaluar la
reactividad del anticuerpo. De este total de muestras, 47 fueron determinadas como
positivas para el complejo E. histolytica/dispar, 39 negativas y 10 de ellas negativas
pero con la presencia de algunos quistes sospechosos y cuya etiologia era imposible de
determinar a traves de una simple observacion microscopica. A todas ellas se les realiz
una inmunofluorescencia utilizando como anticuerpo primario el mAb 6C12. Las 47
muestras positivas por microscopia convencional, también resultaron positivas por
inmunofluorescencia usando el anticuerpo, las 39 negativas también lo fueron por
inmunofluorescencia. Ademéas a todas ellas se les realizaron ensayos de PCR

confirmando los resultados anteriores por ambas técnicas. Con respecto a las diez
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muestras que presentaban sospecha los diagndsticos efectuados por las 3 técnicas se

detallan seguidamente.

Tabla 2. Determinacién de la reactividad del mAb 6C12 en diferentes muestras.

PARASITO mAb 6C12 Aislados Observaciones
Quistes de Entamoeba Positivo 3 Fuerte marca por IFA, todos los
histolytica fijados en quistes presentan marca. Especie
formalina verificada por PCR
Quistes de Entamoeba Positivo 1 Fuerte marca por IFA, todos los
histolytica fijados con quistes presentan marca. Especie
etanol verificada por PCR
Quistes de Entamoeba Positivo 6 Fuerte marca por IFA, todos los
dispar fijados con SAF quistes presentan marca. Cuatro de
estas muestras fueron aisladas de
pacientes, una de mono y otra provista
por ATTC. Todas verificadas por PCR
Quistes de Entamoeba Positivo 1 Fuerte marca por IFA, todos los
dispar fijados con etanol quistes presentan marca. Especie
verificada por PCR
Quistes de Entamoeba Negativo 4 No se observé marca por IFA
coli fijadas con Especie verificada por PCR
formalina y SAF
Quistes de Entamoeba Negativo 2 No se observé marca por IFA
hartmanni fijadas con Especie verificada por PCR
formalina
Quistes de Entamoeba Negativo 5 No se observé marca por IFA
polecki-like fijados con Especie verificada por PCR
formalina
Quistes uninucleados Positivo 1 Varios quistes presentaron marca
provenientes de cabra
fijados en formalina
Quistes de lodamoeba Negativo 2 No se observé marca por IFA
butschili fijados con Especie verificada por PCR
formalina
Quistes de Endolimax Negativo 2 No se observé marca por IFA
nana fijados con Especie verificada por PCR
formalina
Quistes de Giardia Negativo 5 No se observé marca por IFA
lamblia fijados con Especie verificada por PCR
formalina
Blastocytis hominis Negativo 1 No se observé marca por IFA
fijados con formalina Especie verificada por PCR
Quistes de Entamoeba Negativo 1 No se observé marca por IFA

moshkovskii fijados con
formalina

Especie verificada por PCR

Como se puede observar en la Tabla 3, del total de las muestras dudosas, tres de

ellas resultaron positivas por PCR, técnica altamente sensible y que hasta el momento se

considera como confirmatoria, y de esas tres positivas, una de ellas también lo fue por

50




inmunofluorescencia usando el mAb 6C12. Las otras dos muestras restantes
presentaban 1 y 3 quistes sospechosos respectivamente, 1o que nos indicaria que quizas
ésta escasa cantidad de quistes escape a los limites de deteccion del anticuerpo,
contrariamente a lo que ocurre con el ensayo de PCR (el ADN extraido solamente de un

quiste es suficiente para realizar la prueba).

Tabla 3. Comparacion de microscopia dptica, PCR e inmunofluorescencia.

Diagnostico por Microscopia optica IF mAb 6C12 PCR

1 Entamoeba coli y algunos quistes sospechosos de | Negativo Negativo
E. histolytica/dispar

2 Entamoeba coli y algunos quistes sospechosos de | Negativo Negativo
E. histolytica/dispar

3 Entamoeba coli y algunos quistes sospechosos de | Negativo Negativo
E. histolytica/dispar

4 Entamoeba coli y algunos quistes sospechosos de | Positivo Positivo
E. histolytica/dispar

5 Entamoeba coli y algunos quistes sospechosos de | Negativo Negativo
E. histolytica/dispar

6 Entamoeba coli y algunos quistes sospechosos de | Negativo Negativo
E. histolytica/dispar

7 Entamoeba coli y algunos quistes sospechosos de | Negativo Negativo
E. histolytica/dispar

8 Entamoeba hartmanni y algunos quistes | Negativo Negativo
sospechosos de E. histolytica/dispar

9 S6lo tres quistes  sospechosos de  E. | Negativo Positivo
histolytica/dispar

10 So6lo un quiste sospechoso de E. histolytica/dispar | Negativo Positivo

A diferencia de otros parasitos como por ejemplo G. lamblia, en E. histolytica se
desconoce un medio de cultivo adecuado que permita reproducir su enquistamiento in
vitro. Aunque se han obtenido algunos avances en este aspecto, aun se desconoce el
mecanismo exacto que desencadena su transformacion a quiste. Se ha observado que en
cultivos de trofozoitos de E. histolytica mantenidos durante varios dias sin recambio de
medio, en el cual los nutrientes comienzan a agotarse, el parasito sufre algunos cambios
en su morfologia que algunos llegan a denominar pseudoquistes. Se probo la reactividad
del anticuerpo sobre los pseudoquistes de esos cultivos agotados y se observo una marca
sobre algunos segmentos de su membrana indicando quizas el inicio de la formacion de
la pared quistica (Figura 21).

Otra de las hip6tesis que se manejan con respecto al enquistamiento de
Entamoeba histolytica sostiene que posiblemente sea un shock osmotico el responsable

de la formacién de quistes (Lujan, HD, resultados no publicados). Sometimos entonces
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este protozoo a medios de cultivo mas concentrados y a un pH menor. Observamos que
cuando el medio estaba 2,5 veces mas concentrado que el original y a un pH de 5 se
visualizaban estructuras compatibles con pseudoquistes. A estos se les realizd una
inmunofluorescencia utilizando como anticuerpo primario el mAb 6C12, observandose
una fuerte y nitida marca en toda la superficie mostrando nuevamente el principio de

formacion de la pared quistica (Figura 22).

Figura 21. Expresion del antigeno reconocido por el mAb 6C12 en pseudoquistes de cultivo. (a)
Pseudoquistes de Entamoeba histolytica en campo claro. (b) Inmunofluorescencia realizada sobre los
pseudoquistes utilizando mAb 6C12 donde se observa en uno de ellos la marca sobre la pared quistica en
formacion.

Figura 22. Inmunofluorescencia de pseudoquistes de E. histolytica utilizando mAb 6C12 como
anticuerpo primario. A la derecha se observa un pseudoquiste en campo claro y a la izquierda la marca
clara de la pared quistica en formacién con fluoresceina.

3.6 Desarrollo de anticuerpos monoclonales contra trofozoitos de E. histolytica
Por la misma metodologia descripta en Materiales y Métodos se desarrollaron

anticuerpos monoclonales contra la forma vegetativa de E. histolytica. Se obtuvieron
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varios anticuerpos que marcaban diferentes estructuras celulares. Algunos mostraron
marca en algunas estructuras internas, otros sobre la membrana celular y otros marcaron
solo la membrana de algunas amebas, indicando que tal vez este pardsito pueda
presentar el mecanismo de variacion antigénica conocido que ocurre en otros
protozoarios como Giardia lamblia, Plasmodium sp. y Trypanosoma brucei. Se
realizaron ensayos de inmunofluorescencia sobre trofozoitos de E. histolytica obtenidos
de cultivos in vitro, utilizando como anticuerpos primarios a cada uno de los mAbs

obtenidos. Algunas de las marcas obtenidas pueden observarse en la Figura 23.

Figura 23. Inmunofluorescencia de trofozoitos de E. histolytica, utilizando como anticuerpo
primario alguno de los anticuerpos obtenidos. A y B fotografias en campo claro e IFA de amebas
donde se observa la marca diferencial sobre unas amebas con el mAb 17C7. C y D campo claro e IF
donde se muestran marcas en vacuolas internas del parasito con el mAb 9C5; por dltimo, en E 'y F se
observa marca sobre la superficie de todas las amebas utilizando el mAb 1G4.
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3.6.1 Evaluacién de los anticuerpos monoclonales contra trofozoitos de

Entamoeba histolytica en biopsias de tejido hepatico y pulmonar

Pudimos contar con cortes histologicos de tejido hepatico y pulmonar de un
paciente con amebomas en esos 6rganos, gracias al Servicio de Anatomia Patoldgica del
Hospital Universitario Clinica Reina Fabiola de la Universidad Catdlica de Cordoba,
Argentina, en los cuales evaluamos la reactividad del anticuerpo monoclonal 1G4, que
marca la superficie completa de todas las amebas. A estos cortes se les realizd en
primera instancia una coloracion de hematoxilina-eosina convencional para determinar

la presencia de los trofozoitos en los tejidos, tal como se puede observar en la Figura 24.

Figura 24. Corte histoldgico de tejido hepatico tefiido con hematoxilina-eosina. Los circulos indican
la ubicacion de trofozoitos de E.histolytica, muy dificiles de identificar mediante esta coloracion.

Posteriormente se probd la reactividad del mAb 1G4 en los cortes de ameboma
hepético y pulmonar mediante técnicas de inmunohistoquimica, tal como se describe en
Materiales y Métodos, observandose una excelente marca en la superficie de todos los

trofozoitos de Entamoeba histolytica presentes en estos tejidos (Figuras 25 y 26).
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Figura 25. Inmunohistoquimica de cortes de tejido pulmonar usando el mAb 1G4 y revelado con
biotina-avidina-peroxidasa. Las flechas indican los trofozoitos de E. histolytica marcados en marrén por

esta técnica.

Figura 26. Inmunohistoquimica de cortes de tejido hepatico usando el mAb 1G4 y revelado con
biotina-avidina-peroxidasa. Las flechas indican los trofozoitos de E. histolytica marcados en marrén por
esta técnica.




3.7  Desarrollo de mAb contra ooquistes de Cryptosporidium spp.

Por la misma metodologia utilizada para el desarrollo de los anticuerpos
monoclonales contra E. histolytica y que fue descripta en el capitulo anterior, se realiz6
la técnica para la obtencion de anticuerpos monoclonales contra ooquistes de
Cryptosporidium. Las colonias en crecimiento fueron chequeadas obteniéndose mas de
18 anticuerpos contra ooquistes de Cryptosporidium, cinco de los cuales mostraron una
excelente reactividad tanto por ensayos de ELISA, Western blot e inmunofluorescencia
utilizando cada uno de estos anticuerpos monoclonales como anticuerpo primario tal

como puede observarse en la Figura 27.

3.7.1 Ensayos de especificidad de los mAbs contra ooquistes de Cryptosporidium

Spp con otras especies y con diferentes conservantes

La especificidad de los anticuerpos fue evaluada mediante ensayos de
inmunofluorescencia frente a quistes y trofozoitos de diversos parasitos como E.
histolytica, Giardia lamblia, Enterobius vermicularis, Blastocystis hominis,
Dientamoeba fragilis, Endolimax nana, Entamoeba coli, Microsporidium, Ascaris
lumbricoides. Estos anticuerpos fueron altamente especificos reconociendo Unicamente
ooquistes de Cryptosporidium y siendo negativos para el resto de los paréasitos a los

cuales fue enfrentado.

mAb 16H7 mAb 15B12 mAb 14E7

A

Figura 27. Inmunofluorescencia de ooquistes de Cryptosporidium spp. Se utilizaron cada uno de los
mAb como anticuerpo primario y luego un anticuerpo conjugado con fluoresceina. En el angulo superior
izquierdo de las imagenes figura el nombre del anticuerpo utilizado (Magnificacion 1000X).
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Gracias a la colaboracion de la Unidad de Referencia de Cryptosporidium del
Reino Unido, pudimos contar con una serie de muestras de distintas especies de
Cryptosporidium, todas ellas productoras de infeccién en humanos y cuya especie fue
determinada por técnica de PCR. Estas muestras fueron procesadas en ciego con el fin
de evaluar la reactividad de estos cinco anticuerpos. Todos los anticuerpos mostraron
reaccion positiva al ser enfrentados a los ooquistes presentes en las diferentes muestras
pero no todos lo hicieron con la misma intensidad en la marca fluorescente, tal como lo

muestra la Tabla 4.

Tabla 4. Estudio comparativo de diferentes mAbs anti-Cryptosporidium spp.

Especie Referencia | mAb: Deteccidn de ooquistes por IFA
16H7 | 15B12 | 9E10 | 4B3 14E7
C .hominis 17076 +++ | At ++ ++ +
17064 +++ +++ ++ ++ +
16954 +++ +++ ++ ++ +
16953 +++ +++ ++ ++ +
16896 +++ +++ ++ ++ +
C. parvum 17100 +++ |+t ++ ++ +
17185 +++ +++ ++ ++ +
17181 +++ +++ ++ ++ +
17108 +++ +++ ++ ++ +
17193 +++ +++ ++ ++ +
C. felis 16570 +H+ | A ++ ++ +
C. cervine 16788 +H+ | A ++ ++ +
C. meleagridis 16888 RPN [ ++ ++ +

Para poder seleccionar los anticuerpos mas adecuados para el disefio del kit
diagnostico era necesario asegurarse que ademas de presentar una fuerte reactividad
tanto por ELISA como por IFA, esta reaccion se mantuviera positiva tanto en muestras
frescas como cuando se usan diferentes soluciones conservantes. Los cinco anticuerpos
presentaron igual reaccion tanto en las muestras frescas como en aquellas que poseian

soluciones conservantes (Figura 28).

3.7.2 Isotipificacion de los anticuerpos

Tal como se describid en el capitulo anterior, se estudiaron los isotipos de los
cinco anticuerpos monoclonales resultando todos IgM cadena Kappa. En la Figura 29
se muestra el isotipo del anticuerpo 15B12 fue el seleccionado para el disefio de la tira

reactiva.
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Figura 28. Inmunofluorescencia sobre ooquistes de Cryptosporidium spp. usando el mAb 16H7. (A)
Muestra de materia fecal fresca. (B) Muestra de materia fecal conservada en soluciéon SAF.

Figura 29. Isotipificacion del mAb 15B12. Se muestra un isotipo IgM.

3.7.3 Analisis de Western Blot

Utilizando concentraciones iguales de proteinas de Cryptosporidium se realizo
una corrida electroforética en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) en
condiciones reductoras, posteriormente se realizo la trasferencia de proteinas a una
membrana de acetato de celulosa. Cada calle fue incubada por separado con uno de los
cinco anticuerpos seleccionados, para identificar las proteinas que reconocen los
anticuerpos. Como resultado se observd que todos mostraban una banda

correspondiente a un peso de 37 kDa (Figura 30).
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Figura 30. Ensayo de Western blot sobre proteinas de ooquistes de Cryptosporidium spp.. El asterisco
indica las bandas correspondientes a la proteina de 37 kDa reconocida por los diferentes mAbs.

3.8  Desarrollo de anticuerpos monoclonales contra quistes de Giardia lamblia

Luego de varias inmunizaciones con las proteinas recombinantes CWP1 y
CWP2 (ambas componentes de la pared del quiste de Giardia), se realizd la fusion de
las células de bazo con las de mieloma para la produccion de los anticuerpos tal como se
describe en Materiales y Métodos. Posteriormente, las colonias en crecimiento fueron
testeadas para evaluar su positividad por microscopia de inmunofluorescencia utilizando
quistes obtenidos in vitro, como fue descripto en el capitulo anterior. Como resultado de
esta fusion se obtuvieron cinco anticuerpos: cuatro dirigidos contra CWP2 y uno
dirigido contra CWPL1. Todos los anticuerpos presentaron muy buena marca cuando se
los evaluo por inmunofluorescencia, como también un titulo elevado cuando se los
evalud por la técnica de ELISA (Figura 31).

Los anticuerpos ademas fueron evaluados tanto en quistes obtenidos a partir de
cultivos in vitro como asi también en muestras frescas, refrigeradas y conservadas con
diferentes soluciones, observandose la misma reactividad en todas las condiciones. Por
otra parte también se evalud si presentaban reaccion cruzada con quistes y trofozoitos

de otros paréasitos, observandose una especificidad del 100%.
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Figura 31. Inmunofluorescencia de quistes y trofozoitos de Giardia lamblia, usando mAb 7D6 anti-
CWP2 como anticuerpo primario. (A) marca en la superficie de todos los quistes. (B) Trofozoitos de
Giardia mostrando las vesiculas donde son transportadas las proteinas que formaran la pared quistica.
3.8.1 Isotipificacion del anticuerpo monoclonal

Se realizo la isotipificacion del anticuerpo monoclonal 7D6 anti-CWP2
seleccionado para la tira reactiva, resultando un isotipo 1gG2a, cadena Kappa, tal como

se observa en la Figura 32.

N

. Figura 32. Isotipificacion del anticuerpo 7D6. El anticuerpo muestra un isotipo 1gG2a.

3.8.2 Analisis de Western blot

Utilizando concentraciones iguales de proteinas obtenidas de trofozoitos de G.
lamblia que se encuentran a distintos tiempos en el proceso de enquistamiento, se
realiz6 una corrida electroforética en geles de poliacrilamida (PAGE) en condiciones
reductoras y no reductoras. Posteriormente se realizo6 la trasferencia de proteinas a una
membrana de acetato de celulosa, la cual fue incubada con los anticuerpos anti-CWP1 y
con anti-CWP2 para confirmar que las proteinas que reconocen estos anticuerpos se

corresponden a las proteinas recombinantes. Se encontré que el mAb 8F12 reconoce
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una banda simple de 26 kDa correspondiente a la proteina de la pared del quiste CWP1.
Por otra parte, el anticuerpo 7D6 reconoce una banda de 39 kDa correspondiente a la
proteina CWP2 (Figura 33).
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Figura 33. Ensayo de Western Blot en trofozoitos en enquistamiento de Giardia lamblia. Fotografia
de las membranas de nitrocelulosa luego de realizar un SDS-PAGE de las proteinas de los trofozoitos
durante el proceso de enquistamiento. Para todos los casos A son trofozoitos que no estan enquistando y
no expresan las proteinas de la pared del quiste. De B a H son trofozoitos con diferentes tiempos de
enquistamiento, 2, 4, 8, 10, 12, 24 y 48 h, respectivamente. Las dos fotografias superiores corresponden a
CWP1 usando como anticuerpo primario el mAb 8F12 y las dos inferiores a CWP2, usando mAb 7D6. En
todos los casos se observa la expresion de las proteinas que formaran la pared quistica a medida que
transcurre el proceso de enquistamiento.

3.9  Procedimiento para la deteccion de los quistes con las tiras reactivas

El diagnéstico de las enteroparasitosis y en especial de E. histolytica ha sido un
gran desafio en la préactica médica, ya que resulta esencial poder distinguir
correctamente entre las especies que son patdgenas y las que no, ademas que muchos de
los quistes de parasitos suelen ser confundidos entre si 0 con artefactos y detritos que se
encuentran en la materia fecal, estos aspectos son cruciales para el pronéstico y
tratamiento de estas enfermedades. Es por eso que nos planteamos el disefio de este kit
de facil utilizacion, que no requiera equipamiento ni personal entrenado y que pueda
estar al alcance de toda la poblacion. Para su realizacion los anticuerpos desarrollados
anteriormente contra Giardia lamblia, Entamoeba histolytica y Cryptosporidium spp.
fueron incorporados en un kit diagnostico con formato de tiras reactivas, que utilizando
la técnica de inmunoblotting por doble captura de antigenos, represente un ensayo

rapido, simple, que no requiera el uso de complejo equipamiento y que de ésta manera
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pueda ser realizado por cualquier analista o inclusive por los propios pacientes. Las tiras
reactivas fueron disefiadas tal como se describié en Materiales y Métodos, previamente
blogueadas y luego incubadas con diferentes muestras de materia fecal que tenian
presentes los quistes y ooquistes de los parasitos. Luego de ser lavadas se incubaron con
la solucién que contiene la mezcla de anticuerpos monoclonales marcados con
peroxidasa, y finalmente incubadas con la solucion reveladora, tal como lo muestra el

siguiente esquema.

&
%,

NN NN NN

Quistes Giardia (control positivo)

Anticuerpo Anti-Giardia cyst wall protein
Ooquistes Cryptosporidium (control positivo)

Anticuerpo Anti-Cryptosporidium

Antigeno quistes Entamocba (control positivo)

Anticuerpo Anti Entamoeba cyst wall protein

[0 0O 0000

(control negativo)

Muestra PBS Anticuerpos PBS Desarrollador
diluida marcados

Una vez realizadas las tiras, se las sometio a muestras de materia fecal que
contenian quistes y ooquistes de una sola de las especies y también mezclas de ellos
para poder evaluar la efectividad de la tira. Los resultados se muestran en la Figura 34,
donde se pueden observar las manchas coloreadas oscuras tanto en los controles
positivos como en las muestras de pacientes infectados. Como control negativo no se
utilizé6 ningln anticuerpo de captura y como controles positivos se usaron (a) para
Giardia, quistes obtenidos in vitro, (b) para Entamoeba, pseudoquistes purificados de
cultivos envejecidos y (c) para Cryptosporidium, ooquistes obtenidos de materia fecal
de terneros neonatos infectados ya que no se cuenta con métodos de cultivo y
diferenciacion de este parasito in vitro.

Posteriormente se realizaron estudios para determinar la minima cantidad de
quistes y ooquistes que esta tira era capaz de detectar, para ello se realizaron diferentes
diluciones de quistes y ooquistes previamente purificados, cada dilucién fue evaluada

con 10 tiras. Se utilizé una materia fecal humana negativa para los tres parasitos a la
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cual se le fueron agregando quistes u ooquistes en cantidad conocida. La cantidad
minima detectable fue de 10 quistes para Giardia lamblia, y de 50 quistes u ooquistes

para los casos de Entamoeba histolytica y Cryptosporidium spp. Estos resultados se
resumen en la Tabla 5.

1 2 3 a 5
Control positivo Giardia O @ @ @
Acm contra Giardia O @ O O @
Control positivo Cryptosporidium O o @ @ @
Acm contra Cryptosporidium O O @ O @
Control positivo Entamoeba o (O] O] ®©
Acm contra Entamoeba S OO0V © .
Control negativo O o o & -

Figura 34. Inmunoblotting doble captura de antigenos. 1) Muestra de materia fecal que contiene
quistes y ooquistes de los 3 parasitos (Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y Cryptosporidium spp), 2)
muestra que contiene s6lo quistes de G. lamblia. 3) Muestra conteniendo ooquistes de Cryptosporidium
spp. 4) Muestra que contiene s6lo quistes de E. histolytica. 5) Muestra con quistes de Giardia lamblia y
ooquistes de Cryptosporidium spp.

De esta manera se propone una nueva estrategia diagnéstica econémica, de facil
utilizacion y al alcance de todos los profesionales de la salud, que si bien no se compara
con técnicas confirmatorias como la PCR puede proporcionar un diagnéstico mucho
mas certero que los utilizados habitualmente y que pueda ser utilizada para screening de
poblaciones y que no requiera de equipamiento complejo el cual no esta al alcance de
los laboratorios de rutina.

Tabla 5. Sensibilidad del kit de tiras reactivas ante diferentes protozoarios parasitos.

Parasito Cantidad minima Efectividad
detectable

Giardia lamblia

10 £ 1 quistes/ml

100%

E. histolytica/dispar

50+ 1 quistes/ml

Cryptosporidium spp

50 £ 1 ooquistes/ml

3.9.1 Valor diagnéstico de la tira reactiva en muestras de materia fecal
Tal como se describe en Materiales y Métodos, materia fecal de pacientes que
habitan diferentes partes del mundo donde reportes de parasitosis son frecuentes como

Peru, Argentina, México y Brasil. La gran mayoria de las muestras fueron obtenidas

63



dentro de un programa subvencionado por la Union Europea llamado CONTENT
(“Control and prevention of enteric infections in childhood in Latin America”)
cumpliendo con todas las normas éticas y de bioseguridad. En todos los casos, los sitios
para estudios de campo comparten similares caracteristicas socio-culturales y pobres
condiciones sanitarias, lo que se supone aumentaria la probabilidad de parasitosis,
principalmente en nifios. En total se analizaron 945 muestras por microscopia directa y

utilizando las tiras reactivas. Los resultados de estos estudios se indican en la Tabla 6.

Tabla 6. Deteccién de protozoarios parasitos en muestras de materia fecal.

Pais de Ciudad de Cantidad de Cantidad de Cantidad de
procedenciade | procedenciade muestras muestras muestras
las muestras las muestras analizadas positivas por positivas por la
microscopia tira reactiva
Perl Lima 212 0 0
Brasil Rio de Janeiro 32 14 22
Fortaleza 286 54 86
Colombia Bogota 10 0 0
México Distrito Federal 245 102 132
Morelia 75 8 28
Argentina Cobrdoba 50 0 0
Buenos Aires 15 0 0
Santa Fe 20 0 0
totales 945 (100%0) 178 (19%0) 268 (28%)

Dado que los ensayos de inmunodeteccion parecieron ser mas sensibles que los

ensayos de microscopia Optica normal (28% contra 19%) y que los rangos de
prevalencia reportados en algunos paises alcanzan al 30% de la poblacién, se realizaron
experimentos adicionales para verificar la sensibilidad del método. Asi, los falsos
positivos y falsos negativos de ambas técnicas se resumen en la Tabla 7.

Tabla 7. Especificidad del kit diagndstico de protozoarios intestinales.

Microscopia Falsos positivos Falsos negativos
Optica 5.3% 14,3 %
Inmunodeteccion 0.5% 0.0%

Estos resultados indican que el test diagnostico basado en tiras reactivas es
altamente confiable cuando se lo compara con la microscopia. Los resultados
estadisticos indicaron que el valor predictivo negativo es de 98,3 % y el valor predictivo
positivo del 99,98 %.
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CAPITULO IV

DISCUSION
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4.1 Generalidades

Las parasitosis intestinales son unas de las causas més frecuentes de infecciones
en nifios, inmunocomprometidos y adultos que conviven con condiciones sanitarias
deficientes (40). Entre ellas, las causadas por protozoarios tales como Giardia,
Entamoeba y Cryptosporidium son por lejos las parasitosis intestinales mas comunes en
cualquier lugar del mundo (72). Giardia lamblia es muy frecuente en nifios, mochileros,
ancianos que habitan asilos y en adultos que viajan a paises donde la infecciones son
endémicas (12). Este parasito causa primariamente infecciones cronicas y recurrentes
que se manifiestan en general con diarreas agudas o cronicas que conllevan a
deficiencias en la absorcion de nutrientes (3). Cryptosporidium, por otro lado, es un
microorganismo cosmopolita que no presenta sintomas en individuos con el sistema
inmune activo, pero es causal de diarreas acuosas prolongadas en pacientes
inmunodeprimidos, como infeccion con el HIV (SIDA) y en individuos trasplantados,
poniendo en riesgo la vida ya que no existe actualmente ningun tratamiento eficaz. En el
caso de Entamoeba histolytica, la infeccién que solo se limita al intestino grueso
produciendo diarreas sanguinolentas, con intenso dolor abdominal y, de no tratarse a
tiempo, puede dar manifestaciones extraintestinales graves tales como abscesos en el
higado y de pulmén (86).

Para algunos de estos parésitos, como Giardia y Cryptosporidium, existen
métodos diagnosticos eficientes basados en técnicas de inmunofluorescencia con la
utilizacion de anticuerpos monoclonales (10). Aunque sensibles y bastante especificas,
estas metodologias requieren de personal especializado, microscopios de fluorescencia
de alto costo y no se pueden aplicar de forma rutinaria en paises con bajos recursos o
condiciones sanitarias son deficientes, generando un circulo vicioso en donde los mas
pobres se mantienen infectados permanentemente, generando defectos en el desarrollo
fisico e intelectual de los nifios afectados, lo cual dificulta el acceso a la educacion y
con ello a condiciones de vida mas dignas (19).

El caso de E. histolytica es alun mas grave, ya que siendo unos de los parasitos
intestinales méas importantes, no existen métodos diagndsticos especificos, sensibles y
baratos (86).

Por estos motivos, los comienzos de este Trabajo de Tesis estuvieron centrados
en el disefio de nuevas tecnologias para el diagnostico especifico de la Amebiosis

mediante la deteccidn de quistes del parasito en muestras de materia fecal (ver siguiente
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seccion). Luego, basados en los promisorios resultados obtenidos, decidimos realizar
nuestro aporte para el diagndstico certero de trofozoitos de E. histolytica en muestras de
biopsias de higado y pulmdn de pacientes con amebomas, debido a las dificultades
expresadas por anitomo-patologos en el diagnostico diferencial de esos abscesos, los
cuales son facilmente confundibles con tumores de diferente etiologia mediante el
diagnostico por iméagenes. Por ello desarrollamos anticuerpos monoclonales contra
trofozoitos del parasito que permiten el diagndstico certero de la Amebiosis en cortes de
tejidos por técnicas de inmunohistoquimica.

Luego, dada la imperiosa necesidad de llegar a la comunidad médica y de alli a
la poblacion en general para el diagnostico especifico y seguro contra los protozoarios
maés frecuentes, decidimos producir nuevos anticuerpos contra proteinas de la pared de
quistes de Giardia y ooquistes de Cryptosporidium para combinarlos con los
anticuerpos anti-ameba en un test simple y barato en formato de tiras reactivas. Este
nuevo método, disefiado durante el trascurso de este Trabajo de Tesis demostr6 una alta
especificidad y sensibilidad en mas de 900 muestras de pacientes, similar a los test de
inmunofluorescencia que se encuentran en el mercado contra Giardia y
Cryptosporidium, con el agregado que posee el Unico anticuerpo monoclonal existente
contra quistes de E. histolytica.

Por ello, en las proximas secciones se discutiran los resultados obtenidos,

particularmente en el contexto de la literatura relacionada en el tema

4.2  Diagnostico de la Amebiosis

Historicamente el diagnostico tradicional de la Amebiosis se ha realizado por
microscopia, observando en las muestras de heces la morfologia de quistes vy
trofozoitos. Estas técnicas de microscopia incluyen preparaciones en fresco como
también métodos de concentracion de muestras y tinciones. EI examen microscopico
directo de heces en fresco es un metodo muy poco sensible, ya que se debe examinar en
las primeras horas luego de la recoleccidn, sin refrigerarla ya que los trofozoitos pueden
perder su motilidad.

Tanto los quistes como los trofozoitos de E histolytica, E. dispar y E.
moshkovskii son morfolégicamente indistinguibles y solo pueden diferenciarse al
microscopio si se visualizan trofozoitos hematdfagos. Se considera que el hallazgo de

eritrocitos en el citoplasma del trofozoito seria diagndstico de E. histolytica (68),
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aunque existe controversia al respecto. Este hallazgo requiere de una gran experiencia
del observador ya que es muy facil confundirlos con macrofagos y con trofozoitos de
otras especies (68). La presencia de estos trofozoitos hematofagos es un hecho muy
poco frecuente, los portadores asintoméaticos generalmente sélo eliminan formas
quisticas en materia fecal y en pacientes que no presentan un cuadro agudo los
trofozoitos suelen aparecer sin eritrocitos en su citoplasma (68).

Los métodos de concentracion de heces se utilizan rutinariamente para mejorar
la fiabilidad del examen microscopico y lograr asi porcentajes de deteccion mayores,
pero estos métodos tienen el inconveniente de que pueden destruir los trofozoitos (17).

Con respecto a los quistes, es necesario diferenciar los quistes de E. histolytica
con los de otras amebas y para ello es importante valorar el nimero y morfologia de los
nacleos, como asi también su tamafio. También pueden realizarse tinciones que
coloreen el nucleo y algunas estructuras celulares, lo que ayuda a la diferenciacion de
las especies. La sensibilidad de este método es baja ya que puede conducir a resultados
engafnosos, si no se cuenta con personal adiestrado se pueden cometer errores en la
identificacion confundiendo quistes y trofozoitos con leucocitos polimorfonucleares o
con quistes de otras especies de amebas. Como se puede observar, el diagnostico
microscopico es dificultoso, poco especifico, laborioso en algunos casos y, por ende,
poco confiable (68).

Por otro lado, el cultivo de protozoarios es poco eficiente, laborioso y
complicado de mantener en un laboratorio de diagnostico. Se dispone de técnicas de
cultivo de Entamoeba desde hace muchos afios, estos medios de cultivo incluyen
sistemas xénicos (el parasito crece en presencia de bacterias u otras células para
aprovechar la actividad metabdlica de éstas y utilizar eficazmente los nutrientes) y
axénicos, que pueden ser bifasicos 0 monofésicos (18). En 1961, Louis Diamond logra
cultivar al parasito en un medio axénico por primera vez (24) y en 1978 implementa la
utilizacion del medio TYI-S-33 que es el que se emplea actualmente en los laboratorios
de referencia (18, 24) y en el que nosotros cultivamos los trofozoitos de cepas derivadas
de distintas partes del mundo.

El cultivo de E. histolytica puede realizarse desde muestras de heces, biopsias
intestinales y aspirado de absceso hepatico. Actualmente el cultivo no suele utilizarse
para el diagnostico clinico, no solo por su baja sensibilidad, sino también por su costo,
su complejidad y porque este protozoo requiere de periodos largos para su crecimiento.

Ademas posee el inconveniente de sobrecrecimiento bacteriano, fungico y de otros
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parasitos si analizamos el material de donde proviene la muestra. Por otro lado, so6lo se
pueden cultivar muestras que contienen trofozoitos viables, ya que no se dispone de
métodos que permitan eficientemente el desenquistamiento de los quistes, que es la
forma predominante del parésito que aparece en materia fecal en etapas crénicas de la
infeccion (71). Es importante destacar que gracias a la generacién de un anticuerpo
monoclonal especifico contra la pared del quiste de E. histolytica, hemos comenzado
estudios que nos han permitido, mediante envejecimiento o concentracion del medio de
cultivo, producir pre o pseudoquistes de este parasito por primera vez. Aunque la
eficiencia del enquistamiento in vitro se encuentra en etapas de evaluacion y mejora, el
anticuerpo monoclonal 6C12 permitird en el futuro contar con una valiosa herramienta
que facilite la determinacion del estimulo del enquistamiento del parasito, del transporte
de los componentes de su pared, y el ensamblado de la misma del mismo modo que se
logré en Giardia (54).

Para el diagnostico de la Amebiosis también se ha utilizado el perfil
isoenzimético de cepas aisladas de pacientes. Mediante su trabajo, Sargeaunt en 1978
demostré que mediante el andlisis del perfil de isoenzimas de un cultivo de amebas era
posible diferenciar las especies patdgenas de las que no lo son (79). Un zimodema se
define como una poblacién genéticamente diferenciable que comparte un patrén
electroforético para varias enzimas. Las enzimas evaluadas son principalmente cuatro:
enzima malica, fosfoglucomutasa, glucosa fosfatoisomerasa y hexoquinasa. Un total de
20 zimodemas fueron descriptos, de los cuales 9 correspondian E .histolytica y el resto a
E. dispar (79). Estudios mas recientes de Diamond y colaboradores utilizando cultivos
axénicos establecieron que sélo existen 4 zimodemas, de los cuales Il, XIV y XIX
corresponden a E. histolytica y | a E. dispar (25). El resto de los patrones enzimaticos
descriptos anteriormente en cultivos xénicos podrian ser el resultado de artefactos
originados por la presencia de bacterias en el medio (25).

Aunque este método ha sido capaz de diferenciar E. histolytica de E. dispar
posee muchas desventajas, entre las que se encuentran: su gran complejidad, necesidad
de un laboratorio con personal calificado, el tiempo de realizacion que la técnica
requiere es muy largo, se necesita establecer un cultivo de amebas y una gran cantidad
de células para llevar a cabo el estudio (25). Como se mencioné previamente, no es facil
establecer un cultivo continuo de amebas, sumado al inconveniente del crecimiento no
deseado de bacterias y otros parasitos. Por lo tanto resulta obvio que no es una

metodologia simple de implementar como técnica rutinaria en laboratorios asistenciales.
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Asi mismo, aun persiste la controversia de la division en especies separadas de
E. histolytica y E. dispar, que aunque los investigadores mas proliferos en el area
apoyan este concepto, existen numerosos resultados que se contraponen a esa hipotesis.
Ademas, como en el caso de Giardia, diferencias tanto en el patron isoenziméatico como
variaciones encontradas en el genoma de diferentes aislados de este parasito no han
producido que la comunidad cientifica los separe en diferentes especies (71).

Como se verd mas adelante, existen variadas técnicas de PCR para poder
diferenciar E. histolytica de E. dispar. En este caso, nuestro anticuerpo 6C12 ha sido
utilizado para capturar los quistes dispersos en una suspension de materia fecal
mediante la utilizacion de perlas magnéticas a las que les fue conjugado el anticuerpo.
Esto permitié la obtencion de quistes libres de contaminantes presentes en la materia
fecal que pueden interferir tanto en la extraccion de ADN de la materia fecal como en la
reaccion de PCR.

Los ensayos seroldgicos para la identificacion de E. histolytica han resultado
atiles en paises desarrollados donde las infecciones con este parasito no son muy
comunes. Por otra parte, en zonas endémicas donde la poblacion esta expuesta
permanentemente a este parasito, estos tipos de ensayos carecen de utilidad ya que no
pueden distinguir entre una infeccién pasada y una actual (97). La deteccion de
anticuerpos en suero en pacientes con Amebiosis resulta muy util en el diagndstico de la
Amebiosis extraintestinal, donde el titulo de anticuerpos es muy alto. Estos test
seroldgicos detectan anticuerpos contra E. histolytica en aproximadamente el 95% de
los casos de Amebiosis extraintestinal, 70% en pacientes con Amebiosis intestinal
invasiva y un 5% en los portadores asintomaticos (39). Se han desarrollado diferentes
métodos seroldgicos como hemaglutinacion indirecta (HAI), aglutinacion en latex (AL),
inmunoelectroforesis (IEF), contrainmunoelectroforesis (CIE), inmunofluorescencia
indirecta (IFI), fijacién de complemento (FC) y enzimoinmunoensayo (ELISA) (39, 60,
68).

La CIE era la técnica comunmente usada en el pasado, la FC presenta una menor
sensibilidad que otras técnicas utilizadas para el diagndstico de Amebiosis y un mayor
costo razon por la cual no es muy usada en la mayoria de los laboratorios (60).

La HAI es un método sencillo de realizar y muestra una elevada sensibilidad,
aunque esta sensibilidad es mas baja en pacientes con absceso amebiano ya que pueden
dar falsos negativos en las dos primeras semanas del comienzo de los sintomas.Estudios

realizados por Hung en 1999 afirman que este test resulta una herramienta atil para el
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diagnostico de pacientes con HIV que presentan sintomas intestinales (60).

Con respecto a la técnica de aglutinacion en latex podemos destacar la gran
ventaja de su rapidez, ya que en pocos minutos se puede contar con el resultado. Un
trabajo publicado por Van Door en el 2005 situo a la especificidad de esta técnica en un
99,5%, con una sensibilidad de 92% en pacientes con absceso hepatico y 100% en los
enfermos con colitis amebiana. Por otra parte la deteccion de anticuerpos utilizando IFI
es un método répido, fiable y reproducible, ayuda a diferenciar un absceso amebiano de
otro de diferente etiologia y por dltimo permite distinguir entre una infeccion reciente
de una pasada (60). Estudios dirigidos por Jackson en 1984 indicaron que el monitoreo
de los niveles de IgM por IFI puede tener valor clinico en caso de Amebiosis invasora.
Los niveles de IgM pueden llegar a ser negativos en un periodo corto de tiempo después
de la infeccion y/o ser negativos luego del tratamiento. En los casos de Absceso
Hepatico Amebiano la especificidad y la sensibilidad son muy altas incluso mas que
ELISA, por lo tanto un resultado negativo indicaria que el paciente nunca tuvo
Amebiosis invasiva. Sin embargo esta prueba requiere habilidad en el cultivo y en la
preparacion del antigeno por lo cual es dificil de llevar a cabo en un laboratorio de
rutina(60).

ELISA es el mas popular de los métodos utilizados en todo el mundo tanto para
diagndstico de pacientes con sintomatologia luego del examen de materia fecal como
para estudios epidemiolégicos de enfermedad asintomética. Es una herramienta valiosa
sobre todo en los casos de absceso hepatico amebiano (AHA) y facil de implementar en
un laboratorio clinico. La sensibilidad de este ensayo en pacientes con AHA se
encuentra cercana al 100% y no presenta reaccion cruzada con amebas no patdgenas,
por lo que resulta de utilidad para el diagnostico (39). En un estudio realizado por
ELISA en una zona endémica de Vietnam, se observo que el 80% de los individuos
infectados con E. histolytica, incluso los portadores asintomaticos, tenian anticuerpos
contra ameba en suero, resultados que fueron confirmados por PCR en tiempo real (74).

Aunque parezcan confiables, la mayoria de los métodos que detectan anticuerpos
séricos en pacientes infectados utilizan parasitos mantenidos en cultivo como antigenos
de captura, de modo que no se sabe si todas las amebas presentan los mismos antigenos,
cémo amebas tan relacionadas pueden dar resultados diferenciales y, por dltimo, el
problema de determinar infeccion presente o pasada, sintomatica o asintomatica, y a su
vez la necesidad de equipamiento especifico hacen de las mismas practicas muy poco

usadas por la comunidad médica.
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Por otro lado, la deteccidn de antigenos de amebas se basa en la identificacion de
antigenos del parasito en lugar de anticuerpos en muestras clinicas. Poseen algunas
ventajas con respecto a otros métodos de diagndstico de Amebiosis: algunos de estos
ensayos con capaces de diferenciar E. histolytica de E. dispar y E. moshkovskii, son
faciles de utilizar, poseen buena sensibilidad y especificidad y pueden ser usados en
pruebas de rastreo (screening) a gran escala para estudios epidemioldgicos (33). Por
otra parte, poseen la desventaja de que los antigenos sufren desnaturalizacion cuando las
muestras son fijadas, por lo tanto este test se limita solamente a muestras recién
emitidas o congeladas (33).

Hay diferentes tests de deteccién de antigenos de trofozoitos disponibles
comercialmente para uso de diagnostico in vitro. Los test de ELISA desarrollados
utilizan anticuerpos monoclonales para la captura de antigenos exclusivos de
trofozoitos, los mas usados frecuentemente son aquellos dirigidos contra diferentes
epitopes de Galactosa/N-acetilgalactosamina (Gal/GalINAC) de E. histolytica (E.
histolytica Il, TechLab, Blacksburg, VA) o contra el antigeno rico en serina (Optimun S
Kit, Merlin Diagnostika, Bornheim-Hersel, Germany), los cuales estan s6lo presentes en
membrana plasmatica de los trofozoitos (86) y son imposibles de detectar cuando la
misma esta recubierta por la pared quistica. También poseen la desventaja de que su
sensibilidad es menor después de que se inicio la terapia antiameboide, y que estos
antigenos sufren desnaturalizacion cuando las muestras son fijadas, limitando el uso del
test sélo a muestras frescas o congeladas. La evaluacion de estos ensayos en un estudio
realizado en Bangladesh demostrd que poseen una mayor sensibilidad que la
microscopia y que el cultivo (60). Por otra parte se observd que la sensibilidad es
inferior que la técnica de PCR en la diferenciacion de E. histolytica de E. dispar (86).
Otros investigadores han detectado falsos positivos por reactividad cruzada con E.
dispar (60). Por lo tanto, esta técnica tendria una utilidad limitada por lo que en paises
desarrollados se ha cuestionado su uso. Existen otros test comerciales no tan utilizados
son Entamoeba Celisa Path Kit (Cellabs, Brookvalle, Australia) que utiliza un
anticuerpo monoclonal especifico contra la lectina de adherencia y la ProSpecT (Remel
Inc.) el cual detecta un antigeno especifico de E. histolytica en materia fecal, este ultimo
es un test que puede detectar tanto E. histolytica y E. dispar , sin embrago no puede
diferenciarlas, ademas presenta el inconveniente de que no pueden usarse muestras
fijadas con formalina, con lo cual nos limitamos al uso de muestras frescas o

congeladas. La sensibilidad de este test fue comparado con la microscopia
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tradicional (60, 86).

El estudio de antigenos en saliva ha sido utilizado durante mucho tiempo como
métodos para la prediccion de enfermedad invasiva. En uno de esos estudios se observo
que la presencia de estos antigenos en saliva tenia una moderada sensibilidad (65,8%) y
una alta especificidad (97,4%) en infecciones tempranas (colitis amebianas que
cursaban con menos de un mes). Aunque en pacientes que no cursaban con una
enfermedad invasiva la utilizacion de este método representa una desventaja ya que la
sensibilidad de este ensayo en mucho menor que la deteccion de antigeno en suero (86).

Se han utilizado otro tipo de muestras como suero y material aspirado de los
abscesos hepaticos en estos métodos de deteccion de antigeno (adhesina de E.
histolytica), mostrando una sensibilidad elevada (60, 86), aunque esta técnica sélo se
puede realizar en estadios avanzados de la enfermedad.

También se han comercializado ensayos de inmunocromatografia, TPP (Biosate
Diagnostic Inc., San Diego, CA) que detectan simultineamente antigenos de Giardia
lamblia, Cryptosporidium spp. y E. histolytica/E. dispar/E. moshkovskii en muestras de
heces recién emitidas o congeladas. Algunos autores han conseguido una alta
sensibilidad y especificidad al comparar este kit con otros métodos (32). Sin embargo,
otros autores han comunicado una baja sensibilidad en este ensayo (77). El protocolo de
realizacion aparenta ser simple (aunque requiere de equipamientos eléctricos), pero
tiene el inconveniente de que no diferencia E. histolytica del resto de las amebas, ya que
el anticuerpo utilizado esta dirigido contra un antigeno comun en las tres especies y por
ende no puede utilizarse para el diagndstico. Por otra parte, la muestra de materia fecal
debe ser recién emitida y de no ser posible, debe congelarse hasta la realizacion del
ensayo. Este ensayo es solo cualitativo, en el cual una tira inmunocromatogréfica es
recubierta con mAbs especificos contra una proteina especifica de E. histolytica/E.
dispar (antigeno de superficie de 29 kDa), a-1-giardin G. lamblia, y la Proteina
Disulfuro Isomerasa (PDI) de Cryptosporidium. Este kit también incluye controles
positivos y negativos de los que no se informan sus caracteristicas. Es frecuente que
para los casos positivos para Entamoeba, luego se utilice el kit de TechLab “Entamoeba
histolytica II” (TechLab, Blacksburg, VA, USA). Este producto, como se describe,
detecta la lectina Gal/GalNAc del parasito en muestras de materia fecal y se define
como capaz de diferenciar E. histolytica de E. dispar y se basa en la utilizacion de
anticuerpos monoclonales mediante la técnica de ELISA (32).

La mayor desventaja de estos métodos es el hecho que los antigenos amebianos
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no deben ser desnaturalizados y por ello la mayoria utiliza materia fecal fresca. Ademas,
no existen estudios que demuestren la validez de las técnicas con muestras fijadas
utilizando diversos conservantes, por lo que resultan en innumerables casos de falsos
negativos que complican el diagndstico. En nuestro caso, el anticuerpo 6C12, en el que
demostramos que el epitope es proteico y que no se destruye por la accién de muy
diversos tratamientos o la fijacion en diversos conservantes de la materia fecal, resulta
sumamente valioso para la determinacion de la Amebiosis en cualquier tipo de muestra.
Ademas, como se mostrd en Resultados, la determinacion de la presencia o no de los
tres protozoarios parasitos en materia fecal es menos engorrosa y no necesita de ningun
equipamiento eléctrico.

Las técnicas basadas en el analisis de ADN, como la PCR, han revolucionado el
diagndstico de la Amebiosis, ya que presenta una gran sensibilidad y especificidad. Sin
embargo, en paises tropicales y subtropicales donde la Amebiosis es un problema de
salud puablica considerable, el diagndstico se sigue realizando por el examen
microscopico, ya que estas nuevas técnicas son muy costosas, necesitan equipos
especializados y personal entrenado en técnicas de biologia molecular.

Las técnicas basadas en la PCR se consideran en la actualidad los métodos de
eleccion para el diagnostico clinico y estudios epidemiolédgicos de la Amebiosis en
paises desarrollados, ademéas la Organizacion Mundial de la Salud recomienda utilizar
esta metodologia sustituyendo a los métodos clasicos (74).

Sin embargo, uno de los principales inconvenientes que tiene el diagnostico
molecular de los enteropatdgenos esta relacionado con la extraccion de ADN, ya que la
materia fecal es una de las muestras mas complejas para realizar una técnica de PCR
debido a la presencia de sustancias inhibidoras de la Taq polimerasa, como
hemoglobina, bilirrubina, sales biliares, pectinas y carbohidratos que se extraen junto
con el ADN del parasito, disminuyendo la sensibilidad de la técnica. Por lo tanto la
optimizacion del método de extraccion de ADN es crucial para el éxito del ensayo (4).
En el pasado, el aislamiento de ADN directamente desde materia fecal era problematico
y laborioso. Recientemente han sido desarrollados métodos de aislamiento de ADN de
muestras de heces, como Xtrax DNA (Gull Laboratorie, Salt Lake City, UT), Extract
MasterFaecal DNA (Epicenter Biotechnologies, WI) los cuales han incrementado
notoriamente la sensibilidad de estos ensayos, ya que eliminan interferentes e
inhibidores. Actualmente el kit QlAamp DNA stool kit (Qiagen, Hilden, Germany) es el
mas ampliamente usado en los laboratorios de investigacion clinica (93).
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Se han desarrollado gran variedad de métodos de PCR y se han utilizado
diferentes genes diana para el diagnostico y diferenciacion de las especies de amebas
dando todas ellas una gran sensibilidad. La PCR en tiempo real es una nueva y atractiva
metodologia para el diagnostico de enfermedades infecciosas. Esta clase de PCR se basa
en los métodos convencionales de PCR, pero incorporando la novedad de la deteccion
cuantitativa del producto amplificado mediante fluorescencia. Se han realizado trabajos
comparando ambas metodologias obteniéndose la misma sensibilidad en ambas técnicas
(68).

Otra ventaja que posee esta técnica es que para la identificacion de E. histolytica
pueden usarse diferentes tipos de muestras como materia fecal, biopsias, aspirados de
abscesos hepaticos, etc. La sensibilidad de la PCR es mucho mayor que los tests de
ELISA que se disponen comercialmente, y como dato importante cabe destacar que
permiten discriminar a E. histolytica, E. dispar y E. moshkosvkii (4, 33, 77).

Como se destacé anteriormente, el mayor inconveniente de las técnicas de
diagnostico molecular en muestras de materia fecal consiste en la presencia de
inhibidores de la Taq polimerasa presentes en la muestra proveniente tanto de la dieta
como de productos enddgenos o producidos por la flora bacteriana. Si bien para este
tipo de técnicas pueden usarse muestras de heces en conservantes, cabe destacar que el
formol puede tener un efecto inhibitorio sobre la reaccion de PCR, Ramos vy
colaboradores (1999) describen como este efecto inhibitorio de la formalina estd
directamente relacionado con el tiempo que permanece la muestra en el conservante.

Como se expuso anteriormente se han desarrollado numerosas variantes de esta
técnica de PCR con el fin de incrementar la sensibilidad, como el desarrollo de una
nested-PCR para la deteccion simultanea de E. histolytica y E. dispar con ADN extraido
de muestras de materia fecal con examen microscépico positivo (4, 33, 77). Estas
técnicas han demostrado tener una alta sensibilidad y especificidad (4, 33, 77).

También se han publicado recientemente ensayos de PCR a tiempo real para la
deteccion simultanea de E. histolytica, Giardia lamblia y Cryptosporidium spp.,
presentando una excelente sensibilidad y especificidad (4, 33, 77). Por lo cual estos
ensayos representan una alternativa por demas interesante para el diagnostico efectivo
de estos paréasitos en enfermos con diarrea, aunque sigue resultando una técnica costosa
y que requiere equipamiento adecuado por lo cual resulta inalcanzable para centros
asistenciales de paises en vias de desarrollo donde este tipo de enfermedades

representan un serio problema en la salud publica (4, 33, 77).
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Un importante avance en esta ha sido contar con un anticuerpo especifico contra
la pared del quiste del parasito (no so6lo del trofozoito que es muy dificil de encontrar en
la mayoria de las muestras) para su captura libre de contaminantes fecales y poder luego
realizar reacciones de PCR sobre parasitos aislados y permitir su identificacion y

caracterizacion.

4.3  Caracterizacion parcial del antigeno reconocido por el mAb 6C12

El anticuerpo 6C12 reconoce una banda de 20 kDa en ensayos de Western Blot
sobre trofozoitos inducidos a enquistarse in vitro. El antigeno diana de este mAb no ha
podido ser caracterizado molecularmente hasta el momento debido a que en quistes
maduros, el mismo forma complejos insolubles de muy alto peso molecular (homo o
heterocomplejos) y a que el sistema de enquistamiento es muy poco eficiente como para
obtener material suficiente para su secuenciacion. Sin embargo, se intentd conocer
algunas de las caracteristicas del mismo mediante el tratamiento de quistes con diversas
enzimas o quimicos hidroliticos. Asi pudimos determinar que reactivos que destruyen
carbohidratos no tienen influencia en la reactividad del antigeno para con el anticuerpo,
aunque en algunos casos se observé cambios en la morfologia de los quistes que pueden
ser consecuencia de la accion de estos reactivos sobre otros componentes de la pared
quistica. Si qued6 claro que ninguna enzima proteolitica tuvo efecto alguno sobre la
reactividad de mAb 6C12 con su antigeno, no dejando dudas de la naturaleza proteica
del epitope reconocido por el mismo.

Un importante punto a discutir es el hecho que frente a determinados reactivos,
los quistes liberaron el antigeno al medio en forma similar a ciertos gusanos cuando se
desprenden de su tegumento. No esta claro si esa liberacion es un artefacto del
tratamiento o0 si  bien los quistes utilizan enzimas similares durante su
desenquistamiento. Cualquiera sea el caso, fue sorprendente encontrar que ciertos
quistes de Entamoeba coli (comensal no patdégeno) también se tefiian con el anticuerpo
sOlo si E. histolytica también estaba infectando ciertos pacientes. La caracterizacion de
ambas especies se realiz6 no sélo por el conteo de sus nucleos (8 contra 4) sino también
por PCRs realizadas por nuestros colaboradores de Suecia. Siendo que E. coli por si sola
no es detectada por el mAb 6C12, cuando ambas amebas enquistan, el material
secretado por E. histolytica puede integrarse a la pared de E. coli y no sobre quistes de

otros paréasitos. Esto hace suponer que ambas amebas poseen similares mecanismos de
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formacion de sus paredes quisticas y que la liberacion del antigeno reconocido por el
mAb 6C12 podria ser un evento fisioldgico de esta clase de microorganismos. Pese a
ello, el valor diagndstico del anticuerpo no estd comprometido porque aunque puedan
tefiirse quistes de la ameba comensal, esto s6lo ocurre si E. histolytica estad también

infectando dicho individuo.

4.4 Diagnostico de abscesos amebianos

La Amebiosis es considerada una de las enfermedades parasitarias mas agresivas
que pueden presentarse en el intestino humano, los trofozoitos tienen la capacidad de
invadir la mucosa intestinal alcanzando la circulacion portal y de esta forma pueden
diseminarse en otros érganos y formar en ellos verdaderos abscesos, resultando higado
y pulmon las localizaciones mas frecuentes (42, 71). Esta estimado que, de todos los
casos de Amebiosis la formacion de estos abscesos amebianos solo ocurre en el 1,5 %
de los pacientes afectados (31, 71). Es conocido ademés que en portadores de
Amebiosis que tienen una infeccion con HIV, esta Amebiosis latente puede llegar a ser
reactiva, progresiva e invasiva (58, 71).

El diagndstico de los amebomas es algunas veces dificultoso ya que la
sintomatologia que los acomparfia es altamente variable lo que hace que sea facilmente
confundible con otras patologias como enfermedad de Crohn, abscesos apendiculares,
viderticulitis o carcinoma de colon (4, 31, 44, 75).

Si bien las técnicas habitualmente utilizadas de diagndstico por imagenes como
la ultrasonografia, tomografia computada y resonancia magnética tienen una excelente
sensibilidad para detectar abscesos y pueden aportar datos importantes como el tamafio,
la exacta ubicacion y la definicion de los bordes, no son Utiles para determinar la
etiologia de los mismos. Las imagenes que brindan para patologias como ameboma
hepatico, tumores necroticos y abscesos pidgenos son idénticas, por lo cual deberian ser
complementados con otros estudios que permitan determinar la causa de la enfermedad
(42-44, 49, 75).

A pesar de su similitud con diversas enfermedades como tumores o quistes
hidatidicos, el diagndstico diferencial debe ser establecido principalmente con los
abscesos pidgenos, ya que de su correcta diferenciacion dependera el prondstico y la
estrategia terapéutica que se aplicara (43, 49, 75). Aunque la informacién

epidemioldgica muestre que el paciente proviene de una zona endémica de Amebiosis y
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presente sintomatologia acorde con esa patologia, los hallazgos de laboratorio y las
imagenes radioldgicas obtenidas no son decisivas para determinar una diferencia
absoluta entre un absceso amebiano o pidgeno. La recuperacion de quistes y/o
trofozoitos hematdfagos de E. histolytica en la materia fecal de pacientes con
sintomatologia hepética fortalece la hipdtesis de una etiologia amebiana, pero una
complicacién en el diagnostico es el hecho de que muchos pacientes con absceso
amebiano hepatico no tienen la coexistencia de una infeccion intestinal con E.
histolytica (49, 75). Ademaés los trofozoitos hematéfagos sélo son encontrados en muy
bajo porcentaje en los pacientes afectados por lo cual no es un estudio que resulte de
utilidad (44, 49).

Si bien uno de los medios de diagnéstico complementarios actuales para el
absceso hepatico amebiano consiste en la determinacion en suero de anticuerpos anti-
ameba, para los cuales se disponen de numerosos kits comerciales, presenta el
inconveniente de que los niveles circulantes de estos anticuerpos en personas que
habitan en zonas endémicas pueden permanecer elevados después de afios de una
infeccion con E. histolytica, por lo tanto la presencia de estos anticuerpos pueden
deberse a una infeccién pasada y no a la presencia de un absceso actual, lo cual
representa una limitacion para un diagnostico certero (4, 42, 43, 75-77).

El hallazgo de trofozoitos de E. histolytica o de su ADN en el fluido aspirado en
la puncion del absceso o més precisamente del material necrético obtenido de los bordes
de la lesion es considerado como una sefial para un diagnostico confirmatorio (8, 42, 43,
49, 75, 76). Trabajos recientes establecen que la deteccion de ADN del parésito tanto en
muestras de sangre, orina o saliva, utilizando la técnica de PCR a tiempo real son
altamente sensibles para el diagnostico de colitis y absceso hepatico amebiano, si bien
este es un método no invasivo y con una gran sensibilidad presenta el inconveniente de
que la mayoria de los laboratorios de diagndstico clinico no cuentan con este tipo de
equipamiento (43, 49).

Algunos autores en trabajos realizados en el 2010 demuestran la presencia de
trofozoitos de E. dispar en pacientes con abscesos amebianos hepaticos postulando que
quizas estos puedan estar asociados o ser potencialmente responsables del dafio tisular
en intestino e higado, apoyandose en trabajos previos que sostienen que E. dispar podria
causar abscesos hepaticos en algunos animales (20, 84, 98).

Las muestras de biopsias pueden ser necesarias para distinguir estos abscesos de

un carcinoma o de un adenoma y el hallazgo de trofozoitos en cortes histologicos suele
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ser dificultoso debido a la extensa citolisis presente especialmente en casos clinicamente
insospechados (31, 49, 98).

En los cortes histoldgicos los trofozoitos de amebas pueden ser mejor
reconocidos mediante la utilizacion de diversas coloraciones, como la coloracion de
PAS que muestran una marca en membranas celulares pero no es especifica para un
determinado tipo celular, asi mismo para poder identificar la presencia de estas formas
vegetativas no debemos olvidar que es imprescindible contar con personal calificado y
entrenado en el area (31, 49, 75). Los anticuerpos que hemos desarrollado podrian
resultar de una gran ayuda como herramienta diagndstica a anatomo-pat6logos para ser
utilizados en técnicas de inmunohistoquimica, ya que reconocen especificamente
trofozoitos de E. histolytica y no presentan reaccion cruzada con otros trofozoitos de
otras especies de amebas, ni de otros parasitos. De esta manera la utilizacion de estos
anticuerpos en este tipo de muestras podrian reemplazar a la utilizacion de coloraciones
inespecificas y que poseen una sensibilidad inferior para realizar el diagndstico

confirmatorio de esta patologia.

4.5  Diagnostico de la Giardiosis y la Cryptosporidiosis

Como se explico anteriormente, existen en el mercado diversos productos
basados en anticuerpos monoclonales especificos para ensayos de microscopia de
inmunofluorescencia (10). Lamentablemente, en el caso de Giardia no se conoce el
antigeno diana reconocido por esos anticuerpos (10). En nuestro caso particular, luego
de haber identificado proteinas especificas presentes en la pared del quiste del paréasito
(CWP1 y CWP2) (61), pudimos generar proteinas recombinantes que fueron luego
utilizadas en la inmunizacion de ratones para la produccion de nuevos anticuerpos
monoclonales que las detectan con gran especificidad y sin reaccidn cruzada con ningun
otro componente de la materia fecal. Ademas, el uso de proteinas recombinantes
producidas en bacterias nos permitio generar anticuerpos que detectan epitopes no
conformacionales y, por lo tanto, son activos aun sobre proteinas de la pared del quiste
que han sido fijadas con diversas sustancias conservantes.

Estos anticuerpos anti-Giardia detectan las proteinas del correcto peso molecular
de aquellas presentes en pared del quiste (61). Ademas de Giardia lamblia, estos
anticuerpos detectan la pared del quiste de Giardia muris, la especie del parasito que

infecta roedores y que son muy comunes de encontrar en animales de laboratorio
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(Figura 35). Por tal motivo, los mismos seran de inmensa utilidad para realizar rastreos
en un gran nimero de muestras simultaneamente y con ello el descarte o tratamiento de
ratas y ratones en donde infecciones intestinales podrian influenciar los resultados de la
experimentacion. Como G. muris no infecta humanos ni animales domésticos (3) queda
descartada la reaccion cruzada que pudiera existir cuando se trabaja con muestras
provenientes de mamiferos superiores.

Respecto de Cryptosporidium, los anticuerpos que existen en el mercado son
bastante Gtiles en el reconocimiento del parasito en muestras de materia fecal (10)
(Figura 36 muestra la deteccion del parasito en materia fecal de una rata de
experimentacién y, como en el caso de Giardia, pueden ser Utiles para la busqueda de
los mismos en bioterios) . Sin embargo, dado que tanta Giardia como Cryptosporidium
son parasitos que generalmente se transmiten por aguas contaminadas, se han informado
casos de reaccion cruzada entre los anticuerpos anti-Cryptosporidium con algas
presentes en aguas para consumo. Nuestros estudios indican que estos anticuerpos no
reaccionan con microorganismos presentes en aguas de diversa procedencia por lo que

son altamente especificos (Tabla 8 y Figura 37).

Figura 35. Deteccion de quistes de Giardia muris en materia fecal de animales de experimentacion.
En el panel superior se muestran tres quistes purificados de materia fecal de una rata Wistar obtenida de
un bioterio de animales de experimentacion de la Ciudad de Cérdoba y su correspondiente
inmunofluorescencia utilizando el mAb anti-Giardia lamblia CWP2. Dada la reaccion cruzada del
anticuerpo monoclonal, el mismo pude ser de utilidad para verificar la presencia de este parasito en
bioterios utilizados para investigacion.
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Remarcablemente, nuestros anticuerpos contra este parasito no sélo reconoce todas las
especies del mismo que infectan humanos y animales de experimentacion (Figura 36),
sino que ademas no tienen reaccion cruzada contra ningln microorganismo presente en
aguas de lagos, vertientes y rios que hemos analizado en la Provincia de Cérdoba. Esto
no deja de aportar informacion por demas importante para la implementacion de nuevas

estrategias de control de parésitos en las aguas.

PR TR TS L s R

Figura 36. Deteccion de ooquistes de Cryptosporidium en materia fecal de animales de
experimentacidon. En la fotografia se muestra la superimposicién de una imagen de microscopia dptica y
la correspondiente a la microscopia de fluorescencia utilizando un mAb anti-Cryptosporidium de materia
fecal de una rata Wistar obtenida de un bioterio de animales de experimentacién de la Ciudad de Cérdoba.
Los puntos verdes indican los ooquistes que se pueden facilmente identificar entre los detritus de la
materia fecal. Como en el caso de Giardia, este mAb pude ser de utilidad para verificar la presencia de
este paréasito en bioterios utilizados para investigacion.

Tabla 8. Reactividad de anticuerpos anti-Cryptosporidium con microorganismos de muestras de
aguas obtenidas de diversas fuentes de la Provincia de Cérdoba.

Muestra de agua Reactividad mezcla de mAb Reactividad mezcla de mAb
anti-Giardia anti-Cryptosporidium
Lago San Roque Negativo Negativo
Rio Suquia (La Calera) Negativo Negativo
Rio Suquia (Cérdoba) Negativo Negativo
Aguas servidas (Cordoba) Negativo Negativo
Agua servidas (Parque) Negativo Negativo
Agua de florero Negativo Negativo
Agua de natatorio Negativo Negativo
Agua de canilla Negativo Negativo
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Figura 37. Anticuerpos anti-Cryptosporidium no detectan microorganismos en aguas. En la
fotografia se muestra una imagen de microscopia de contraste de fases y la correspondiente a la
microscopia de fluorescencia utilizando una mezcla de mAbs anti-Cryptosporidium en tres muestras de
aguas servidas de la Ciudad de Cordoba. Los anticuerpos no tienen reaccion cruzada con ningdn
microorganismo, en especial algas, presentes en aguas de diverso origen.

Es importante destacar que aunque el antigeno que reconocen los anticuerpos
monoclonales contra Cryptosporidium aun no han sido caracterizados molecularmente,
todos los anticuerpos reconocen una unica banda en todos los aislamientos estudiados,
indicando que esta molécula presente en la pared de ooquistes es altamente conservada
e inmunogénica en ratones. Estudios futuros intentaran la purificacion de dicha

molécula y su caracterizacion molecular.

82



4.6  Desarrollo de la primera tira reactiva eficiente para la deteccion de

protozoarios intestinales

La generacién de un método simple, barato y eficiente para la deteccidn en
muestras de materia fecal de cualquiera (o todos) de los tres protozoarios intestinales
mas frecuentes es un hecho novedoso y no tiene correlato en la literatura. El Gnico
precedente es un sistema de immunocromatografia (10), pero el mismo es mas costoso,
utiliza equipamiento eléctrico y solo detecta antigenos presentes en la superficie de
trofozoitos de estos tres parasitos y no de sus formas quisticas que son las que
encontraremos frecuentemente en la muestras rutinarias de materia fecal y ademas no
tiene la capacidad de discernir entre E. histolytica, E dispar y E. moshkovskii.

Nuestro kit diagnostico es de facil utilizacion ya que s6lo es necesario
resuspender la materia fecal en una dilucion 50/50 con agua corriente y luego lavarla
con PBS. En estos primeros ensayos se utilizd un anticuerpo secundario marcado con
Peroxidasa para luego revelarlo mediante la produccion de color con DAB. Sin
embargo, en el futuro planteamos utilizar anticuerpos secundarios marcados con
particulas de oro o carbén, lo que evitaria el altimo paso de la técnica con un tercio de
ahorro en el tiempo de ejecucion.

Un punto importante a tener en cuenta es la sensibilidad del método. Este es
capaz de reconocer 10 quistes de Giardia por ml de materia fecal diluida debido al
tamafo de los quistes. Para Cryptosporidium el limite de deteccion es de 50 ooquistes
posiblemente debido al escaso tamafio de los ooquistes y por ende, a una menor
cantidad de antigeno presente en los mismos. En ambos casos, un anticuerpo se usa para
la captura de los mismos sobre el soporte sélido, mientras que un anticuerpo diferente (y
que puede reconocer un epitope distinto) se utiliza para la deteccion. No es este el caso
de E. histolytica, ya que s6lo poseemos un anticuerpo que sirve al mismo tiempo para la
captura y para la deteccion de los quistes, disminuyendo su sensibilidad posiblemente
por competencia por el mismo epitope (pese a que el tamafio de los quistes son similares
a los de Giardia, para Entamoeba el limite de deteccidn es de 50 quistes por ml de
materia fecal diluida contra 10 de Giardia). Esto nos induce a tratar en el futuro de
caracterizar molecularmente el antigeno diana, generar nuevos anticuerpos que
reconozcan otros epitopes de la molécula y, ademas, intentar perfeccionar el méetodo de
enquistamiento in vitro para identificar otros componentes de la pared quistica de este

parasito para, de nuevo, generar mas anticuerpos monoclonales que nos permitan no
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solo aumentar la sensibilidad del test sino también para un mejor rendimiento en la
obtencion de los controles positivos que el método requiere.

También como un trabajo a futuro hemos pensado en incorporar una cuarta linea
de deteccion para el trofozoito de E. histolytica, con dos anticuerpos diferentes, como en
el caso de Cryptosporidium y Giardia, uno para captura y otro para revelado (ya que
por fortuna hemos desarrollados varios anticuerpos contra la forma vegetativa) y de esta
manera abarcar en forma completa la deteccidn de todas las formas posibles que pueden
estar presentes en materia fecal en esta patologia.

4.7 Conclusién

En el desarrollo de este Trabajo de Tesis hemos cumplimentado el Objetivo
General y los Objetivos Especificos planteados con anterioridad y hemos demostrado la
hipdtesis de que mediante la generacidn y uso de anticuerpos especificos es posible el
desarrollo de un método sencillo, especifico y sensible para el diagnéstico

parasitoldgico de los tres protozoarios intestinales de mayor prevalencia en el mundo.
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Antigenic variation in Giardia lamblia is
regulated by RNA interference

César G. Prucca’®, lleana Slavin'®, Redrigo Quiroga’, Eliana V. Elias’, Fernando D. Rivero', Alicia Saura’,
Pedro G. Carranza' & Hugo D. Lujan’

Abstract

Giardia lamblia (also called Giardia intestinalis) is one of the most common intestinal parasites of humans.
To evade the host's immune response, Giardia undergoes antigenic variation-a process that allows the
parasite to develop chronic and recurrent infections. From a repertoire of approximately 190 variant-
specific surface protein (VSP)-coding genes, Giardia expresses only one VSP on the surface of each
parasite at a particular time, but spontaneously switches to a different VSP by unknown mechanisms. Here
we show that regulation of VSP expression involves a system comprising RNA-dependent RNA
polymerase, Dicer and Argonaute, known components of the RNA interference machinery. Clones
expressing a single surface antigen efficiently transcribe several VSP genes but only accumulate
transcripts encoding the VSP to be expressed. Detection of antisense RNAs corresponding to the silenced
VSP genes and small RNAs from the silenced but not for the expressed vsp implicate the RNA
interference pathway in antigenic variation. Remarkably, silencing of Dicer and RNA-dependent RNA

polymerase leads to a change from single to multiple VSP expression in individual parasites.
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Disruption of antigenic variation is crucial for effective
parasite vaccine

Fernando D Rivero!, Alicia Saura', Cesar G Prucca, Pedro G Carranza', Alessandro Torri! & Hugo D) Lujan'

Abstract

Giardia lamblia is a human intestinal pathogen. Like many protozoan microorganisms, Giardia undergoes
antigenic variation, a mechanism assumed to allow parasites to evade the host's immune response,
producing chronic and/or recurrent infections. Recently, we found that the mechanism controlling variant-
specific surface protein (VSP) switching in Giardia involves components of the RNA interference
machinery and that disruption of this pathway generates trophozoites simultaneously expressing many
VSPs. Here we use these altered trophozoites to determine the role of antigenic variation in a gerbil model
of Giardiosis. Our results show that either primary infection with trophozoites simultaneously expressing
many VSPs or immunization with purified VSPs from the transgenic cells protects gerbils from subsequent
Giardia infections. These results constitute, to our knowledge, the first experimental evidence that
antigenic variation is essential for parasite survival within hosts and that artificial disruption of this

mechanism might be useful in generating vaccines against major pathogens that show similar behavior.
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Obtencion de un anticuerpo monoclonal que distingue Entamoeba histolytica-dispar de otras
amebas patogenas.

Saura A.™?, Carranza PG."” y Lujan HD'. 'Laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular.
Facultad de Medicina, UCC, *> Catedra de Bioquimica y Biologia Molecular. Facultad de
Medicina, UNC. E-mail: asaura@biomed.uncor.edu

El diagndstico de la Amebiosis, enfermedad causada por Entamoeba histolytica, es dificultoso
debido a la presencia de cepas patégenas y no patégenas tanto de E. histolytica como de E.
dispar. Habitualmente se realiza visualizando al microscopio éptico los quistes y en algunos
casos los trofozoitos en las heces de pacientes. Muy frecuentemente, y por la similitud
morfolégica con otras amebas, se suele sobre-diagnosticar la enfermedad, dando lugar a
tratamientos innecesarios con drogas que poseen evidentes efectos secundarios. Para la
obtencidon de una herramienta con alta sensibilidad y especificidad en el diagndstico de la
Amebiosis se desarrollaron anticuerpos monoclonales (mAbs) contra quistes aislados de
pacientes con disenteria amebiana y trofozoitos de E. histolytica mantenidos en cultivo. Se
analizaron los hibridomas en busqueda de reactividad por IFA y ELISA contra distintas formas
del parasito, siendo el hibridoma 6C12 especifico contra quistes y varios otros sélo contra
trofozoitos. El mAb 6C12 fue analizado en mds de 100 muestras de pacientes infectados con E.
histolytica y E. dispar, caracterizadas por PCR, y fijadas con diferentes métodos dando
excelentes resultados en todos los casos. Para verificar la especificidad se testearon mas de 50
muestras conteniendo quistes de Entamoeba coli, E. hartmanni, E. polecki, I. butschli, E. nana,
G. lamblia, B. hominis, C. mesnili, C. cayetanensis, siendo en todos los casos no reactivo. Esta
nueva herramienta permite el diagndstico preciso del complejo E. histolytica-dispar y por ende
el tratamiento adecuado.
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EP. Desarrollo y caracterizacion de anticuerpos monoclonales especificos contra ooquistes de
cryptosporidium sp.

Rivero FD(”, Saura A, Prucca CG y Lujan HD.

Laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular. FM-UCC. Jacinto Rios 571. CP 5000.

La criptosporidiosis es una enfermedad parasitaria que afecta a innumerables especies del
reino animal, incluyendo al hombre. Los agentes causales de esta patologia son coccidios del
genero Cryptosporidium, que infectan el tracto gastrointestinal produciendo fuertes dolores
abdominales, diarrea acuosa y deshidratacién grave. En humanos es producida principalmente
por C. hominis y C. parvum, aungue en los ultimos afios se han reportado casos de infeccidn
por C. felis, C. meleagridis, C. canis y C. muris, hecho que demuestra el creciente potencial
zoon6tico de esta parasitosis.

Las técnicas de diagndstico actuales poseen una baja eficiencia y son incapaces de reconocer
ciertas especies de cryptosporidios infectivos para el hombre.

En nuestro laboratorio hemos desarrollado 30 anticuerpos monoclonales (mAc) capaces de
detectar con alta sensibilidad y especificidad ooquistes de diferentes especies de
cryptosporidios. Esto fue posible gracias a que el proceso de inmunizacion fue realizado con
ooquistes purificados a partir de muestras de materia fecal tanto humanas como bovinas. Los
cinco mAc que presentaron la mayor intensidad de sefial en ensayos de inmunofluorescencia y
ELISA, fueron caracterizados por Western blot y desafiados con muestras de materia fecal
humanas y de animales infectadas con cryptosporidios.

Estos anticuerpos monoclonales especificos sumados a otros mAc altamente eficientes para
detectar quistes de Giardia lamblia y Entamoeba histolytica, desarrollados en nuestro
laboratorio, constituyen el punto de partida para la creacidon de un nuevo kit diagndstico
integral de facil aplicacidn y alta eficiencia para el monitoreo de las enteroparasitosis de mayor
prevalencia a nivel mundial.
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Development of an efficient diagnostic kit for easy and fast detection of pathogenic
intestinal parasitic protozoa.

Fernando D. Rivero®, Alicia Saura®, Cesar G Prucca’, Pedro G. Carranza®,Rachel Chambers?, Jean
Crabtree?, and Hugo D. Lujan®

1 School of Medicine. Catholic University of Cérdoba. Cérdoba. Argentina.
2 UK Cryptosporidium Reference Unit. Singleton Hospital. Swansea. United Kingdom.

3 Institute of Molecular Medicine. St James’ University Hospital. Leeds. United Kingdom.

Giardiosis, Cryptosporidiosis, and Amebiosis are among the most prevalent human enteric
infections worldwide. Due to their importance in less-developed countries, these diseases have
been recently included in the “Neglected Diseases Initiative” by the WHO. Actually, the
diagnostic methods for these pathogens parasites have low efficiency, are laborious, some of
them expensive, and demand sophisticated equipments and very well trained personnel. We
have developed highly specific monoclonal antibodies (mAb) capable to detect Giardia lamblia
and Entamoeba histolytica/dispar cyst wall molecules and Cryptosporidium sp. (C. hominis, C.
parvum, C. felis, C. cervine and C. meleagridis) oocysts antigens, without cross-reactivity to any
other intestinal organisms. These mAbs were tested using genotypified cysts and oocysts by
immunofluorescence (IFA), enzyme-immuno (ELISA), dot blot, and Western blot assays. The
tests showed high specificity and sensitivity when analyzed in hundreds of stool samples of
infected individuals. Using pairs of specific mAbs for Giardia, Entamoeba, and Cryptosporidium,
we developed a very inexpensive and easy to use dipstick diagnostic kit. Particular mAbs were
applied to a supported membrane for capture of parasites’ antigens from tap-water
resuspended fecal samples and the presence of the microorganisms was detected by a
secondary mAb labeled either with gold particles or horseradish peroxidase. Positive controls
consisted in Giardia cysts generated in culture, immunopurified Entamoeba cyst wall
molecules, and Cryptosporidium parvum oocysts obtained from infected calves. The method
permitted the fast visualization of the presence of the parasites directly from stool samples
with high specificity and without the use of any additional equipment, and is being capable to
detect as little as ten cysts/oocysts per ml of resuspended stool samples. This dipstick
diagnostic kit can be performed in parallel in a high number of samples, do not require
experienced personnel, and due to the stability of the reagents, it can be stored in the absence
of refrigeration, making this kit a valuable tool for the detection of these parasites in rural
and/or poor areas of the world as well as travelers moving to endemic areas where these
diarrhea-causing parasites are common.
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