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RESUMEN

Objetivos. Comparar diferentes métodos de extraccion de ADN a partir de quistes y trofozoitos de Giardia spp. mediante
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencional. Materiales y métodos. Se aislaron quistes
de Giardia spp. a partir de 65 muestras coprolégicas procedentes de hospitales de referencia nacional, obteniéndose
una carga promedio de 5x10* parasitos. Asimismo, se cultivaron trofozoitos de Giardia intestinalis (A\TCC® 30957 ™)
obteniéndose una carga parasitaria de 5x10°. Se compararon once métodos de extraccion para quistes y seis para
trofozoitos. La concentracion y pureza del ADN extraido se determind por espectrofotometria y el rendimiento de la
extraccion se evalu6 mediante la amplificacion de los genes beta giardina (bg) y glutamato deshidrogenasa (gdh) por
PCR semi-anidada. Resultados. Se observd que el método | mostré la mayor concentracion de ADN a partir de quistes
(12,24 ng/uL), pureza (1,4) y mejor rendimiento (100% amplificacion bg, 60% gdh) en comparacion con los otros métodos
evaluados. En el caso de los trofozoitos el método que no tuvo pretratamientos presenté la mayor concentracion de
ADN, pureza y rendimiento (26,56 ng/uL; 1,85; 100% amplificacion bg y gdh). Conclusiones. Los pretratamientos
mecanicos, de choque térmico y enzimaticos son necesarios para la ruptura de la pared quistica de Giardia spp.,
siendo el marcador molecular bg de mayor rendimiento para deteccion de ADN de quistes. Los trofozoitos no requieren
pretratamientos para lograr resultados satisfactorios. Se cuenta con una metodologia reproducible para la extraccion de
ADN de Giardia spp. a partir de cualquier estadio evolutivo.
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COMPARISON OF METHODS OF DNA EXTRACTION FROM Giardia spp.
MEASURED BY CONVENTIONAL PCR

ABSTRACT

Objectives. To compare different methods of DNA extraction from cysts and trophozoites of Giardia spp. using the
conventional polymerase chain reaction (PCR) technique. Materials and Methods. Cysts of Giardia spp. were isolated
from 65 coprological samples from national reference hospitals, obtaining an average load of 5x10* parasites. In addition,
Giardia intestinalis trophozoites (ATCC® 30957 ™) were cultured obtaining a 5x10° parasitic load. Eleven extraction
methods for cysts and six for trophozoites were compared. The concentration and purity of the extracted DNA were
determined by spectrophotometry and the extraction yield was assessed by amplification of the R-giardin (bg) and
glutamate dehydrogenase (gdh) genes with a semi nested PCR assay. Results. It was observed that method 1 showed
the highest concentration of DNA from cysts (12.24 ng/uL), purity (1.4) and best performance (bg: 100% amplification;
gdh: 60% amplification) compared to the other methods evaluated. In the case of trophozoites, the method without pre
treatment showed the highest level of DNA concentration, purity, and yield (26.56 ng/uL; 1.85; 100% amplification of
bg and gdh, respectively). Conclusions. Mechanical, thermal shock, and enzymatic pre-treatments are necessary for
the rupture of the cystic wall of Giardia spp. making it the highest-yielding bg molecular marker for detecting cyst DNA.
Trophozoites do not require pre-treatment to achieve satisfactory results. A reproducible methodology for the extraction
of DNA from Giardia spp. from any evolutionary stage is available.

Keywords: Giardia; DNA; Polymerase Chain Reactions; Trofozoites (source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

Giardia spp. es uno de los principales parasitos que afecta
al ser humano ™. Millones de personas alrededor del
mundo padecen de anemia y desnutricién cronica a causa
de este protozoario entérico @, y en Perl se estima
una prevalencia entre 15y 18% ©. Presenta dos estadios
evolutivos claramente diferenciados que se adaptan a
distintas condiciones ambientales; el trofozoito, forma
invasiva responsable de los sintomas de la enfermedad; y el
quiste, forma de resistencia, responsable de la transmisién
de huésped a huésped ¥,

El uso de técnicas moleculares en los estudios de
parasitologia como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) muestran una elevada sensibilidad
para la deteccién de casos con bajos niveles de infeccién
y para discriminar entre variantes genéticas de los
aislados; en el caso de la giardiasis se ha reportado una
sensibilidad de 80% a 100% © y especificidad del 100% al
ser comparado con ADN procedente de muestras humanas
con otros parasitos como Blastocystis hominis, Chilomastix
mesnilii, y Entamoeba coli*9).

Los métodos de extraccion tradicionales in house utilizan
solventes organicos para separar a las proteinas y lipidos
del ADN a fin de aislarlo por precipitacion con etanol. Estos
métodos requieren preparar soluciones y la extraccion
puede durar varias horas ™. Los métodos comerciales son
mas rapidos ®, estan basados en membrana de silica,
facilitando con ello la adsorcion de la molécula de ADN a la
membrana cargada positivamente para lograr el aislamiento
de ADN integro con calidad y cantidad adecuadas, libre de
contaminantes e inhibidores ©; garantizando el diagndstico
molecular, disminuyendo falsos negativos, y mejorando su
sensibilidad.

En Perdl, existe escasa informacion sobre métodos de
extraccion de ADN de parasitos como Giardia spp., lo
que limita el conocimiento de la tipificacion molecular de
especies nativas circulantes, asi como el estudio de
la resistencia molecular frente a drogas. La seleccién
del método de extracciéon es un paso fundamental en las
técnicas moleculares y depende del organismo bajo estudio
y del tipo de muestra; en el caso de Giardia spp. el quiste del
parasito es el estadio mas utilizado ¥. Cabe resaltar que,
su pared quistica es gruesa, estad compuesta por proteinas
e hidratos de carbono, lo que le confiere resistencia a
la degradacion quimica, siendo necesaria la aplicacion
de diferentes pretratamientos como choque térmico,
degradacion enzimatica, efecto mecanico o la combinacién
de estos para lograr su ruptura o degradacion %19, Por lo
tanto, es importante evaluar su utilidad e implicancia en la
calidad de ADN y en el éxito de la amplificacion por PCR.

Con el propésito de optimizar un método de extraccion de
ADN reproducible, optimo y sencillo para la deteccién de
Giardia spp. en cualquier estadio evolutivo se compararon
diferentes métodos de extraccién de ADN a partir de quistes
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Motivacion para realizar el estudio. Se evaluaron diferentes
métodos de extraccion de ADN a partir de quistes y trofozoitos
de Giardia spp. ante la necesidad de implementar metodologias
mas sensibles para el diagnéstico y tipificacion molecular de la
giardiasis.

Principales hallazgos. Los resultados indican que para optimizar
la extraccién de ADN parasitario a partir de quistes es necesario
realizar pretratamientos mecanicos, enzimaticos y de choque
térmico, para aumentar la concentracion de ADN y deteccion
molecular del agente.

Implicancias. Este trabajo sirve de base para realizar estudios de
caracterizacion y resistencia molecular de Giardia spp. en el pais
ya que es posible extraer ADN de la forma invasiva e infectante del
parasito.

y trofozoitos del parasito mediante PCR semianidado
usando dos marcadores moleculares, gen glutamato
deshidrogenasa (gdh) y betagiardina (bg).

MATERIALES Y METODOS
DISENO DE ESTUDIO

Se realizé un estudio de tipo descriptivo con disefio
observacional.

MUESTRAS FECALES

Se trabajo con 65 muestras fecales humanas positivas a
Giardia spp. procedentes de tres hospitales de referencia
nacional en Lima-Peru (Hospital Arzobispo Loayza,
Hospital Cayetano Heredia y Hospital Nacional Sergio E.
Bernales), obtenidas por muestreo de tipo no probabilistico
intencionado durante el periodo de agosto 2017 a febrero
de 2018. El criterio de inclusion para las muestras fue la
presencia del parasito Giardia spp. en una carga parasitaria
promedio de dos a cinco quistes por campo microscopico;
asimismo, no deberian contener ningun fijador
parasitoldgico. Las muestras fueron transportadas en un
cooler y confirmadas por microscopia en el Laboratorio
de Referencia Nacional de Enteroparasitos del Instituto
Nacional de Salud, mediante examen parasitolégico
directo, luego fueron almacenadas a 4 °C hasta su proceso.

Los quistes fueron purificados y concentrados por el método
de gradiente de sucrosa de dos fases (>'4. Las muestras de
heces fueron emulsionadas con agua destilada vy filtradas
con gasa; previamente a un tubo de vidrio 16 x100 mm se
colocd 3 mL de sucrosa 0,85 M, al que se le agrego igual
volumen de la suspension fecal y se centrifugé a 2300 rpm
por cinco minutos; luego, se recuperd la fase sucrosa-agua y
se realizaron tres lavados con agua destilada centrifugando
a las mismas revoluciones descritas. Posteriormente,
se prepar6 un tubo con gradiente de sucrosa 0,85 M a
0,4 M al que se le agregd cuidadosamente el sedimento
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lavado y se centrifugd a 2300 rpm durante diez minutos
a 4 °C. Finalmente, los quistes purificados colectados
de la interfase se lavaron nuevamente para eliminar la
sucrosa y fueron resuspendidos en agua destilada siendo
almacenados a -20 °C hasta ser procesados.

MUESTRAS DE CULTIVO

Se trabajé con un cultivo in vitro de Giardia intestinalis
(ATCC® 30957 ™) obtenido de fase exponencial en medio
TYI-S-33 modificado (Tripticasa, extracto de levadura,
hierro y suero) enriquecido con suero bovino fetal (10%)
basados en el método descrito por Keister (%, el cual
permite un desarrollo adecuado del parasito.

Para lograr el desprendimiento de los mismos de la
superficie del tubo, a los cultivos se les sometié a un bafio
de hielo por diez minutos, posteriormente diez inversiones
y frotacién entre las palmas de las manos, siendo luego
centrifugados a 2500 rpm por cinco minutos a 4 °C.
Asimismo, para estimar la carga parasitaria se emple6 el
recuento en camara Neubauer. Las muestras se guardaron
a -20 °C hasta ser procesadas.

EXTRACCION DE ADN DE QUISTES

ElI ADN de los quistes fue extraido usando 11 métodos de
extraccion como se observa en la Tabla 1. Cada método
tiene un pretratamiento o la combinacion de estos. Los
pretratamientos fueron fisicos: choque térmico, con ciclos

Tabla 1. Métodos de extraccion de ADN de Giardia spp. a partir de quistes.

Métodos Descripcion
Pretratamiento mecanico 1: Uso de perlas de vidrio.
Pretratamiento enzimatico 1: Incubar con el bufer de lisis E (100 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl, 100 mM EDTA, 2%
Método | SDS, 1 mM mercaptoetanol) y bufer GTP (5 mM tiocianato de guanidina, 50 mM tris-HCI, 50% fenol).
Pretratamiento choque térmico 1: (100 °C - -20 °C) por 30 minutos / una hora (1 ciclo) y cinco minutos (1 ciclo).
Extraccion: Kit comercial Stool DNA Isolation de Norgen.
Pretratamiento enzimatico 1: Incubar con el bufer de lisis E (100 mM tris-HCI, 200 mM NaCl, 1%, 100 mM EDTA,
Método I 2% SDS, 1 mM mercaptoetanol) y bufer GTP (5 mM tiocianato de guanidina, 50 mM tris-HCI, 50% fenol).
Extraccion: Kit comercial Stool DNA Isolation de Norgen.
Pretratamiento mecanico 1: Uso de perlas de vidrio.
Método [1I (1 Pretratamiento choque térmico 2: (100 °C - nitrégeno liquido) por tres minutos repetidos en seis ciclos.
Extraccion: Kit comercial Stool DNA Isolation de Norgen.
Pretratamiento choque térmico 2: (100 °C - nitrégeno liquido) por tres minutos repetidos en seis ciclos.
Pretratamiento enzimatico 1: Incubar con el bufer de lisis E (100 mM tris-HCI , 200 mM NaCl, 100 mM EDTA, 2%
Método IV SDS, 1 mM Mercaptoetanol) - bufer GTP (5 mM tiocianato de guanidina, 50 mM tris-HCI, 50% fenol).
Pretratamiento enzimatico 2: Incubar con proteinasa K toda la noche.
Extraccion: Kit comercial Stool DNA Isolation de Norgen.
Pretratamiento choque térmico 2: (100 °C - nitrégeno liquido) por tres minutos repetidos en seis ciclos.
Método V Pretratamiento enzimatico 3 Il_'lcubar con el b_L'nfer tritén (50 r_nM tris-HCI, 150 mM NacCl, 1% tritén X-100, 5 mM
EDTA) - bufer GTP (5 mM tiocianato de guanidina, 50 mM tris-HCI, 50% fenol).
Extraccion: Kit comercial Stool DNA Isolation de Norgen.
Pretratamiento choque térmico 2: (100 °C - nitrégeno liquido) por dos minutos repetidos en tres ciclos.
Método VI (9 Pretratamiento enzimatico 2: Incubar con proteinasa K 56 °C toda la noche.
Extraccion: Kit comercial PureLink Genomic DNA para tejidos de Invitrogen.
Pretratamiento enzimatico 4: Incubar con bufer de lisis 3 (1 M tris-HCI, 1 % triton X-100, 0,5 M EDTA, 2% SDS, 0,2
Método VIl @) N NaOH, 1 mM mercaptoetanol) y bufer GTP (5 mM tiocianato de guanidina, 50 mM tris-HCI, 50% fenol).
Pretratamiento choque térmico 1: (100 °C a -20 °C) por 30 minutos/1hora (1 ciclo) y cinco minutos (1 ciclo).
Extraccion: In house, fenol - cloroformo - alcohol isoamilico.
Pretratamiento mecanico 1: Uso de perlas de vidrio.
Pretratamiento enzimatico 5: Incubar con bufer de lisis TE (50 mM tris-HCI, 50 mM EDTA).
Método VIII @) Pretratamiento choque térmico 3: (100 °C — nitrégeno liquido) por tres minutos repetidos en ocho ciclos.
Pretratamiento enzimatico 6: Proteinasa K-SDS 1 M 55 °C por cuatro horas.
Extraccion: Kit comercial QIA amp DNA Stool de Qiagen.
Extraccion: Kit comercial Stool DNA Isolation de Norgen.
Método IX A: Ningun pretratamiento.
B: Pretratamiento choque térmico 3: (100 °C - nitrégeno liquido) por tres minutos repetidos en ocho ciclos.
Extraccion: Kit comercial QIA amp DNA Stool de Qiagen.
Método X A. Ningun pretratamiento.
B. Pretratamiento choque térmico 3: (100 °C - nitrégeno liquido) por tres minutos repetidos en ocho ciclos.
Pretratamiento choque térmico 3: (100 °C - nitrégeno liquido) por tres minutos repetidos en ocho ciclos.
Método XI @) Pretratamiento enzimatico 7: Bufer de lisis (50 mM tris-HCI, 25 mM NaCl, 25 mM EDTA, 1% SDS, 100 ug/mL de

proteinasa K) incubar a 56 °C por dos horas.

Extraccioén: In house, fenol - cloroformo - alcohol isoamilico.
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repetitivos de calentamiento (agua a 100 °C) y enfriamiento
(nitrégeno liquido a -196 °C o -20 °C); enzimaticos, con
incubacién en diferentes bufer de lisis: bufer 3, bufer E,
bufer tritdn, bufer GTP e incubaciéon con proteinasa K a
diferentes tiempos; y mecanicos, con el uso de perlas de
vidrio inmersas en bufer de lisis.

Posteriormente a los pretratamientos el aislamiento del
ADN se realizé con el uso de kits comerciales, Stool
DNA Isolation de Norgen, QlAamp DNA Stool de Qiagen,
PureLink Genomic DNA de Invitrogen; y con aplicacion del
método tradicional de fenol-cloroformo. Las muestras de
ADN extraidas fueron almacenadas a -20 °C.

EXTRACCION DE ADN DE TROFOZOITOS

EI ADN de los trofozoitos fue extraido usando seis métodos
de extraccion como se observa en la Tabla 2.

Los pretratamientos fueron fisicos: choque térmico, con
ciclos repetitivos de calentamiento (agua a 100 °C) y
enfriamiento (nitrégeno liquido a -196 °C); enzimaticos con
incubacioén de bufer de lisis E a diferentes concentraciones
de proteinasa K. Posteriormente, se realiz6 la extraccion
con el kit PureLink Genomic DNA de Invitrogen. Las
muestras de ADN extraidas fueron almacenadas a -20 °C.

CUANTIFICACION DE ADN

La concentracién y pureza de las muestras de ADN
extraidas se midi6 mediante espectrofotometria. Las
muestras fueron cuantificadas en una lectora EON Gen5
version 2.04.11 (BioTek), cuyo coeficiente de extincién fue
0,020 (ug/mL)"' cm™ y la calidad del ADN se evalud por la
proporcion entre las absorbancias 260 nm / 280 nm para
cada método.

AMPLIFICACION DEL PCR SEMIANIDADA

La region del gen glutamato deshidrogenasa (gdh)
fue amplificada segin Read (®. El método incluye las

secuencias de los cebadores Internal Forward Primer
GDHiF: CAG TAC AAC TCY GCT CTC GG y Reverse
Primer GDHIR: GTT RTC CTT GCA CAT CTC C para el
producto del PCR 1, mientras que para el PCR 2 el External
Foward Primer fue GDHeF: TCA ACCG TYA AYC GYG
GYTTCC GT.

El volumen total de la reaccion fue 25 L, contenia 1X PCR
bufer con Mg+; 0,2 mM de dNTP; 0,2 uM de cada cebador,
0,1 U/uL de la enzima TAQ HotStart DNA y 3 uL de ADN.
Las muestras fueron sujetas a una desnaturalizacién
inicial a 94 °C por tres minutos, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, hibridacion a
56 °C por 30 segundos y extension a 72 °C por un minuto,
terminando con una extension final de a 72°C por cinco
minutos.

En el caso del gen beta giardina las condiciones de
amplificacion fueron las descritas por Caccio (. Los
cebadores del PCR 1 fueron el primer forward G7: AAG
CCC GAC GAC CTC ACC CGC AGT GC vy el primer
reverse G759: GAG GCC GCC CTG GAT CTT CGAGAC
GAC y el forward para el PCR 2 fue el G376: GAT AAC
GAC GCC ATC GCG GCT CTC AGG AA. El volumen
total de la reaccién y las concentraciones de reactivos fue
igual al empleado en el gen gdh. Las muestras fueron
sujetas a 35 ciclos 94 °C por 30 segundos, 65 °C por 30
segundos y 72 °C por un minuto con una extension final a
72 °C por cinco minutos.

Ambas reacciones fueron realizadas en el Termociclador
MultiGene OptiMax Termal Cycler version 1.1. El control
negativo fue agua estéril y el control positivo de ADN
gendémico la cepa Giardia intestinalis (Lambl) Alexeieff
(ATCC® 30888D™). Los productos del PCR fueron
visualizados en geles de agarosa al 2% tefiidos con colorante
fluorescente Safe green ABM a 70V por 60 minutos.

Tabla 2. Métodos de extraccion de ADN de Giardia spp. a partir de trofozoitos.

Métodos

Descripcion

Método |

Kit comercial PureLink Genomic DNA de Invitrogen.

Pretratamiento enzimatico 8: Incubar con el bufer de lisis E (Tris-HCI 100 Mm, EDTA 100 mM, SDS 2%, NaCl

Método Il 723

0,2 M, mercaptoetanol 1 mM, proteinasa K (100ug/mL).

Extraccién: Kit comercial PureLink Genomic DNA de Invitrogen.
Pretratamiento enzimatico 9: Incubar con el bufer de lisis E (Tris-HCI 100 Mm, EDTA 100 mM, SDS 2%, NaCl

Método I

0,2 M, mercaptoetanol 1 mM, proteinasa K (1 mg/mL).

Extraccion: Kit comercial PureLink Genomic DNA de Invitrogen.
Pretratamiento enzimatico 10: Incubar con el bufer de lisis E (Tris-HCI 100 Mm, EDTA 100 mM, SDS 2%, NaCl

Método IV

0,2M, mercaptoetanol 1 mM, proteinasa K (20 mg/mL).

Extraccién: Kit comercial PureLink Genomic DNA de Invitrogen.
Pretratamiento enzimatico 8: Incubar con el bufer de lisis E (Tris-HCI 100 Mm, EDTA 100 mM, SDS 2%, NaCl

Método V ™

0,2 M, mercaptoetanol 1 mM, proteinasa K (100 pg/mL).

Pretratamiento enzimatico 11: Incubar con proteinasa K (20 mg/mL).
Extraccion: Kit comercial PureLink Genomic DNA de Invitrogen.

Método VI

Pretratamiento choque térmico 4: (100 °C - nitrégeno liquido) por cuatro ciclos.
Extraccion: Kit comercial PureLink Genomic DNA de Invitrogen.
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ANALISIS DE DATOS

Para evaluar las diferencias en las concentraciones de ADN
obtenidas de la cuantificacién de los diferentes métodos
de extraccion se utilizé el analisis de varianza ANOVA con
el estadistico HSD Tukey con un intervalo de confianza
de 95% y un valor de p<0,05 como estadisticamente
significativo. Los datos fueron procesados empleando el
software IBM SPSS Statistics para Windows, version 23
(IBM Corp., Armonk, N.Y., USA).

CONSIDERACIONES ETICAS

La aprobacion ética para este estudio fue otorgada por el
Comité Institucional de Etica en Investigacién (CIEI) del
Instituto Nacional de Salud de acuerdo con las normas
éticas para la autorizacion de uso de material bioldgico para
las investigaciones del Centro Nacional de Salud Publica.

RESULTADOS

EXTRACCION, CUANTIFICACION Y AMPLIFICACION
DE ADN DE QUISTES

Se analizaron 65 muestras de quistes de Giardia spp.
con una carga parasitaria promedio de 5x10* quistes
por muestra, realizando cinco extracciones por método
evaluado. Inicialmente, se trabajé con metodologias
referenciadas como es el caso de los métodos I, VI, VII,
VIII'y Xl sin obtener resultados satisfactorios; motivo por
el que se realizaron modificaciones a las metodologias,
proponiendo los métodos |, II, IV, V, IX y X descritos en
la Tabla 1.

Los pretratamientos enzimaticos evaluados fueron siete,
los que incluian bufer de lisis con detergentes ionicos,
como el SDS, no i6nicos como el tritén X-100, agentes
reductores como el mercaptoetanol, agentes caotrépicos
como el tiocianato de guanidina, entre otros, teniendo
mejor desempefio el pretratamiento E1 (método |, Iy IV) al
lograr el éxito en la amplificacion del marcador bg (100% de
amplificacién). Asimismo, el pretratamiento mecanico con
el uso perlas de vidrio en los métodos | y Ill fue combinado
con pretratamientos de choque térmico para ayudar a
romper la pared quistica logrando la amplificacion del
marcador bg en 100% de las muestras.

Con respecto a la concentracion de ADN, el método |
permitié extraer la mayor cantidad de acidos nucleicos
(12,24 ng/uL), seguido de los métodos V, VIl y Il (11,67;
10,4 y 8,87 ng/uL), cabe resaltar que el método | mostrd
diferencias significativas comparado a los métodos
Il (p=0,039), llI-IV, VI y IX (p<0,001). Por otro lado, la
pureza del ADN extraido de las muestras fue variable, no
encontrando diferencias significativas entre los métodos
comparados, mostrando que los 11 métodos evaluados
no obtuvieron una calificacion de pureza dptima para la
relacion de absorbancias A, /A, ya que los valores
obtenidos estaban entre 1,2 y 1,4 (métodos I-VII y IX),
evidencidndose una presencia elevada de compuestos
aromaticos; mientras que los métodos VIII, X'y Xl tenian un
rango de 3,09-3,65; lo que indica una alta contaminacién
con RNA (Tabla 3).

Sin embargo, la variable de interés fue el éxito en la
amplificaciéon para evaluar el rendimiento de los métodos,

Tabla 3. Comparacién de concentracion y calidad de ADN (ng/uL) generados por los diferentes métodos de extraccion

de ADN de Giardia spp. a partir de quistes.

Tipo de Concentracion de Valor Calidad de ADN Valor Amplificacion
. Métodos ADN (ng/pL) de p* (Ae/Ag,) de p* bg gdh

pretratamiento - "

Media DE Media DE % %
M+ST1 +E1 | 12,24 1,56 <0,001 1,40 0,06 1,000 100 60
E1 1l 8,87 3,04 0,039 1,30 0,12 0,885 100 40
M+ST2 1] 4,17 0,95 <0,001 1,35 0,15 1,000 100 0
ST2 +E1+E2 \Y) 5,28 1,26 <0,001 1,32 0,14 0,995 100 0
ST2 +E3 V 11,67 1,21 1,000 1,29 0,06 0,975 100 0
ST2+E2 \ 2,99 0,22 <0,001 1,20 0,21 0,409 60 40
E4+ST1 VI 10,40 0,90 0,831 1,39 0,07 1,000 60 0
M+ST3+ E5+E6 Vil 5,87 0,43 SR 3,09 0,45 SR 40 20
Ninguno IXA 4,84 1,60 <0,001 1,32 0,13 0,994 0 0
ST3 IXB 6,32 1,03 <0,001 1,33 0,11 0,994 100 20
Ninguno XA 4,58 0,29 SR 3,50 0,50 SR 20 0
ST3 XB 4,86 0,32 SR 3,14 0,50 SR 60 20
ST3 +E7 Xl 96,58 3,02 SR 3,65 0,48 SR 0 0

ST1:pretratamiento choque térmico 1; ST2: pretratamiento choque térmico 2; ST3: pretratamiento choque térmico 3; E1: pretratamiento enzimatico 1;
E2: pretratamiento enzimatico 2; E3: pretratamiento enzimatico 3; E4: pretratamiento enzimatico 4; E5: pretratamiento enzimatico 5; E6: pretratamiento
enzimatico 6; E7: pretratamiento enzimatico 7; ng/uL: nanogramo por microlitro; A, /A : relacion de absorbancias 260 y 280; bg: gen de beta giardina;

260" "280°

gdh: gen de glutamato deshidrogenasa; DE: desviacién estandar; SR: sin resultado de valor de p al haberse excluido del analisis por la baja calidad de

ADN.

*Prueba HSD Tukey de la comparacién de los métodos evaluados con el método | (mejor rendimiento).
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observando que al realizar la amplificacion por PCR
semianidada, se evidencid6 que 100% de las muestras
fueron detectadas con el marcador bg cuando se empled
los métodos |-V, IXB que incluian un pretratamiento con
choque térmico, excepto en el método Il; y extraccion con
el kit comercial STOOL DNA Isolation de Norgen, verificado
con la visualizacion de banda de 384 pb (PCR2) en la
electroforesis (Figura 1). En el caso del marcador gdh, al
aplicar los métodos LIl y VI se logré6 amplificar entre 40
y 60% de las muestras, estas metodologias incluian al
menos un pretratamiento enzimatico y extraccién con el kit
comercial STOOL DNA Isolation de Norgen verificado con
la visualizacion de banda de 432 pb (PCR2) (Figura 2).

Al evaluar la extraccion sin aplicacion de pretratamientos
a la muestra, se extrajo escasa cantidad de ADN, inferior
a 4,8 ng/uL, siendo el éxito de amplificacion minimo; solo
el 20% para el marcador bg y nulo para gdh; lo que fue

M 12 3456 7 8 91 11121314 15C+C-M

384pb —

M 16 17 181920 21 22 2324 25 26 27 28 29 30 C-C+ M
384pb —

M 31 32 333435 36 37 3839 40 4142 43 44 45 C-C+ M
384pb —

M 4647 4849 5051 52 53 54 5556 57 58 59 60 C-C+M
384pb —

M 61 62 63 64 65 C- C+ M

384pb —

Figura 1. Electroforesis en agarosa al 2% de productos de
PCR semianidada para el gen beta giardina (384 pb) extraido
de quistes de Giardia spp.

Linea 1-5 (método I); 6-10 (método I1); 11-15 (método Ill); 16-20 (método
IV); 21-25 (método V); 26-30 (método VI); 31-35 (método VII); 36-40
(método VIII); 41-45 (método IXA); 46-50 (método IXB); 51-55 (método
XA); 56-60 (método XB); 61-65 (método Xl); C+: control positivo; C-:
control negativo; M: Marcador de 100 pb.
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M 123 4567 8910111213 14 15C-C+ M

432pb —

M 16 17 1819 2021 222324 25 2627 2829 30 C-C+ M
432pb —

M 3132 3334 35 36 3738 39 40 41 424344 45 C- C+M
432pb —

M 46 47 4849 5051 52 53 54 5556 57 58 59 60 C- C+M
432pb -

M 6162 6364 65 C-C+M

432pb —

Figura 2. Electroforesis en agarosa al 2% de productos de
PCR semianidada para el gen glutamato deshidrogenasa (432
pb) extraido de quistes de Giardia spp.

Linea 1-5 (método |); 6-10 (método II); 11-15 (método IlI); 16-20 (método
IV); 21-25 (método V); 26-30 (método VI); 31-35 (método VII); 36-40
(método VIII); 41-45 (método IXA); 46-50 (método IXB); 51-55 (método
XA); 56-60 (método XB); 61-65 (método Xl); C+: control positivo; C-:
control negativo; M: Marcador de 100 pb.

evidenciado en los métodos IXA y XA; cabe resaltar que
aplicar un pretratamiento de choque térmico (ST3) mejord
ligeramente los resultados, el kit comercial STOOL DNA
Isolation de Norgen mostré mejor rendimiento, mientras que
el uso de un método de extraccién in house con solventes
organicos no mostré buen rendimiento.

Los resultados indican que el gen bg presentd alto
rendimiento en la deteccion de ADN parasitario extraido
de quiste, amplificando al 100% de las muestras en al
menos seis métodos y presentando mayor intensidad en
las bandas de electroforesis (Figura 1); en comparacion al
marcador gdh, que alcanzé 60 % de deteccion al emplear el
meétodo |, observando bandas mas tenues (Figura 2).

EXTRACCION, CUANTIFICACION Y AMPLIFICACION
DE ADN DE TROFOZOITOS

Se analizaron muestras de trofozoitos de Giardia intestinalis
(ATCC® 30957™) con una carga parasitaria promedio de



REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA.2019;30(3):423-32.

Extraccién de ADN de Giardia spp.

Tabla 4. Comparaciones multiples de acuerdo a la concentracion y calidad de ADN generados por los diferentes
métodos de extraccion de ADN de Giardia spp. a partir de trofozoitos

; Concentracion de Valor Calidad de ADN Valor

Tipo de ) Métodos ADN (ng/uL) de p* (A/A) de p*
pretratamiento comparados

Media DE Media DE

Ninguno | Il 4,51 2,05 <0,001 1,60 0,09 0,787

1] 2,55 0,93 <0,001 1,83 0,17 0,998

\% 3,59 3,78 <0,001 1,76 0,41 0,989

\ 6,93 4,68 <0,001 1,67 0,16 0,820

VI 7,37 5,24 <0,001 1,73 0,19 0,966

E8 I | 26,56 5,73 <0,001 1,85 0,03 0,787

1] 2,55 0,93 0,982 1,83 0,17 0,952

\% 3,59 3,78 1,000 1,76 0,41 0,983

\Y 6,93 4,68 0,937 1,67 0,16 1,000

\ 7,37 5,24 0,787 1,73 0,19 0,996

E9 1] \% 3,59 3,78 0,996 1,76 0,41 1,000

\Y 6,93 4,68 1,000 1,67 0,16 0,965

VI 7,37 5,24 0,386 1,73 0,19 0,965

E10 \% \ 6,93 4,68 0,974 1,67 0,16 0,989

VI 7,37 5,24 0,687 1,73 0,19 1,000

E8+E11 \Y \ 7,37 5,24 0,269 1,73 0,19 0,998

ST4 Vi | 26,56 5,73 <0,001 1,85 0,03 0,787

ST4: pretratamiento choque térmico 4; E8: pretratamiento enzimatico 8; E9: pretratamiento enzimatico 9; E10: pretratamiento enzimatico 10; E11:

pretratamiento enzimatico 11; ng/pL: nanogramo por microlitro; A, /A,

260" "280",

relacion de absorbancias 260 y 280; bg: gen de beta giardina; gdh: gen de

glutamato deshidrogenasa; n: nimero de muestras analizadas; DE: desviacién estandar.

*Prueba HSD Tukey

5x108 trofozoitos por muestra. En relacion ala concentracion
del ADN extraido, segun las pruebas de ANOVAY de Tukey
existe diferencia significativa entre los métodos evaluados
(p<0,05), el método | extrajo mayor cantidad de ADN
somatico (26,56 ng/uL; p<0,001) comparado a los otros
métodos (Tabla 4). Asimismo, en relacion a la calidad de las
muestras de ADN extraidas, se evidencio que los métodos |
y lll presentan valores de pureza optima (relacion A, / A,
de 1,83-1,85) y los métodos Il, IV-VI pureza aceptable (1,60-
1,76). Cabe resaltar que no existio diferencia significativa
al comparar la calidad de ADN entre las metodologias.
Asimismo, al evaluar los marcadores moleculares ambos
presentaron alto rendimiento 100% de ampilificacion.

DISCUSION

En el presente estudio se compararon diferentes
metodologias de extraccidon de acidos nucleicos de
Giardia spp., los resultados de las concentraciones de
ADN obtenidas de la fase quistica indican que con la
aplicacién de tres pretratamientos previos a la extraccion
del kit comercial Stool DNA Isolation de Norgen, descritos
en el método |, se puede obtener una concentracion de
ADN de 12,24 ng/uL con pureza de 1,4 y lograr un alto

rendimiento en la deteccién molecular de Giardia spp. al
usar el marcador bg (100% de amplificacion) y con gdh
(60%), en comparacién a los otros métodos evaluados;
cabe resaltar que esta combinacién se basd en los
métodos de Adamska (19, Rojas #%, Babaei ?" y Molina @4,
Con respecto a la evaluacion de métodos de extraccion
de trofozoitos indicamos que al someter a las muestras
a pretratamientos (Métodos II-VI) no se logré mejorar
la extraccion de ADN somatico del parasito, mas bien
se tuvo baja recuperacion, contrario a lo reportado
por Molina et al. ™, cabe resaltar que en todos los
casos la calidad de ADN fue 6ptima, motivo por el
que no se sugiere realizar pretratamientos para
este estadio evolutivo de Giardia spp. ya que reduce
significativamente la extraccion de ADN parasitario.

La tipificacion molecular de agentes etiolégicos es una
prioridad en los laboratorios de salud publica, debido a
las implicancias en abordaje terapéutico y distribucion
epidemioldgica; los protocolos de extraccion de &cidos
nucleicos son variables dependiendo del tipo de muestra
y del organismo a estudiar, sobre todo en los parasitos
que presentan diferentes estadios evolutivos, por lo que
es importante la eleccion de un método de extraccion de
alto rendimiento que sea sencillo, rapido y reproducible. Los

| 429



REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA.2019;30(3):423-32.

Tarqui-Terrones K et al.

genes de la enzima glutamato deshidrogenasa-gdh (1625.26) y
de la beta giardina-bg (%'"?" han sido ampliamente usados
demostrando gran especificidad para la caracterizacion
molecular de Giardia spp., razén por la que se emplearon
para el rendimiento de los métodos evaluados.

La literatura reporta que es necesario separar los
quistes de los detritos presentes en las muestras fecales
empleando el método de concentracion por gradiente de
sucrosa de dos fases ("4, para reducir la posible inhibicion
de la PCR ocasionada por los componentes de las
muestras coproldgicas como las sales biliares, proteinas,
hemoglobina, lactoferrina, inmunoglobulinas, entre otros ©),
y obtener ADN intacto para obtener métodos comparables.
Otro punto importante, es eliminar las sustancias derivadas
de los procesos de extraccion, que segun los estudios
el uso de columnas procedentes de kits comerciales
facilita la purificacion de ADN, disminuyendo la presencia
de inhibidores quimicos, alcanzando mayores tasas de
amplificacién a las obtenidas empleando una metodologia
convencional basada en fenol/cloroformo ©2"), En este
estudio se evidencio la inhibicion de la deteccion del gen
gdh y bg al evaluar los métodos VIl'y XI @2, cuyo proceso de
extraccién fue con el método in house, este ultimo método
presento baja calidad de ADN (3,65 de relacion A, /A, )
con presencia de alta contaminacion.

Por otro lado, al ejecutar los métodos IXAy XA, usando sélo
kits comerciales, Stool DNA Isolation de Norgeny el QIAAmp
DNA STOOL de Qiagen sin pretratamientos, se encontraron
valores promedio de calidad y concentracion de ADN de
1,32/ 4,84 ng/uL y 3,5 / 4,58 ng/uL, respectivamente, sin
éxito en la amplificacion para los marcadores estudiados,
por lo que es necesario aplicar protocolos de pretratamiento
a las muestras. Asimismo, se encontrd que realizar un solo
pretratamiento de choque térmico (métodos IXB y XB)
resultd insuficiente para lograr la amplificacion de mas del
20% del marcador gdh. En concordancia a lo reportado
por Sepahvand et al. ®; quienes sugieren el uso de perlas
de vidrio, para producir un efecto mecanico y mejorar la
eficiencia del protocolo de extraccion para recuperar mayor
cantidad de ADN. Esto se evalud al aplicar el método I,
recuperando 4,17 ng/uL de ADN logrando una amplificacion
del 100% de las muestras para el marcador bg, pero con
dificultades para detectar el marcador gdh, motivo por
el que se considerd que es importante adicionar algun
pretratamiento enzimético para mejorar la recuperacion de
acidos nucleicos.

La evaluacion del método I, con sdélo un pretratamiento
enzimatico, mostré una concentracién de ADN de 8,87 ng/uL
y una deteccién del 100% del marcador bg y 40% del gdh;
el método IV, incluyd adicionalmente un pretratamiento de
choque térmico y degradacién enzimatica por dos bufer de
lisis (E-GTP) y la accion de la proteinasa K, amplificando
solo al marcador bg; del mismo modo, se evalué la
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accion del bufer tritdn y se aplicd el método V obteniendo
resultados similares al método V.

En la mayoria de estudios previos, no se han mostrado
protocolos de extraccion con datos especificos de
concentracion de ADN extraido y resultados de medicion
por PCR, siendo importante conocer esta correlacion. Al
realizar el método VI se llevo a cabo la metodologia de
Adamska et al. ", quienes realizan pretratamientos de
choque térmico (tres ciclos), enzimaticos (proteinasa K)
y extraccion con kit comercial reportando alta deteccidn
del gen bg por PCR. Del mismo modo, Molina et al. ?4;
informan un 79% - 80% de deteccion molecular por
PCR detectando desde 15 quistes/uL, sin embargo, los
resultados de este estudio no fueron comparables,
alcanzando concentraciones de ADN <2,9 ng/uL y
deteccion del gen bg s6lo en 60% de las extracciones.

Otras metodologias incluian mudltiples pretratamientos
enzimaticos (bufer de lisis TE y proteinasa K), mecanicos
(con perlas de vidrio) y de choque térmico como lo
muestra Babei et al. ??; este protocolo fue evaluado en
el método VIl recuperando 5,87 ng/uL de ADN logrando
una amplificacién de 40% y 20% para los marcadores bg y
gdh, respectivamente. Este método no fue practico ya que
involucraba muchos pretratamientos de choque térmico
(ocho ciclos con nitrégeno liquido) y requeria el uso de
proteinasa K, que es un insumo costoso. Sin embargo, el
pretratamiento mecanico con el uso de perlas de vidrio fue
una alternativa adecuada.

En nuestro pais, Rojas en 2014 @9 utilizé6 dos
pretratamientos enzimaticos, el bufer de lisis 3 y el bufer
GTP como alternativa al uso de proteinasa K y extraccion
con el método convencional reportando alta concentraciéon
y pureza de ADN (2156,2 ng/uL; 1,79-2,04), pero bajo
porcentaje de amplificacion al marcador bg (13,3%). No
obstante, al evaluar el método VII no se logré obtener las
grandes cantidades de ADN que reporté el autor, a pesar
de usar mayor cantidad de quistes (5x10* quistes/muestra);
adicionalmente, el porcentaje de amplificacion fue de 60%
para el gen bg y nulo para gdh, posiblemente atribuido a
la metodologia de extraccién. En vista de los resultados
obtenidos por las investigaciones previas, para aumentar
el nimero de muestras amplificadas se propuso combinar
diferentes pretratamientos incluyendo el mecanico,
enzimatico y de choque térmico.

Una de las limitaciones del estudio fue no incluir mayor
nimero de muestras por cada método evaluado, a fin
de mejorar la potencia estadistica. Ademas, al comparar
cargas parasitarias de diferentes pacientes existe el sesgo
de no homogeneidad en las muestras. No obstante, para
disminuir este sesgo se trabaj6 con la misma cantidad de
quistes por método; consideramos que los resultados de
este estudio son importantes, ya que evidencian que es
posible extraer ADN de la fase quistica del parasito a fin de
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llevar futuros estudios de genotipificacion de cepas nativas
en el pais, y es el punto de inicio para determinar limites
de deteccion de Giardia spp. para diferentes marcadores
moleculares, y ser utilizados a partir de muestras
coproldgicas e implementar el diagnéstico molecular de
esta parasitosis.

Se concluye que el método que obtiene los mejores
resultados para la extraccion de acidos nucleicos a partir
de quistes de Giardia spp. incluye la aplicacion de tres
pretratamientos: mecanicos, enzimaticos y de choque
térmico; siendo el marcador molecular bg de mejor
rendimiento para el estadio de quiste. Por su parte, el estadio
de trofozoito no requiere pretratamiento. Los resultados
de este estudio permiten contar con una metodologia
reproducible para la deteccion molecular del parasito Giardia
spp. en cualquier estadio evolutivo para posteriores estudios
de genatipificacion y/o resistencia parasitaria.
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