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RESUMEN

Las técnicas moleculares son una excelente alternativa para el diagnostico de
giardiasis, producida por Giardia intestinalis, pero se requiere evaluar y determinar
la mejor diana de amplificacion, condiciones Optimas de reactivos, asi como la
estandarizacion de un protocolo de PCR para su deteccion. El objetivo del
presente trabajo se basd en la estandarizacion de una PCR para la deteccion
molecular del parasito basandose en dos dianas de amplificacion (Catepsina L y el
gen codificante del ARN ribosomal 18S) y estandarizacion de la PCR donde se
obtuvieron mejores resultados. Para la extraccion de ADN se utilizé el estuche
comercial de Promega, Wizard® Genomic DNA Purification Kit a partir de
muestras de heces el cual permiti6 obtener ADN de gran pureza e integridad. La
diana ideal fue la correspondiente al gen codificante del ARN ribosomal 18S, por lo
que se estandarizaron las condiciones de la reaccion de esta PCR (concentracion
de reactivos, temperatura de hibridacion y numero de ciclos). Se determiné la
sensibilidad analitica y especificidad de la técnica. Las condiciones éptimas para la
PCR fueron: MgCl; 1,5 mM, dNTPs 100 uM, BSA 1 mg/mL, cebadores 0,2 uM,
ADN Polimerasa 0,75 U, utilizando 35 ciclos y una temperatura de hibridacion de
57 °C. La sensibilidad analitica de la PCR fue de 10 fg y la especificidad fue del
100%, por lo que es altamente sensible y especifica para la deteccion de ADN de
Giardia intestinalis

Palabras clave: Giardia intestinalis, Estandarizacion, Diagnostico, PCR
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ABSTRACT

Molecular techniques are an excellent alternative for the diagnosis of giardiasis,
caused by Giardia intestinalis, but it is necessary to evaluate and determine the
best amplification target, optimal reagent conditions and the standardization of a
PCR protocol for its detection. The objective of this work was based on the
standardization of a PCR for the molecular detection of the parasite based on two
amplification targets (Cathepsin L and the gene encoding 18S ribosomal RNA) and
standardization of the PCR where better results were obtained. For DNA
extraction, the Promega commercial kit, Wizard® Genomic DNA Purification Kit,
was used from fecal samples, which allowed obtaining DNA of great purity and
integrity. The ideal target was the gene encoding 18S ribosomal RNA, so the
reaction conditions of this PCR were standardized (reagent concentration,
hybridization temperature and number of cycles). The analytical sensitivity and
specificity of the technique were determined. The optimal conditions for PCR were:
1.5 mM MgCI2, 100 uM dNTPs, 1 mg/mL BSA, 0.2 uM primers, 0.75 U DNA
Polymerase, using 35 cycles and a hybridization temperature of 57 °C. The
analytical sensitivity of the PCR was 10 fg and the specificity was 100%, making it
highly sensitive and specific for the detection of Giardia intestinalis DNA.

Keywords: Giardia intestinalis, Standardization, Diagnosis, PCR
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INTRODUCCION

Entre las enfermedades parasitarias causantes de diarrea mas importantes,
por su elevada prevalencia, destaca la giardiasis producida por el protozoario
Giardia intestinalis, cuya sinonimia es Giardia lamblia o Giardia duodenalis; siendo
este el parasito intestinal mas comun en el mundo (Plutzery cols., 2010; Alnomasy
y cols., 2021). Este parasito se adhiere y coloniza la parte superior del intestino
delgado, causando diarrea acuosa aguda en humanos y animales. Es un
importante protozoario zoondtico y la principal causa de giardiasis humana, por lo

que representa una amenaza para la salud publica (Li y cols., 2020)

Giardia intestinalis es un protozoario flagelado del género Giardia y especie
intestinalis. Hasta el momento se conocen ocho genotipos o variantes llamados
‘ensamblajes”, algunos de ellos son especificos del hospedador, mientras que
otros se encuentran frecuentemente en humanos y se consideran potencialmente
zoonoticos porque también se han encontrado en las heces de animales
domeésticos como gatos y perros (Sarria y cols., 2022). Los ensamblajes descritos
son: A (Subtipos AI-AVI) (humanos y animales), B (Subtipos Blll, BIV) (humanos y
animales), C (perros), D (perros), E (animales de granja), F (gatos), G (ratas) y H

(mamiferos marinos).

La especie de G. intestinalis tiene dos fases del ciclo vital: el trofozoito
flagelado que se adhiere a las microvellosidades intestinales y un quiste infeccioso
que persiste en el medio ambiente. El trofozoito tiene forma piriforme, mide
aproximadamente 15 uym de longitud por 7 um de ancho. Posee una ventosa en la
mitad anterior de su cuerpo por la cual se adhiere a la mucosa intestinal. En la
parte central de su diametro longitudinal posee un axostilo del cual emergen
cuatro pares de flagelo, el axostilo es atravesado en el centro por unas estructuras
llamadas cuerpos parabasales y los dos nucleos poseen nucléolos centrales

(Botero y Restrepo, 2012). Los quistes tienen forma ovalada y miden de 8 a 19



Mm; los quistes maduros tienen cuatro nucleos y los inmaduros dos (Ash y Orihel,
2010).

El ciclo de vida de G. intestinalis ocurre en hospedadores caninos, felinos y
humanos. La fase quistica se elimina al medio ambiente por medio de las heces a
través del ano y la infeccion humana ocurre principalmente a través de la ruta
fecal-oral por el consumo de agua y alimentos contaminados con el quiste
(Mahdavia y cols., 2022). La desenquistacion comienza en el estbmago, donde las
paredes del quiste se debilitan por las proteasas del hospedador y el pH acido, y
se completa en la parte superior del intestino delgado. Los trofozoitos se liberan
en la luz y se dividen por fisién binaria para luego adherirse al epitelio del
hospedador a través de un disco adhesivo ventral. El ciclo de vida se completa
cuando los trofozoitos se desprenden y comienzan a moverse a lo largo del tracto
gastrointestinal, donde se exponen a la bilis e inician la enquistacién para formar

nuevos quistes que se excretan hacia el medio ambiente (Fekete y cols., 2021).

El parasito se transmite por medio del contacto directo con las heces de
donde se adquieren los quistes y estos son llevados a la boca del hospedador
susceptible por medio de las manos, alimentos o aguas contaminadas (Groudan y
cols., 2021). Los sintomas suelen aparecer de 1 a 3 semanas después de la
exposicion e incluyen diarrea, calambres abdominales, distensién abdominal,
gases y nauseas. Aunque generalmente es auto-limitada, puede progresar a
deshidratacion, desnutricion, retraso en el desarrollo y sindrome de malabsorcién,
especialmente en personas inmuno deprimidas. El diagnéstico y el tratamiento
tempranos son imprescindibles para prevenir y controlar la infeccion por G.

intestinalis (Watkins y Eckmann, 2014).

G. intestinalis presenta una distribucion mundial, mostrando una prevalencia
del 2-7% en paises desarrollados y puede llegar a mas del 30% en paises de
bajos y medianos ingresos (Fantinatti y cols., 2021). La Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) en 1996 informé que la giardiasis afectaba a 200.000 millones de
personas en Asia, Africa y América Latina, y que cada afio se producian 500.000
nuevos casos. En 2002, el numero de personas infectadas en todo el mundo
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aumentd hasta 280 mil millones. Ademas, en 2004, la OMS declaré la giardiasis
como una enfermedad desatendida. Desde entonces y hasta la actualidad se
sigue manteniendo el estatus de enfermedad ignorada o desatendida. En América
Latina, se considera que el pais con menor prevalencia es Colombia, y el que

posee mayor prevalencia es Brasil (Sarria y cols., 2022).

La giardiasis es la causa de diarrea en hasta 20% de los casos en paises
en vias de desarrollo, pero solo de 3-7% en paises desarrollados. En estos
continuan presentes los casos de giardiasis transmitidos a través de la
contaminacioén hidrica, debido a la resistencia de los quistes de G. intestinalis a las
medidas convencionales de tratamiento de agua, aunque también los viajes a
paises de menor desarrollo son una causa fundamental de casos de giardiasis en
estas regiones del mundo. Elriesgo en los viajeros internacionales, se relaciona
con factores como el saneamiento en el pais de acogiday las actividades que
exponen a los viajeros a aguas contaminadas, y aumenta con la duracién de la
estancia (AMSE, 2016).

En Venezuela, la giardiasis constituye un problema de salud publica, debido
a la concurrencia de diversos factores de riesgo, como contaminacién de las
fuentes de agua de consumo humano, la deficiente educacion sanitaria y bajo
nivel socioecondmico, asi como en otros paises latinoamericanos. Las tasas de
prevalencias son variables, pero pueden ser particularmente altas en comunidades
rurales e indigenas. En el caso del estado Bolivar, estudios de parasitosis
intestinales realizados en comunidades rurales han mostrado prevalencias
considerables (25,2-44,1%) para G. intestinalis (Devera y cols., 2014, 2020; Incani
y cols., 2017).

El diagnodstico de las parasitosis intestinales basado en las manifestaciones
clinicas no se recomienda ya que la sintomatologia, cuando se presenta, es
variada e inespecifica. Los datos epidemioldgicos, aunque ayudan, tampoco son
definitivos. El diagnostico de certeza, consiste en la visualizacion de las formas

parasitarias (Devera y cols., 2020).



La deteccion G. intestinalis se basa principalmente en el examen
microscopico de las heces, se usa una suspension fecal en solucion salina
fisiologica (NaCl 0,85%) la cual va a permitir observar los trofozoitos méviles, o se
puede observar tefiida con yodo (solucion de Lugol al 2-5%) que permite observar
las estructuras internas. Otras técnicas usadas son mediante concentracion, por
flotacion (sulfato de zinc) o sedimentacion (formol-éter). Estas técnicas presentan
una sensibilidad del 50-70% cuando se procesa una sola muestra. Para aumentar
las posibilidades diagnésticas de este examen, se recomienda analizar tres
muestras fecales a intervalos de 2-3 dias durante un periodo de tiempo no
superior a 10 dias, alcanzando valores en torno al 90%. Se puede afirmar, incluso,
que el examen microscopico de seis muestras puede no revelar su existencia, v,
en ningun caso, la persistente negatividad de dichos exdmenes puede excluir esta
parasitosis. Debido a la baja sensibilidad de la coprologia, se ha desarrollado la
técnica de “Entero-Test”, que permite la adhesién y posterior observacion de los
trofozoitos de G. intestinalis a una capsula que se introduce por via oral (Hooshyar
y cols., 2019).

Por otro lado, existen algunos métodos inmunoldgicos para el diagnéstico
de giardiasis en muestras bioldgicas que permiten la deteccién de anticuerpos
contra el parasito. Esa deteccion se realiza principalmente mediante las técnicas
de inmunoensayo enzimatico (ELISA, por sus siglas en inglés, Enzyme Linked
Inmunosorbent Assay), Inmunofluorescencia indirecta (IFlI) y Hemaglutinacion
indirecta (HAI). Se han desarrollado técnicas de ELISA para la deteccion de
antigenos del parasito, pero su uso no elimina la necesidad de analizar multiples

muestras de heces para una deteccion precisa (CDC, 2022).

En general, los métodos convencionales que utilizan la coprologia y la
inmunologia tienen restricciones como la limitada sensibilidad, sobre todo en bajas
cargas parasitarias y la necesidad de experiencia profesional en el diagnéstico de
giardiasis. Ademas, de que no se lleva un adecuado control epidemiolégico por las
limitaciones que se presentan al momento de detectar la parasitosis, ya que

pueden resultar falsos negativos, lo que lleva a sélo detectar y tratar a un grupo de
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personas que resultaron positivas, teniendo riesgo de que otra parte de la
poblacidon también esté infectada y siga diseminando el parasito (Dacal y cols.,
2020).

El diagndstico molecular es un area dinamica en desarrollo constante que
ha revolucionado el diagnéstico clinico. Un conocimiento mas profundo de las
variaciones genéticas entre géneros y especies asociadas con una mayor
posibilidad de investigaciones moleculares son razones para el desarrollo
significativo de métodos basados en la técnica denominada Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction) especificos para
diagnosticar enfermedades parasitarias gastrointestinales. Es importante destacar
que estos enfoques moleculares presentan una mayor sensibilidad y especificidad
en poblaciones de baja carga parasitaria en comparacion con los enfoques de

microscopia (Argy y cols., 2022).

La PCR es un método para la identificacion rapida y precisa, ademas de ser
una técnica sensible y especifica en el diagnostico de laboratorio de infecciones
parasitarias intestinales (Meningher y cols., 2019). Se han descrito varios
protocolos de PCR basados en diferentes dianas tales como: secuencias del gen
codificante del ARN ribosomal de la subunidad pequefia (SSRNA del inglés, small
subunit ribosomal ribonucleic acid) (Verweijy cols., 2004) y la secuencia de la
catepsina L (Bairami y cols., 2016). Ademas, estudios moleculares basados
principalmente en el ADN codificante del ARN ribosomal de la subunidad pequenia
(ssu-RNA) (Verweijy cols., 2004), B-giardina (bg del inglés, Beta Giardin) (Caccio y
cols., 2002), glutamato deshidrogenasa (gdh del inglés, Glutamate
Dehydrogenase) (Monis y cols., 1999) y triosa fosfato isomerasa (tpi del inglés
Triose Phosphate Isomerase) (Sulaiman y cols., 2003), han permitido identificar

ocho genotipos de Giardia intestinalis.

G. intestinalis exhibe una alta actividad proteolitica y las cistein proteasas
(catepsinas) estan directamente implicadas en la alteracion del complejo de unién

epitelial intestinal, la apoptosis de las células epiteliales intestinales y la
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degradacion de los factores inmunitarios del hospedador, incluidas las quimiocinas
y las inmunoglobulinas. Ademas, se ha implicado en la deplecion de moco vy la
disbiosis de la microbiota inducida por el parasito. Dada su importancia, los genes
codificantes de catepsinas estan altamente representados en el parasito, de alli

también su uso en diagndstico y caracterizacion (Allain y cols., 2019).

Se han realizado una gran cantidad de estudios para diagnosticar Giardia,
autores como Bairami y cols. en 2016, compararon la técnica de PCR, basada en
la deteccion del gen de la Catepsina L, con la microscopia para la deteccién de la
infeccion por Giardia intestinalis en muestras de heces. La sensibilidad de la PCR
fue 100% para la deteccion del ADN de G. intestinalis de las muestras de heces
de los pacientes que resultaron positivas para los quistes y trofozoitos de G.
intestinalis utilizando la microscopia como patrén de oro. En comparacién con la

microscopia, la PCR mostrd una especificidad del 97,9%.

Verweij y cols. en 2004 reportaron la deteccion simultanea de Entamoeba
histolytica, Giardia intestinalis y Cryptosporidium parvum en muestras fecales
mediante PCR multiple en tiempo real, con muestras de heces y ADN controles. El
ensayo multiple en tiempo real para la deteccién de E. histolytica, G. intestinalis y
C. parvum logré una especificidad del 100 %. En todas las muestras analizadas en
las que la microscopia reveld la presencia de E. histolytica, G. intestinalis o C.
parvum, se detecté una amplificacion especifica. La deteccion de ADN especifico
del parasito tiene el potencial de reducir la cantidad de muestras de heces que

requieren analisis para el diagndstico de estas infecciones.

Incani y cols., en 2017, desarrollaron un estudio para el diagnostico de
parasitos intestinales en una comunidad rural de Venezuela para evaluar las
ventajas y desventajas del uso de la microscopia o la PCR en tiempo real (RT-
PCR). Determinaron la prevalencia y el rendimiento diagnéstico de la microscopia,
y la RT-PCR para 14 parasitos intestinales en una comunidad rural venezolana
con una larga historia de infecciones parasitarias intestinales persistentes a pesar
de la implementacion de tratamientos regulares. Se utiliz6 una RT-PCR multiple
para la deteccion de Giardia intestinalis, entre otros parasitos. La combinacion
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microscopia-PCR revel6 prevalencias de 35,1% para G. intestinalis. En
conclusion, se evidencid que el diagndstico de parasitos intestinales basado en la
RT-PCR tiene un buen rendimiento en condiciones de campo, proporcionando

elevados porcentajes de prevalencia para la mayoria de los parasitos estudiados.

Basmaciyan y cols. (2021), con el objetivo de mejorar el diagnostico de
infecciones intestinales por protozoos, basaron su investigacion en ensayos
comerciales de PCR simple y multiplex para la deteccion de parasitos intestinales
Giardia intestinalis, Entamoeba spp., Cryptosporidiums pp., realizaron una
evaluacion comparativa de siete estuches comerciales de PCR comerciales con
ensayos de PCR convencionales de rutina, los siete ensayos de PCR comerciales
mostraron una especificidad >99 % asociada con sensibilidades variables segun el
parasito evaluado (desde el 64,5 al 100 %), los ensayos de PCR comerciales
mostraron un rendimiento satisfactorio para la deteccién en muestras de heces de
los tres protozoos intestinales mas comunes responsables de las enfermedades
parasitarias intestinales en los paises desarrollados. Ademas, los ensayos de PCR

multiplex ahorran tiempo en comparacion con la microscopia.

Los autores Sarria y cols. En 2021 realizaron revisiones sistematicas y
metanalisis entre el 01 de enero de 2017 y el 03 de octubre de 2021; la busqueda
se centro en la identificacion molecular de Giardia spp en América Latina. El
material encontrado fue revisado para seleccionar solo aquellos trabajos que
completaran los criterios de inclusidn y so6lo 19 investigaciones en seis paises
(Brasil, Colombia, Cuba, Ecuador, México y Venezuela) cumplieron con los
criterios. La mayoria fueron estudios transversales realizados en nifios en edad
escolar, los ensambles dominantes fueron el A y el B mientras que los sub-
ensamblajes mas frecuentes fueron el All, el Blll y el BIV, los genes diana mas
utilizados fueron el tpi y el gdh, la prevalencia por métodos moleculares fue mayor
con respecto a la microscopia, los paises con mayores porcentajes de prevalencia
para giardiasis fueron Brasil y Cuba. Es necesario que mas paises de América

Latina generen datos de prevalencia, incidencia e intensidad de giardiasis.



Los trabajos descritos anteriormente demuestran que la técnica PCR,
representa una buena opcioén en el diagndéstico de la enfermedad. Por tal motivo,
en este trabajo de investigacion se estandarizaron las condiciones de la PCR para
la amplificacién del gen 18S codificante del ARN ribosomal de Giardia intestinalis,
siendo de suma importancia por su alta sensibilidad y especificidad a la hora de
diagnosticar la parasitosis en poblaciones vulnerables, y asi evitar la diseminacion
del parasito en la poblacion, ademas de ayudar a llevar un control epidemiolégico

adecuado y actualizado.



OBJETIVOS

Objetivo General

Estandarizar la técnica de PCR para el diagnostico molecular de Giardia

intestinalis en muestras de heces.

Objetivos Especificos

1. Obtener ADN en condiciones éptimas para la amplificacion por PCR

2. Ensayar PCR para dos dianas de amplificacion (Catepsina L y el gen
codificante del ARN ribosomal 18S).

3. Establecer las condiciones de reaccion de la PCR para la amplificacion de

la diana del gen codificante del ARN ribosomal 18S

4. Determinar sensibilidad y especificidad analitica de la técnica de PCR

estandarizada.

5. ldentificar el ADN de G. intestinalis en muestras de heces de individuos

infectados.



MATERIALES Y METODOS

Tipo de investigacién

La investigacion fue de tipo descriptiva y experimental. Descriptiva, debido a
que se caracterizaron los resultados obtenidos, tanto en las condiciones de
reaccion, como en los resultados de la prueba, asi como los factores asociados a
los positivos y negativos identificados por la técnica de PCR, y se establecieron las

condiciones donde se obtuvo el mejor rendimiento.

Experimental, debido a que se manipularon y controlaron las variables
relacionadas con las condiciones de reaccion (temperatura y numero de ciclos) y
concentraciones de reactivos que fueron ensayados en las técnicas de extraccion

de ADN y PCR, determinando asi las condiciones 6ptimas de reaccion.

Muestras

Muestras bioldgicas

Para la estandarizacién y evaluacion de la sensibilidad analitica de las PCR,
se emplearon muestras de heces con G. intestinalis de pacientes infectados, estas

fueron las fuentes de ADN.

Para la validacion se emplearon 10 muestras de heces con coprologia
positiva (Controles positivos), y 9 de individuos infectados con otros protozoarios

(Controles negativos heterélogos).

Las muestras empleadas fueron recolectadas previamente en la comunidad
Tierra Blanca, estado Bolivar (zona endémica para giardiasis segun diagnostico
coproparasitolégico) para un proyecto en colaboracion de determinacion de

parasitosis intestinales, con el laboratorio de Investigaciones en Bilharzia del

10



Departamento de Parasitologia de la Facultad de Ciencias de la Salud Sede
Carabobo (Dr. Nino Incani y Lcdo. Jhon Jesus). Cada paciente accedié a participar
previa autorizacion mediante un consentimiento informado. De igual manera, se
les comunicé que las muestras serian usadas, ademas de su diagnostico y
tratamiento, con fines de investigacién. Conjuntamente, se utilizaron muestras de
heces confirmadas con Giardia intestinalis por métodos coproparasitologicos
proveniente de individuos de diferentes zonas [La Victoria, estado Aragua (LVM1),
Turmero, estado Aragua (PCM1, PCM2, PCM3, VWM1, VBM1), Cagua, estado
Aragua (CGM1), Maracay, estado Aragua (GCM1) y Barquisimeto, estado Lara
(BQTM1)].

Tabla 1. Muestras empleadas para la estandarizaciéon de la técnica PCR

MUESTRA CODIGO
Turmero, estado Aragua PCM1, PCM2, PCM3, VWM1, VBM1
Cagua, estado Aragua CGM1
Maracay, estado Aragua GCM1
La Victoria, estado Araga LVMA1
Barquisimeto, estado Lara BQTM1

Método para la extraccion de ADN

El método utilizado para la extraccion de ADN fue mediante el estuche
comercial de Promega, Wizard® Genomic DNA Purification Kitcon la finalidad de
lograr un procedimiento de extracciéon simple y confiable, permitiendo la
amplificacion de ADN de las muestras. Luego de la extraccion, el ADN fue disuelto

en 100 pL de agua esterilizada. Las muestras de ADN extraido fueron mantenidas
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a -20 °C hasta su uso. La evaluacion del método de extraccidon se basdé en el

rendimiento, pureza e integridad del ADN.

Procedimiento Experimental

Medida de la concentracion, pureza e integridad del ADN

La concentracion y pureza del ADN extraido fueron determinadas por los
métodos descritos por Sambrook y Russell (2001). La concentracion de ADN fue
medida en un espectrofotometro UV/Visible Ultrospec 3000 Pharmacia Biotech,
midiendo la densidad éptica a 260 y 280 nm, usando la siguiente formula: [ADN]=
Azsonm* D (Factor de dilucién) x 50 ug/mL. El grado de pureza se calculé mediante
la relacion Azsonm/Azsonm Y SU integridad fue evaluada mediante electroforesis

horizontal de agarosa.

Electroforesis de ADN

La electroforesis de ADN se realiz6 de acuerdo con el procedimiento
descrito por Sambrook y Russell (2001). La electroforesis se realizd en geles de
agarosa al 3%, usando el tampoén TAE (Tris-acetato-EDTA, Tris Acido acético 40
mM, EDTA 0,5 M pH 8,0) y un sistema de electroforesis horizontal MINICELL*
Primo EC 320 de TDFI. El voltaje a usar fue de 60-100V, de acuerdo con el
tamano del gel. Los geles fueron tefidos con Syber Gold (1/10.000). Las bandas
de ADN se visualizaron con luz UV usando el sistema Gel Doc 1000 de BioRad.
El tamafo de las bandas de ADN se determind, comparandolas con aquellas de
los marcadores de ADN; marcador de tamafo 1 kb ADN Marker, Axigen
Bioscienses para las muestras de ADN y marcador de tamafio molecular 50 y 100

pb plus ADN ladder, Promega® para los productos de PCR.

Evaluacion preliminar de las dianas de amplificacion.

Se evaluaron las dianas de amplificacién, Catepsina L y el gen codificante

del ARN ribosomal 18S. Se utilizaron los cebadores descritos en la tabla 1.
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Tabla 2. Caracteristicas de los cebadores para las diferentes dianas de
amplificacion de ADN por PCR para Giardia intestinalis.

Diana Cebadores Tamano del Referencia
producto

GIF (5 - AATCTGTT-GACTTAAGGGAGTA-3; posicion
185-206) (Directo)
Catepsina 463 pb Bairami y
L GIR (5 -ATTGAGTCATT-ATAGGGATTGT-3; posicion 647— cols. (2016)
626) (Reverso)

Giardia-80 F (5'-GACGGCTCAGGACAACGGTT-3")

ARN (Directo)

ribosomal

18S 62 pb Verweij y

Giardia-127 R (5-TTGCCAGCGGTGTCCG-3') (Reverso) cols. (2004)

Pb= Pares de bases

Estandarizacion de las PCRs para la deteccion de la secuencia del gen 18S
codificante del ARN ribosomal y de la Catepsina L de Giardia intestinalis

Las PCRs para la amplificacion de la secuencia del gen 18S codificante del
ARN ribosomal y de la Catepsina L de G. Intestinalis se realizaron utilizando el
ADN extraido de muestras de heces, aisladas de pacientes de la comunidad Tierra
Blanca estado Bolivar. Ademas, se utilizd ADN extraido de muestras con
evaluacion coproparasitologica positiva para G. intestinalis provenientes de
laboratorios ubicados en diferentes zonas. Las reacciones de amplificacion fueron
realizadas de acuerdo a los protocolos descritos por Verweij y cols. (2004) (18 S
ADNr) y Bairami y cols. (2016) (Catepsina L).

Se emplearon los cebadores directos y reversos descritos en la tabla 1, se
variaron las concentraciones de los diferentes reactivos (Cloruro de Magnesio,
BSA, dNTPs, cebadores y ADN polimerasa), y las condiciones de reaccion tales

como temperatura, y numero de ciclos.

Para la estandarizacion de las técnicas se analizaron las siguientes

condiciones:
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Concentracién de ADN molde

Desde 100 nanogramos (ng) hasta 1 fentogramo (fg). Se hizo la curva
utilizando las cantidades de ADN de 100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, vy 1 pg,
100 fg, 10 fg y 1 fg.

Concentracién de los diferentes reactivos

Cloruro de Magnesio: desde 1,5 mM hasta 3 mM (1,5 mM, 2 mM, 2,5 mM, 3 mM)

Albumina sérica Bovina 6 BSA (del inglés, Bovine Serum Albumin): desde 0,5

mg/mL hasta 2 mg/mL (0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 1,5 mg/mL, 2 mg/mL)

Desoxinucleétidostri-fosfato (dNTPs): desde 50 uM hasta 200 uM (50, 100, 150
y 200 uM).

Cebadores: desde 0,2 uM hasta 0,8 uM (0,2, 0,4, 0,6 y 0,8 uM).

Taqg ADN polimerasa (Promega): desde 0,25 U hasta 1 U (0,25, 0,5, 0,75y 1 U).

Programa de amplificacion (temperaturas de hibridacion y namero de ciclos)

Las PCRs se llevaron a cabo teniendo como base los programas descritos
por Verweij y cols. (2004) (18 S ADNr) y Bairami y cols. (2016) (Catepsina L),
variando la temperatura de hibridacion (53, 55 y 57 °C) y el numero de ciclos (30,
35 y 40 ciclos). Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa al
3% y comparados con marcadores de tamafio molecular (50 pares de bases de

Promega®)

Determinacion de la sensibilidad y la especificidad analiticas de la PCR
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La sensibilidad se determind haciendo curvas de titulacién con diferentes
cantidades de ADN (100 ng hasta 1 fg), y se determind la cantidad minima de

ADN que produce amplificacion.

La especificidad se determind utilizando ADN de diferentes parasitos
relacionados (Entamoeba histolytica, Blastocystis spp., Dientamoeba fragilis,
Trypanosoma cruzi, Cryptosporidium spp., C. cayetanensis, Toxoplasma gondii,

Leishmania spp.) y ADN humano, en los cuales no deberia ocurrir amplificacién.

Amplificacidon de la secuencia del gen 18S codificante del ARN ribosomal de
Giardia intestinalis en muestras de heces de pacientes

Con las condiciones O6ptimas establecidas se realizd6 la PCR en un
termociclador PTC- 200 (BIORAD®, Watertown, USA), cada amplificacién incluyo
un control negativo (libre de ADN) y un control positivo (con ADN del parasito).
Posteriormente, los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 3 %,
para su visualizacién y se compararon el tamafo de las bandas amplificadas

(tamafo esperado de 62 pb) con las del marcador de tamafio molecular.
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RESULTADOS

Utilizando toda la metodologia descrita, se extrajo el ADN de las muestras y
se hicieron ensayos preliminares para posteriormente estandarizar el protocolo
que proporcioné los mejores resultados para la determinacion de ADN de Giardia

intestinalis a través de la técnica de PCR.

Obtencion de ADN en condiciones Optimas para la amplificacion

Se obtuvo ADN puro de muestras de heces confirmadas con Giardia
intestinalis por métodos coproparasitoldgicos proveniente de individuos de
diferentes zonas (LVM1, PCM1, PCM2, PCM3, VWM1, VBM1, CGM1, GCM1 y
BQTM1). La técnica de extraccion de ADN se realizé por medio del estuche
comercial de Promega, Wizard® Genomic DNA Purification Kit, el cual resulto ser
una técnica simple y confiable para la obtencién de ADN. La integridad del ADN se
evalud por electroforesis mediante gel de agarosa al 3% (figura 1). La evaluacién
del método de extraccion se baso en el rendimiento, pureza e integridad del ADN.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 1. Integridad del ADN extraido de muestras confirmadas con Giardia
intestinalis. Electroforesis en gel de agarosa al 3% tefido con Sybrgreen. (M)
Marcador 1 Kb Roche®. (2) LVM1; (3) BQTM1; (4) VWM1; (5) VBM1; (6) PCM1;
(7) PCM2; (8) PCM3
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Evaluacion preliminar de dos dianas para la amplificacién (Catepsina L y el
gen codificante del ARN ribosomal 18S).

Con las muestras de ADN extraidas mediante el estuche comercial de
Promega, Wizard® Genomic DNA Purification Kit, se realizé un pool de muestras
denominado “Pool 37, provenientes de la comunidad Tierra Blanca del estado
Bolivar a la cual se le realizaron diferentes diluciones (1/10, 1/100 y 1/1000),
ademas se utilizé la muestra BQTM1 a la cual también se le realizaron diferentes
diluciones (1/10, 1/100 y 1/1000) y ambas se utilizaron para evaluar y comparar de
manera preliminar dos dianas, Catepsina L y el gen codificante del ARN ribosomal
18S (figura 2 y 3).

Para la diana Catepsina L se esperaba un producto de 463 pb y no se
obtuvo en ningun caso, solamente se observan los dimeros de cebadores (Figura
2).

Figura 2. Evaluacion preliminar utilizando como diana Catepsina L y ADN extraido
de muestras confirmadas con Giardia intestinalis. Electroforesis en gel de agarosa
al 3% tenido con Sybrgreen. (M) Marcador 100 pb Promega®, (1) Pool 3, (2)
dilucion 1/10 del pool 3, (3) dilucién 1/100 del pool 3, (4) dilucion 1/1000 del pool 3,
(5) muestra de BQTM1 (6) dilucion 1/10 BQTM1, (7) dilucion 1/100 BQTM1, (8)
dilucién 1/1000 BQTM1, y (10) control negativo
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Para el ADN ribosomal 18S, si se observé amplificacion de un producto de

62 pb en varias muestras (Figura 3).

M 1 ¥ 3 4 8 ¢ 7 & 9 1 11

Figura 3. Evaluacion preliminar utilizando como diana gen codificante del ARN
ribosomal 18S y ADN extraido de muestras confirmadas con Giardia intestinalis.
Electroforesis en gel de agarosa al 3% tefiido con Sybrgreen. (M) Marcador 50 pb
Promega®, (1) Pool 3, (2) dilucion 1/10 del pool 3, (3) dilucién 1/100 del pool tres,
(4) dilucién 1/1000 del pool 3, (5) muestra BQTM1, (6) dilucion 1/10 BQTMA1, (7)
dilucién 1/100 BQTM1, (8) dilucion 1/1000 BQTM1 y (11) control negativo

Se realizaron varios ensayos con diferentes condiciones y muestras

utilizando la diana Catepsina L y en ningun caso hubo amplificacion.

En vista de los resultados obtenidos, se utiliz6 como diana el gen
codificante del ARN ribosomal 18S para realizar las demas determinaciones, ya
que se observé una banda clara y unica correspondiente a la muestra BQTM1

Posteriormente se procedid a realizar un pool nuevo de muestras
denominado “pool 4”, el cual contiene muestras provenientes de la comunidad
Tierra Blanca del estado Bolivar y la muestra BQTM1 , a la cual se le realizaron
diferentes diluciones (1/10, 1/100 y 1/1000), todo esto con el fin de obtener

mejores resultados (figura 4)
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Figura 4. Evaluacion preliminar diluciones de muestras de ADN para la
amplificacion de el gen codificante del ARN ribosomal 18S de muestras
confirmadas con Giardia intestinalis. Electroforesis en gel de agarosa al 3% tefido
con Sybrgreen. (M) Marcador 50 pb Promega®, (1) Pool 4, (2) Diluciéon 1/10 del
pool 4, (3) dilucién 1/100 del pool 4, (4) dilucion 1/1000 del pool 4, (8) control
negativo, (9) control negativo y (10) control negativo

Se observaron resultados favorables en la dilucién 1/100 del pool 4, mas sin
embargo, se continué estudiando con otras muestras ya que la banda resultd
débil.

Posteriormente se procedié a realizar otra PCR aumentando un poco la
concentracion de cebadores para ver si de esa manera se logran mejores
resultados. Se utilizé nuevamente el pool 4 con diferentes diluciones, 1/10, 1/100 y
1/1000 (figura 5)

19



M 1 2 % 4 % & 7 &8 9% 10 11

100 ph
s0pb

Figura 5. Evaluacién preliminar de muestras confirmadas con Giardia intestinalis.
Electroforesis en gel de agarosa al 3% tefiido con Sybrgreen. (M) Marcador 50 pb
Promega®, (1) Pool 4, (2) Dilucién 1/10 del pool 4, (3) dilucion 1/100 del pool 4, (4)
dilucién 1/1000 del pool 4, (8) control negativo, (9) control negativo y (10) control
negativo

Se obtuvieron bandas correspondientes a dimeros de cebadores, no hubo
amplificacion en las muestras y los negativos parecen contaminados, por lo cual

se procedi6 a realizar una nueva PCR.

Posteriormente se procedié a realizar un nuevo pool denominado “Pool 5”
que contiene diferentes muestras (muestras provenientes de la comunidad Tierra
Blanca del estado Bolivar, BQTM1 y LVM1) a la que posteriormente se le
realizaron dos diluciones (1/10 y 1/100). También se procedié a utilizar como
muestra el pool 3 que contiene muestras provenientes de la comunidad Tierra
blanca del estado Bolivar al cual se le realizo una dilucién 1/10. De igual forma se
le realizé una dilucion 1/10 a la muestra BQTM1 y a la muestra LVM1 se le
realizaron diferentes diluciones (1/10, 1/100, 1/1000), todo esto con el fin de
evaluar la amplificacion del ADN contenido en cada muestra para asi utilizarla
para valorar las condiciones de los reactivos para la realizacién de la PCR (figura
6)
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Figura 6. Evaluaciéon preliminar de ADN extraido de muestras confirmadas con
Giardia intestinalis. Electroforesis en gel de agarosa al 3% tefiido con Sybrgreen.
(M) Marcador 50 pb Promega®, (1) Pool 3 de muestras procedentes del estado
Bolivar, (2) dilucion 1/10 BQTM1, (3) LVT1, (4) dilucién 1/10 LVM1, (5) dilucién
1/100 LVMA1, (6) diluciéon 1/1000 LVT1, (7) dilucion 1/10 del pool 5, (8) dilucion
1/100 del pool 5 y (10) control negativo.

Segun lo obtenido tomando en cuenta que se utilizé la diana
correspondiente al gen codificante del ARN ribosomal 18S, se obtuvieron
resultados favorables encontrandose un rango 6ptimo de cantidad de ADN,
observandose la banda correspondiente a 62 pb para la muestra de ADN puro
LVM1, la cual fue la utilizada para las determinaciones de condiciones de los

reactivos de la PCR.

Determinacion de las condiciones Optimas de reaccion de la PCR para la
amplificacion de la secuencia del gen 18S codificante del ARN ribosomal de
G. intestinalis en muestras de heces.

Se evaluaron diferentes concentraciones de los reactivos de PCR (MgCly,
dNTPs, BSA, cebadores y ADN polimerasa) y se observaron productos de
amplificacion de ADN con diferencias en su intensidad.

Para el MgCl, se variaron las concentraciones desde 1,5 hasta 3 mM,

observandose la mejor amplificacidn a la concentracion de 1,5 mM (Figura 7).
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Figura 7. Concentraciones de MgCl, para la amplificacién de la secuencia 18S
codificante del ARN ribosomal de G. intestinalis. Electroforesis en gel de agarosa
al 3% tefido con Sybrgreen de los productos de la PCR de G. intestinalis. M
Marcador 50 pb Promega®. (A) 1,5 mM, (B) 2 mM, (C) 2,5 mM y (D) 3 mM. (C+)
Control positivo, (C-) Control negativo.

Para los Desoxinucleétidos trifosfato (dNTPs) se variaron las
concentraciones desde 50 uM hasta 200 yM observandose bandas definidas para

una concentracion de 100 uM (Figura 8).
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Figura 8. Concentraciones de dNTPs para la amplificacién de la secuencia 18 S
codificante del ARN ribosomal de G. intestinalis. Electroforesis en gel de agarosa
al 3% tefido con Sybrgreen de los productos de la PCR de G. intestinalis. M
Marcador 50 pb Promega®. (A) 50 uM, (B) 100 pM, (C) 150 uM y (D) 200 uM. (C+)
Control positivo, (C-) Control negativo.

En el caso de las condiciones de la BSA, se varidé su concentracién desde
0.5 g/mL hasta 2 mg/mL obteniéndose una mejor amplificacion en la concentracion
de 1 mg/mL, ya que para las concentraciones 0,5 mg/mL y 1,5 mg/mL se observé
contaminacién en los controles negativos y en la concentracion de 2 mg/mL no

hubo amplificacion de bandas (figura 9).
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Figura 9. Concentraciones de BSA para la amplificacion de la secuencia 18S
codificante del ARN ribosomal de G. intestinalis. Electroforesis en gel de agarosa
al 3% tefido con Sybrgreen de los productos de la PCR de G. intestinalis. M
Marcador 50 pb Promega®. (A) 0,5 mg/ml, (B) 1 mg/mL, (C) 1,5 mg/mL y (D) 2
mg/mL. (C+) Control positivo, (C-) Control negativo.

En el caso de los cebadores, se variaron las concentraciones desde 0,2 uyM
hasta 0,8 uM observandose la mejor amplificacién a la concentracion de 0,2 uM,
ya que en el resto de las concentraciones se observo contaminacion en los

controles negativos (Figura 10).
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Figura 10. Concentraciones de Cebadores para la amplificacién de la secuencia
18S codificante del ARN ribosomal de G. intestinalis. Electroforesis en gel de
agarosa al 3% tefido con Sybrgreen de los productos de la PCR de G. intestinalis.
M (Marcador 50 pb Promega®). (A) 0,2 uM, (B) 0,4 uM, (C) 0,6 uM y (D) 0,8 uM.
(C+) Control positivo, (C-) Control negativo.

Posteriormente, se variaron las concentraciones de la Taq polimerasa
desde 0,25 U hasta 1 U, en el cual se pudo observar mejor amplificacion para la
concentracion de 0,75 U ya que en la concentracion de 0,25 U no hubo
amplificacion y en las concentraciones de 0,5 U y 1 U se observé una banda en el

tamano esperado, indicando contaminacion del control negativo (Figura 11).
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Figura 11. Concentraciones de la Taq Polimerasa para la amplificacion de la
secuencia 18S codificante del ARN ribosomal de G. intestinalis. Electroforesis en
gel de agarosa al 3% tefido con Sybrgreen de los productos de la PCR de G.
intestinalis. M (Marcador 50 pb Promega®). (A) 0,25 U, (B) 0,5 U, (C) 0,75 Uy (D)
1 U. (C+) Control positivo, (C-) Control negativo.
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Con respecto al programa de amplificacién, donde se evaluaron la
temperatura de hibridacion y el numero de ciclos, se determiné que con la
temperatura de hibridacion de 57°C se evidencian bandas bien definidas y sin

contaminacion presente (Figura 12).

5¥'C 55°C 57°C

Figura 12. Estandarizacion de temperatura de hibridaciéon. Electroforesis en gel de
agarosa al 3% tenido con Gel red de los productos de la PCR para la amplificacién
de la secuencia 18S codificante del ARN ribosomal de G. intestinalis. (M)
Marcador 50 pb Promega®, (A) 53°C, (B) 55°C, (C) 57°C. (C+) Control positivo,
(C-) Control negativo.

Por otro lado, se realizoé variaciéon en el numero de ciclos, comprobando
que, al variar a 35 ciclos, se observan bandas bien definidas y sin contaminacion,
mientras que a mayor numero de ciclos se observa contaminacion. Por ello las
condiciones Optimas seleccionadas fueron 57°C de temperatura y 35 ciclos (Figura
13).
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Figura 13. Estandarizacion de numero de ciclos. Electroforesis en gel de
agarosa al 3% tenido con Gel red de los productos de la PCR para la amplificacién
de la secuencia 18S codificante del ARN ribosomal de G. intestinalis. (M)
Marcador 50 pb Promega®, (A) 30 ciclos,(B) 35 ciclos, (C) 40 ciclos. (C+) Control
positivo, (C-) Control negativo.

Se compararon todas las condiciones ensayadas para la técnica de PCR.
Las condiciones 6ptimas de reaccion fueron aquellas donde se observaron bandas
del tamano esperado, unicas, nitidas y con ausencia de productos secundarios a
través de imagenes fotograficas del sistema de fotodocumentacién Gel Doc 1000®

de Biorad de los geles de agarosa (Tabla 2).
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Tabla 3. Condiciones elegidas para la estandarizacion de la PCR para la
amplificacion de la secuencia 18S codificante del ARN ribosomal de G. intestinalis

Condiciones

ensayadas Condicién 6ptima
Concentracion de MgCl, 1,1,5 ,2y 2,5 mM/mL 1,5 mM/MI
Concentracion de Dntps 50, 100, 150, 200 yM/mL 100 uM/MI
Concentracién de BSA 0,5,1,1,5y 2 mg/mL 1 mg/mL
Concentracién de Cebadores 0,2,04,0,6,0,8 uM 0,2 uM
Concentracion de Polimerasa 0,25, 0,5, 0,75, 1U 0,75 U
Condiciones de temperatura 53, 55,57 °C 57 °C
Numero de ciclos 30, 35y 40 35 ciclos

Una vez estandarizada la técnica de PCR, se determiné la sensibilidad y
especificidad analitica. Para la determinacion de la sensibilidad analitica de la
PCR estandarizada, se hicieron diluciones seriadas de cantidad de ADN, variando
las concentraciones desde 100 ng hasta 1 fg (100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg,
1 pg, 100 fg, 10 fg, 1 fg), con la finalidad de establecer la cantidad minima de ADN
que produce amplificaciéon. En el gel de agarosa al 3% se pudo observar que el
ADN fue capaz de producir amplificacion en un rango que va desde
concentraciones de 100 ng hasta 10 fg, siendo la sensibilidad analitica de la

técnica 10 fg (Figura 14).
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Figura 14. Determinacion de la sensibilidad de la técnica de PCR para la
amplificacion del gen codificante del ARN ribosomal 18S de G. intestinalis.
Electroforesis en gel de agarosa al 3% tenido con Gel red (1 pL/muestra) de los
productos de la PCR de G. intestinalis. M (Marcador 50 pb Promega®)
Concentracion de ADN (1-9) 100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10
fg, 1fg. (11) Control negativo.

Para la determinacion de la especificidad se utiliz6 ADN molde de diferentes
parasitos (Blastocystis sp., Dientamoeba fragilis, Criptosporidium sp, Cyclospora
cayetanensis, Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi, Leishmania chagasi) yADN
Humano, bajo las mismas condiciones de reaccién, donde se demostrd que solo
hubo amplificacion de las dos muestras de G. intestinalis, indicando una
especificidad del 100% (Figura 15).
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Figura 15. Determinacién de la especificidad de la técnica de PCR para la
amplificacion del gen codificante del ARN ribosomal 18S de G. intestinalis. (M)
Marcador de tamafio molecular 50 pb ADN Promega®. 1 y 2 G. intestinalis.
(Control positivo) 4: Entamoeba histolityca 5: Blastocystis sp., 6: Dientamoeba
fragilis, 7: Criptosporidium sp, 8: Cyclospora cayetanensis, 9: Toxoplasma gondii,
10: Trypanosoma cruzi, 11: Leishmania chagasi, 12: ADN Humano. 14: control
negativo.

Identificacién del ADN de G. intestinalis en muestras de heces de individuos
infectados.

Posteriormente se realiz6 la técnica de PCR estandarizada (18S-ADNr)
con muestras de heces de pacientes con Giardia intestinalis confirmadas por
medio de técnicas coproparasitologicas, lo cual nos permitié confirmar y verificar
las condiciones ensayadas anteriormente. Se pudo evidenciar amplificacion (figura
16).

M 1 2 3 4 5 8 7 B P 210 11 12 13 1a

Figura 16. PCR para la amplificacion del gen codificante del ARN ribosomal 18S
de G. intestinalis. (M) Marcador de tamafo molecular 50 pb ADN Promega®. 1:
LVM1, 2: LVM1, 3: LVM1, 4: BQM1, 5: BQM1, 6: GCM1, 7: CGM1, 8: VWM1, 9:
VBM1, 10: PCM1, 11:PCM1, 12: PCM1, 14: control negativo.
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DISCUSION

La giardiasis humana, causada por el parasito protozoario Giardia
intestinalis, es una de las infecciones parasitarias entéricas mas prevalentes a
nivel mundial, con tasas de prevalencia que oscilan entre el 2% y el 5% en paises
desarrollados y el 20% en vias de desarrollo, alcanzando hasta un 30% (Yoder y
cols., 2012; Solymani., 2022). La ingestion de quistes en agua o alimentos
contaminados via fecal-oral es el principal modo de transmisién, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) inform6 en sus ultimos reportes que no se cuenta con
fuentes de agua potable suficientes ni un correcto saneamiento para su consumo,
asi como tampoco una adecuada disposicidon de excretas, se reportan mas de 200
millones de casos anualmente y, desde 2004, G. intestinalis ha sido incluida en la
iniciativa de enfermedades desatendidas (Soares y Tasca.,2016; Alharbi., 2020;
OMS., 2019).

El parasito se clasifica genéticamente en ocho divisiones separadas
llamadas "conjuntos" (de A a H), que difieren en su especificidad para los
hospedadores (Feng y Xiao., 2011).La infeccibn humana es causada
principalmente por los conjuntos A y B (Caccido y cols., 2005). Ademas, las
investigaciones moleculares han informado subconjuntos en los conjuntos A y B.
El conjunto A se divide en tres subconjuntos (Al, All, Alll) y el B en dos (Blll y BIV)
que son genéticamente muy similares y estan estrechamente relacionados entre si
otros dentro del mismo conjunto ( Sprong y cols., 2009 ; Feng y cols., 2011;
Chourabi y cols., 2021).

Los pacientes infectados por G. intestinalis pueden presentar bajas cargas
parasitarias, lo que exhibe una baja sensibilidad por lo cual existe la necesidad de
emplear muestras de heces seriadas en los métodos parasitolégicos. En general,
los métodos convencionales que utilizan la coprologia y la inmunologia tienen

restricciones como la limitada sensibilidad, especificidad y la experiencia
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profesional que la mayoria de las veces no permiten un diagndstico adecuado de

la enfermedad giardiasis (Dacal y cols., 2020).

Algunos investigadores han empleado los métodos de biologia molecular
para el diagnostico de la enfermedad, por ser métodos que ofrecen alta
sensibilidad y especificidad (Bairami y cols., 2015; Alharbi y cols., 2020). Para
toda técnica de PCR se requiere una previa estandarizacién, adaptacion y
evaluacion de las condiciones de reaccion para su uso y deben ser validadas en
cada laboratorio (Ferrer Elizabeth., 2015). En Venezuela, sélo existe un trabajo
publicado sobre el uso de la técnica de PCR (18S-ADNr) para el diagnéstico de
giardiasis (Incani y cols., 2017), pero, aunque las muestras eran de origen
venezolano, el analisis por PCR se realizé6 en Holanda, por lo que es importante
conocer cual diana de amplificacion, y con cuales condiciones, podria obtenerse
un resultado 6ptimo para la deteccion molecular de los parasitos circulantes en

nuestro pais.

El aislamiento de ADN de alta calidad es esencial para realizar un buen
diagndstico mediante la técnica de PCR, (Dacal y cols., 2020), se deben
establecer las condiciones 6ptimas para las diferentes técnicas de extraccion de
ADN por método convencional, a fin de lograr un procedimiento simple y confiable
que permitiera la lisis del material parasitario, la extraccién y purificacion del ADN

y la eliminacién de sustancias inhibidoras de la reaccion.

En la ultima década existen publicados muchos métodos para la extracciéon
de ADN de muestras. En el pasado, el aislamiento de ADN, especialmente en
muestras de heces, era problematico y laborioso debido a su complejidad ya que
contienen muchos contaminantes, ademas, la amplificacion y deteccion de ADN
es sensible a la contaminacion, costosa, requiere mucho tiempo. Recientemente,
se han desarrollado métodos simples y eficaces para el aislamiento de ADN
parasito de las heces y estan disponibles en estuches comerciales (Dacal y cols.,
2020; Verweij y cols., 2003; Sante y cols., 2022), como el utilizado en el presente

trabajo, en el cual se realizaron extracciones de ADN a partir de muestras de
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heces confirmadas con el protozoario G. intestinalis mediante el estuche comercial
de Promega, Wizard® Genomic DNA Purification Kit.

Por otro lado, con las muestras de ADN obtenidas a partir del estuche
comercial se evaluaron dos dianas para la amplificacion. Se realizaron multiples
ensayos preliminares de PCR para evaluar las condiciones de reaccion utilizando

dos pares de cebadores para el diagndstico molecular de G. intestinalis.

En primer lugar, se realizé la amplificacion de la secuencia de Catepsina L
de G. intestinalis, variando las concentraciones de los diferentes reactivos de
acuerdo al protocolo descrito por Bairami y cols., (2015). Sin embargo, con el uso
de estos cebadores no se observé amplificacion en ninguna de las condiciones
ensayadas, por lo cual no se pudo finalizar la estandarizacién de la PCR para la
amplificacion de esta diana, por la falta de resultados positivos. Esto podria
deberse a variabilidad genética de G. intestinalis en la secuencia de los cebadores
que puede que no haya una complementariedad total y eso podria generar
uniones débiles al ADN molde y poco estables, con lo cual puede que a veces no
haya producto detectable o se observen bandas poco definidas. La variabilidad
genética ha sido ampliamente reportada, asi como también la frecuente aparicion
de infecciones con genotipos y subtipos mixtos, y la heterocigocidad aparente en
algunos loci genéticos para algunos genotipos de G. intestinalis (Chourabi y cols.

2021; Feng y cols. 2011; Salamandame y cols., 2023).

Para realizar la estandarizaciéon de la técnica de PCR se seleccioné a partir
de los resultados de las evaluaciones preliminares el gen codificante del ARN
ribosomal 18S de G. intestinalis ya que fue la diana en la que siempre se obtuvo
amplificacion, en comparacion con la otra diana estudiada. Para ello, se variaron
las concentraciones de los diferentes reactivos, temperatura de hibridacion y los
nameros de ciclos con el fin de encontrar las concentraciones, temperatura y
numeros de ciclos ideales.

Se realiz6 la estandarizacion de esta PCR basados en el protocolo descrito
por Verweij y cols., (2004) en el presente trabajo se alcanzaron mejores resultados

al utilizar concentraciones menores de MgCl,, y un poco mayor la concentracion
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de cebadores. Igualmente ocurrié variacion en el numero de ciclos utilizados y en

la temperatura de hibridacion siendo menores.

Concentraciones menores de reactivos se utilizaron en comparacion con el
trabajo de Potes-Morales y cols. (2022), ya que ellos utilizaron mayor

concentracion de dNTPs y enzima Polimerasa.

Con respecto a la sensibilidad analitica de la técnica para la amplificacion
del gen codificante del ARN ribosomal 18S de G. intestinalis, se obtuvo un rango
de amplificacién que va desde 100 ng (nanogramos) hasta 10 fg (fentogramo) lo
cual corresponde a (10"'°gramos), indicando que la minima cantidad de ADN que
se amplifica mediante la técnica de PCR es de 10fg, siendo el equivalente a
aproximadamente una milésima de un quiste (ya que un quiste contiene
aproximadamente 10 picogramos de ADN) en 300 uL de heces. La técnica de
PCR estandarizada es capaz de detectar pequefas cantidades de material
genético de G. intestinalis, permitiendo su identificacidn, por lo que el ensayo de
PCR podria ser una herramienta valiosa y de gran utilidad para el diagndstico

molecular de la giardiasis.

Por otra parte, se determiné que la técnica de PCR para la amplificacion del
gen codificante del ARN ribosomal 18S, no amplifica ADN de parasitos
relacionados como lo son; Entamoeba histolytica, Blastocystis sp., Dientamoeba
fragilis, Trypanosoma cruzi, Cryptosporidium sp., C. cayetanensis, Toxoplasma
gondii, Leishmania spp, asi como ADN de humano, demostrando asi que la

técnica presenta un 100% de especificidad.

Varios estudios han demostrado la mayor sensibilidad de las técnicas
moleculares comparadas con las técnicas parasitolégicas (Incani y cols. 2017;
Sante y cols., 2022). Ademas, la existencia de PCR multiples permite la deteccion
rapida, sensible y fiable de los principales protozoarios intestinales, asi como una
reduccion en la carga de trabajo y una disminucion significativa en el tiempo hasta
la obtencion de un resultado (Incani y cols. 2017; Sante y cols., 2022; Sanchez vy
cols, 2022).
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Es muy importante realizar estudios de secuenciacion de ADN de G.
intestinalis para confirmar que los resultados negativos con catepsina L se deban
a variabilidad genética, ya que varios investigadores han obtenido buenos
resultados con esta diana (Bairami y cols, 2015; Potes-Morales y Crespo-Ortiz,
2022).

Otro aspecto importante es conocer los haplotipos/genotipos/ensamblajes
de G. intestinalis debido a su variabilidad genética y determinar que esta

circulando en nuestro pais.

Este es el primer estudio molecular al respecto en Venezuela y los
resultados obtenidos reflejan que la técnica de PCR para la amplificacion del gen
codificante del ARN ribosomal 18S de G. intestinalis, mostré una alta sensibilidad
y especificidad, lo que podria permitir el diagndstico precoz de la enfermedad y el

seguimiento del tratamiento.
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CONCLUSIONES

La extraccibn de ADN realizada por medio del estuche comercial de
Promega, Wizard® Genomic DNA Purification Kit, resultdé ser una técnica
sencilla y confiable para la obtencion de ADN puro, manteniendo asi la

integridad del mismo

La PCR basada en la amplificacién del ADN de la secuencia de Catepsina L
no mostré amplificaciéon, por lo que esa diana no es adecuada para su uso

en diagnostico en nuestro pais y requiere ser estudiada.

La estandarizacién de la PCR basada en el gen 18 S ADNr mostré que las
concentraciones O6ptimas fueron menores a las reportadas por otros

autores.

La sensibilidad de la técnica PCR-18S ADNr fue de 10 fg, equivalente

aproximadamente a la milésima parte de un quiste del parasito.
La técnica de PCR para la amplificacion de la secuencia 18S ADNr de G.

intestinalis mostrd una alta especificidad, lo que la hace adecuada para el

diagndstico en nuestro pais.
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RECOMENDACIONES
Llevar a cabo estudios de prevalencia utilizando la PCR estandarizada, como
apoyo al diagndstico para obtener datos epidemiolégicos de la infeccion por

giardiasis en Venezuela.

Realizar estudios con la técnica estandarizada en muestras de heces de

pacientes, con el fin de evaluar la especificidad y sensibilidad diagnostica.

Realizar estudios de secuenciacion de ADN de Giardia intestinalis a fin de

poder disefar cebadores adecuados a los parasitos circulantes en el pais.

Ejecutar estudios de los diferentes genotipos que podrian estar circulando en

humanos y animales, a fin de conocer mas de la epidemiologia de la giardiasis.
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