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RESUMEN

En este trabajo presentamos un nucvo ensayo modelo para ¢l diagndstico de
amibiasis que hemos llamado "Ensayo de Reaccién en Cadena con Polimerasa mediante
Hibridacion y Liberacién Enzimdtica (PCR-HERA). Consiste en utilizar de manera
combinada la Reaccion en Cadena Asimetrica con Tag DNA Politmerasa (A-PCR) y Ia
deteccién de los productos de PCR por medio de fluorescencia. Para la reaccion de
PCR seleccionamos secuencias de DNA ribesomal (\DNA) de Entamoeba histolytica
que estdn altamente repetidas y que son cspecie-especificas, Los productos obtenidos
de esta reaccién se hibridan con una sonda marcada con fluorescefna ¢ inmovilizada en
una placa de microtitulacion. Los hibridos formados contienen sitios de corte para la
endonucleasa Rsa |, y en presencia de ésta enzima se rompen liberando la fluoresceina
de la sonda. La deteccion de la seiial se hace en un lector de fluorescencia automatico.
En contraste con otros ensayos, éste sistema no involucra Javades ni radioactividad,
ticne la ventaja de ser muy sensible ya que con este procedimiento se detecta 0.1 de
trofozoito, es un ensayo especifico y puede ser automatizable.



1 INTRODUCCION.

1.1 AMIBIASIS Y EPIDEMIOLOGIA.

Entamoeba histolytica es el agente causal de amibiasis en humanos. Su proliferacion
en paises en vias de desarrollo la coloca en el tercer lugar de morbilidad y mortalidad
producida por pardsitos, tanto que en 1986, se estimaron 500 millones de individuos
infectados (Walsh, 1986). La mayoria de éstos individuos son portadores asintomiticos
y erradican el pardsito espontancamente despues de varios meses (Nanda, 1984). Sin
cmbargo ¢l 10% de los casos desarrollan amibiasis invasiva con sintomas que van
desde una diarrea media y transitoria hasta una colitis ulcerativa crénica. En otros
casos ocurre una diseminacion extraintestinal, produciendo abceesos principalemente
en el higado. Mas de 40,000 nuertes anuales a nivel mundial se deben a amibiasis
invasiva (Martinez-Palomo, 1990).

Investigaciones recienics en México sobre esta enfermedad reportaron que de
70,000 muestras de sangre analizadas el 8.4% presentaron anticuerpos especificos
contra amiba. Por otra parte, aunque ¢l metronidazol es efectivo en casos de amibiasis
aguda, la enfermedad todavia cansa mas de 1200 muertes anuales debido a que no hay
un buen diagndstico para confirmar que la diarrea de los pacientes es ocasianada por
amibiasis y no por otro patogeno (Cohen, 1995).

1.2 CICLQO DE VIDA DE Entamocha histolytica.

Estudios del ciclo de vida de este pardsito muestran bisicamente cuatro estadios
consecutivos: el trofozoito, el prequiste, quiste y metaquiste. El trofozoito es Ia forma
mévil de E. histolytica. Mide de 10 a 40 pum, es fragil y sensible a la temperatura. Se
aloja en el intestino grueso en donde se multiplica por fisién binaria (Schaffer, 1961) y
se cnquista cuando las condiciones del medio ambiente le son adversas. En muchos
casos los trofozoitos viven como comensales ¢n el intestino sin causar dafio 0 molestias
en el huesped. Cuando el trofozoito se condensa en una masa esférica en el lumen del
intestino grueso, se forma el prequiste. Los quistes se encuentran en heces de portadores
como cuerpos hialinos de 8-20 pum de didmetro, de forma ligeramente oval. Tienen una
pared de quitina que los protege fuera del tracto gastrointestinal humano. Los guistes
tienen 4 nucleos provenientes de dos mitosis nucleares sucesivas, cada uno de los
cuales es una copia det original (Cleveland, 1930). EI metaquiste aparece una vez que
sale por una hendidura de fa pared de quitina. Una amiba metaquistica produce 8
amibas uninucteadas después de fa division cclular (Dobeli, 1928). Una vez que emergen
los trofozoitos metaqufsticos migran al intestino grueso en donde se
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establecen y pueden proliferar en condiciones microacrbicas. Los trofozoitos tienen
una vida corta y no ticnen importancia en la transmision de la enfermedad. Los quistes
son la forma infectiva dei parfsito, por el contrario sobreviven en las heees por varios
dias; cuando se ingicren en agua o alimentos contaminados, pasan por ¢l estomago y se
desenquistan en el ilcon terminal, completando el ciclo de vida del pardsito (Sepilveda,
1984),

1.3 PROPIEDADES DEL NUCLEO DE LA AMIBA.

Los trofozoitos de E. histolytica son células cucariotas primitivas con una biologia
peculiar (Martinez-Palomo, 1986). La células contienen un nmicleo que carece de
organelos tipicos de eucariotes, tales como aparato de Golgi y mitocondria. El nicleo
parece ser diferente al de otros cucariotes. En el centro del niicleo se ha encontrado un
endosoma o cariosoma comprimido de material fibrinoglanular incluyendo DNA (Albach,
1980). Se ha especulado que cste endosoma puede ser un sitio de condensacion previa
a la segregacidn. No hay evidencia de cromosomas y ni de huso acromatico (responsable
de la segregacion de cromosomas durante la divisién celular) en E. histolytica. Tampoco
tiene nucleolo (sitio de sintesis de rRNA). Sin embargo la periferia interna de la pared
nuclear csta definida por grupos de “cromatina periferica” rica en RNA incluyendo
DNA (Albach, 1980). No esta claro si la cromatina periférica eambia durante ¢l ciclo
celular o si el DNA condensado se mueve hacia Ia membrana para replicarse y transcribirse
(Meza, 1992). Tampoco se han identificado organizadores nucleolares como sitios de
sintesis de RNA ribosomal, que son caracterfsticos de los nucleos de los eucariotes. Se
ha sugerido que la cromatina periférica puede estar involucrada en la sfatesis de IRNA
y funcionalmente ensambar el nucleolo (Huber, 1989). En experimentos de hibiidacidn
“in situ”, con una sonda especffica del episoma ribosomal, se demostrd que los genes
ribosomales se localizan en la cromatina periférica (Zurita, 1991).

1.4 GENERALIDADES SOBRE LOS GENES DE RNA RIBOSOMAL de Entamoceba
histolytica.

En 1989, dos grupos independientes de investigadores encontraron que los genes
de RNA ribosomal de E. histolytica (DNA) se localizan en una molécula extracromosomal
circular de aproximadamente 24.6 Kb (Huber, 1989, Bhattacharya, 1989). Esta
caracteristica de rDNA en forma circular se ha encontrado en organismos tales como
Xenopus, la pulga de agua Ditiscus, el grillo Acheta, varias especies de levaduras,
recientemente para amoebas de vida libre como Naegleria gluberi'y el alga Euglena
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Figura I, Mapa ribosomal de Entamoeba histolytica (HM1-IMSS).
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gracilis (Ravel, 1985, Clark, 1987). In Naegleria y E. histolytica no se ha reportado
copia cromosomal de tDNA,

El fDNA circular extracromosomal de E. histolyrica (cepa HM-1:IMSS) parece ser
un replicon auténomo. El ndimero de copias de este episoma por célula es de 200
aproximadamente (Huber, 1989, Battachayra, 1989). Las unidades de transcripeidn de
los rRN A estan organizadas como dos unidades repetidas e invertidas de 5.9 Kb por
cada plismido (Huber, 1989) y representan cerca de Ia mitad del DNA total del replicén.
Tiene familias de sccuencias de DNA repetidas como espaciadoras entre los genes
ribosomales. Estos elementos repetidos no se transcriben y son comunes a otros
organismos estudiados, donde se sabe, juegan un papel importante en lIa transcripcién
del IRNA. Sin embargo, cuando se compara la organizacién del tDNA de E. histolytica
con los que contiene Entamoeha moslikowskii (amiba de vida libre) éstas, tienen sélo
una unidad de transcripeidn det IRNA por plismido, mientras que en amibas Laredo
(no patdgena) las secuencias repetidas estan ausentes (Shegal, 1994),

1.5 ORGANIZACION DE LAS SECUENCIAS REPETIDAS DE E. histolytica
HMEIMSS.

En la figura 1 se muestra el mapa ribosomal de E. histolytica. Los cistrones
ribosomales ('DNA) estan indicados con dos flechas rayadas, también se sefialan las
secuencias espaciadoras cortas llamadas ST (109 pb), S2 (361 pb) y S3 (312 pb) que
separan las familias de secuencias repetidas. Las flechas indican la orientacién relativa
de las sccuencias. Hacia el extremos 3° de rDNA hay una regién de 3,543 pb que
contienc dos familias de sccuencias repetidas, las familias Dra 'y Sca 1. Los clementos
repetidos estdn contenidos en un fragmento Hind 111 que inicia con 75 pb del extremo
3% de Isu-rRNA (large subunit ribosomal RNA), seguido de una secuencia S1. Hay
después 2 secuencias Dral separadas de 7 secuencias repetidas Sca I por Ia secuencia
S3.

En el extremo 5" del tDNA hay una regién de 9,216 pb que contiene también
familias de secuencias repetidas que se denominan: Py I, Sca 1, Hinf I, Ava Il y dos
secuencias repetidas de 74 pb. Las secuencias de Ia familia tipo Pvu I (también lamada
P145) son muy parccidas a la familia tipo Sca I Las sccuencias de la familia Hinf |
tienen trechos largos que son comunes a las Dra L. Las secuencias repetidas Ava IT y
las secuencias repetidas de 74 pb se han encontrado exclusivamente de ésta region. En
csla regién también se encuentra un segmento de DNA Itamado Tr, que se transcibe
bajo ciertas condiciones de crecimiento (Shegal, 1994).



1.6 FAMILIAS DE SECUENCIAS REPETIDAS.

Las secuencias repetidas Pvi 1 son de 145 pb, hibridan especificamente con aislados
de E. histolytica patdgena. Se ha reportado que estdn presentes en un grupo de 15
copias en ¢l extremo 5' de los genes IRNA del episoma de E. histolytica HM1:IMSS
clona 6 (Huber, 1989). Por andlisis de secuencia, el grupo de Bhattacharya reporté un
arreglo de 11 secuencias repetidas consecutivas de este tipo, hacia arriba del tDNA
(Shegal, 1994). Se piensa que la localizacion de éstas secuencias tiene importancia
funcional, ya que P145 conticne un dominio de interaccién DNA-Proteina que puede
tener una funcidn especifica en el episoma (Zurita, 1991).

L.as secuencias repetidas Dra [ estan localizadas hacia los extremos 3 de los genes
ribosomales. Tienen un tamaito de 170 pb Son ricas en AT (85%) y contienen tres
secuencias de 11 nt completamente homdlogos con los 11 nt de la secuencias consenso
ARS (secuencias de replicacion autonoma en levadura), excepto por la presencia de un
nucledtido extra (Mittal, 1991). Todos tos miembros de La familia Dra 1 son exactamente
idénticos en secuencia nucleotidica, incluyendo una unidad incompleta de 155 ph.
Tienen regiones ricas en pirimidinas que se han asociado con una mayor {recuencia de
recombinacion, La unidad Dra I incompleta parcce ser el elemento potencial de
recombinacién (Shegal, 1994). También se ha observado que existe retacién entre las
secuencias repetidas Dra I con el polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP), en algunas regiones del rDNA del episoma de E. histolyrica. Estas diferencias
se encontraron entre varias especies y entre clonas HM1:IMSS. La variacién en el
mimero de cstas sccuencias repetidas Dra I puede ser por eventos de recombinacidn,
los cuales pueden ser fisioldgicamente significativos para mantener del alto mimero de
copias del ’IDNA (Bhattacharya, 1992).

Las secuencias repetidas Sca 1 de 144 pb muestran aproximadamente 95% de
homologfa con In famitia Pvu 1. Una de las diferencias entre ellas, es que en as Sca 1se
pierde el sitio para Pvu L. El ndmero de estos clementos repetidos en el episoma es de
13. Seis hacia el extremo 3' y siete hacia el extremo 5' de los genes ribosamales, todas
de 144 pb, excepto por la primera unidad que es de 118 pb. Estas secuencias repetidas
no son exactamente idénticas una con otra. No se ha observado variacién en el nimero
de las mismas. Esto sugiere que no tienen recombinacién frecuente. Tanto las unidades
Dra 1 como Sca I muestran semejanza a regiones de espaciadores intergénicos de
eucariotes superiores y son especificas de E. histolytica patégena (Mittal, 1992).

La clona denominada D5 que utilizamos en este trabajo, contiene secuencias
repetidas tipo Sca 1. Experimentos previos de “Southerm blot” muestran que la sccuencia
DS hibrida con aislados de E. histolytica que tienen zimodeno patdgeno.
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En ensayos de hibridacién tipo "dot blot" ésta sccuencia, da una seiial positiva con
cepas patégenas de E. histolytica (1IM1, HK9 y 1IM38), y no muestra seffal con
especies no patdgenas como Entamoeha imvadens 'y Entamoeba Laredo ni con otras
bacterias enteropatdgenas (Iisteves, 1990, Mittat, 1992),

2 UTILIZACION DE SECUENCIAS REPETIDAS EN EL DIAGNOSTICO DE

PARASITOS.

El DNA de parésitos tiene secuencias nueleotfdicas que existen como una sola copia
o sccuencias repetidas que estan en multiples copias en el genoma del pardsito. De
éstas ultimas no se conoce bien su funcion, tipicanente son secnencias consenso que
s¢ repiten cientos o miles de veces, Tal es et caso del genoma de los pardsitos 7rypanosoma
bruceiy T, cruzi, en los cuiles éstos elementos constituyen el 12% y 9% respectivamente
del DNA total (Borst, 1980, Castro, 1981). Cuando las secuencias estan presentes en
miltiples copias en un organismo, la sensibilidad analitica del ensayo se incrementa (¢l
limite de deteccidn serd menor). Dado que son especie-especificas, son muy convenientes
para el diagndslico. Estas secuencias repetidas dan buena respuesta de sensibilidad y
especificidad utilizadas como sondas en ensayos de hibridacién. Pueden ser utilizadas
contra secuencias complementarias de DNA extraido de pardsitos 6 contra organismos
completos.

Se ha utilizado como sonda de diagndstico una secuencia gendmica repetitiva de
195 pb de T. cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas. Por hibridacién en
“dot-blot” es posible detectar una cantidad de DNA, equivalente a 30 parisitos en
muestras de sangre (Gonzalez, 1984). Con procedimientos que favorecen hibridacién
de sccuencias repetidas DNA-DNA y utilizando DNA total del pardsito marcado
radioactivamente, Ashall y col. detectan hasta un minimo de 5 parésitos en 20 pl de
sangre infectada (Ashall, 1988).

El diagnéstico de malaria s¢ ha enfocado en una de las especies mas virulentas P.
Salciparum, Sc ha utilizado una sonda de 21 pb, que se repite cientos de veces en el
genoma del pardsito, La sangre de pacientes infectados se lisa y se gotea directamente
cn papel de nitrocelulosa y los pardsitos se identifican con base a Ia hibridacién del
DNA del parésito complementario a ésta sonda marcada. La especificidad de éste ensayo
es excelente ya que la sonda no hibrida con otras especies de malaria humana, ni con
DNA humano. La técnica detecta 10 pg de DNA del pardsito (equivalente a 100
pardsitos) y en estudios de campo se pueden detectar aproximadamente 40 pardsitos
por pl de sangre (Franzen, 1984). Otro método simple para detectar P. falciparum
directamente de muestras de sangre es utilizando PCR. Para la amplificacién con PCR,
las muestras de sangre se lisan con un detergente, luego se filtran en un

7



papel. Este después se seca y se wiade a la mezcla de PCR. La presencia de los
productos de PCR se detecta ntilizando una sonda no radioactiva para las unidades
repetidas de 21 pb. Este método permite fa deteceidn de 10 pardsitos en 20 pl de
sangre (Barker, 1992),

Otro ejemplo de enfermedades parasitariag en donde se utiliza la téenica de
hibridacién para el diagnéstico, es la Leishimaniasis humana. Las lesiones iniciales de
esta enfermedad se localizan en la piel. La identificacién rdpida del pardsito contribuye
significativamente a evitar la propagacién y un tratamiento adecuado. Para la
identificacién y deteccién de Leishmania se han utilizado como sonda los minicirculos
de KDNA (DNA de kinetoplasto), los cuales forman parte de una estructura mitocondrial
caracterfstica de éste grupo de protozoarios. Consiste de DNA concatenado las cuales
son moléculas de DNA pequeiio de 2,500 pb aproximadamente. EL KDNA aislado de
varias especies sirve tambien para la identificacion entre especies. El KDNA marcado
radioactivamente se utilizé como sonda de diagndstico de éste pardsito. Se lievo a
cabo por hibridacién de dcidos nucléicos utilizando la téenica de “touch-blot™ de
tejido. Esta técnica consiste en hacer un corte de tejido de 2-3 mm que se coloca en el
filtro de nitrocelulosa durante 30 s a 1 min, Este método se utilizo para el diagndstico
de Leishmaniasis humana, directamente con tejido derivado de las lesiones cutaneas
(Wirth, 1982). El niimero minimo detectado con ésta téenica es de 100-1,000 pardsitos
(Barker, 1987).

Actualmente se conocen al menos 10 ensayos para la deteccion de diferentes
pardsitos que utilizan secuencias repetidas en ensayos con sondas DNA y PCR (Weiss,
1995). Se han desarrollado muchos sistemas y pocos han avanzado en su evaluacién
clinica. Ninguno de éstos ensayos es lo suficientemente simple, reproducible, formal y
validado para su aplicacién. La utilizacién de éste tipo de ensayos basados en dcidos
nucleicos, requiere de metodologia simplificada y robusta para que pueda aplicarse a
epidemiologia, prevencidn y tratamiento de las enfermedades parasitarias.

2.1 DIAGNOSTICO DE AMIBIASIS.

Actualmente el diagn6stico de la infeccién por E. histolytica consiste en localizar
amibas en heces fecales 6 detectar anticuerpos especificos en suero. Ambos métodos
tienen varios problemas inherentes. El examen en fresco de heces es tedioso, consume
tiempo y depende de la experiencia del microscopista. Comunmente las pruebas resultan
falsas positivas como consecuencia de la confusion de amibas, con macrdfagos que
ingieren celulas rojas 6 con protozoarios no patdgenos. Al menos 85%-90% de los
pacientes con absceso hepdtico amibiano tienen anticuerpos circulantes y pueden
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diagnosticarse con prucbas seroldgicas. Mientras que los pacientes con disenteria
severa que requicren de hospitalizacion no siempre ticnen anticuerpos circulantes
presentes, lo cual puede dar lugar a falsos negativas (Walsh, 1986).

Existen otras téenicas para detectar amiba, que o han sido completanente desarrolladas
ni probadas, Ia tipo ELISA que detecta ta presencia de un antigeno de E. histolytica y
anticuerpos inmunofluorescentes para detectar quistes (Walsh, 1986). Otra dificultad
para garantizar el diagnéstico correcto de infecciones intestinales, es la diversidad de
substancias que interfieren con el examen de heces, como los antibidticos, antiparasitarios,
antidiarreicos, elc,

Como altemativas a éstas técnicas se han empleado métodologfas de DNA recombinante
y solamente dos ensayos se han probado con muestras de pacientes. Ef grupo de
Samuelson y colaboradores utilizaron una sonda para kibridacidn de DNA con secuencias
repetidas tipo P145. Obtienen una sensibilidad de 8 wofozoitos de E. histolytica. La
deteccidn del pardsito se hace con muestras de heces de pacientes que fueron sujetas a
varios ciclos de congelamiento-descongelamicnto para liberar el DNA, El ensayo cs
tipo “dot-blot” y la sonda esta marcada radioactivamente, lo cual resulta poco préctico
para ser aplicado en ensayos clinicos (Samuelson, 1989). El otro ensayo con PCR, se¢
hasa en el uso de oligonucledtidos especificos para patégenas (secuencia P145) y no
patdgenas (secuencia B133), dirigidos a secuencias altamente repetidas en E. histolytica
con hibridizacion “dot blot”. En un estudio epidemiolégico de E. histolytica este
ensayo se aplicd en una comunidad rural de Méxic, la extraccién de dcidos nucléicos
se hizo a partir de heces fijadas con formatina seguida de tres ciclos de congelamiento-
descongelamiento y sonicacidn, Los productos de PCR se detectaron por hibridacion
“dot-blot”, utilizando sondas radioactivas que conticnen las secuencias repetidas
(Acuiia, 1993). Los resultados mostraron que nmchas muestras positivas (56% de los
infectados) contienen ambas especies, patégenas y no patégenas,

Recientemente, se ha propuesto la separacién de E, histolytica en dos especies, la E.
histolytica patégena y la E. dispar no patégena (Diantond, 1993). Secuencias de DNA
repetido que dificren entre una y otra, han sido la base para tratar de
identificarlas.(Garfinkel, 1989). El uso de sondas para la diferenciacién de aislados
clinicos, se hizo por hibridacién directa con trofozoitos en membranas de nylon y el
nivel de deteccién es de 200 trofozoitos (Bracha, 1990). Otros grupos han utilizado
hibridacidn “dot blot” y PCR con oligonucledtidos especificos para patégenas y no
patégenas (Mirelman, 1990, Romero, 1992). Los resultados son muy controvertidos ya
que no distinguen una especie de otra. Algunos autores proponen que esto se debe a
la "modulacion de virulencia” de £. histolytica patdgena por tratarse de un organismo
muy plastico (Mirelnan, 1990),



Nosotros nos enfocamos en la diseio de primers para detectar unicamente F.
histolytica patdgena. Utilizamos como blanco secuencias repetidas especiticas de esta
especie (ver secuencias repetidas tipo Sca I, seccion 1.6).

3 METODOS DE DETECCION DE PRODUCTOS DE PCR.

Una etapa importantc de los métodos desarrollados para la deteccion de productos
dc PCR en clinica y en diagndstico, es Ia de identificar fos componentes post-PCR, La
deteccidn de DNA exige una seleccidn cuidadosa de los oligonucledtidos para evitar
una amplificacidn inespecffica cuando se prucha con muestras biol6gicas crudas (sangre,
biopsia, saliva, ctc.). Es entonces importante, utilizar criterios y requisitos conocidos
para cl disciio de los primers para la veaccién de PCR (Innis, 1990).

3.1 METODOS TRADICIONALES.

Métodos basados en gel de agarosa y pdliacrilumida.

Los productos de PCR se separan por electroforesis en geles de agarosa o poliacrilaniida
y se tificn con bromuro de ctidio. La falta de sensibilidad de cstos métodos se dcbe a
que se rcquiere de grandes cantidades de DNA, que sélo se pueden obtener con PCR
altamente cficientes. En algunos casos se picrdc la cspecificidad debido a la dificultad
para determinar cl tamafio de Jos productos amplificados por el barrido de las bandas
en el gel. Por o tanto ¢stos métodos son impricticos para la implcmentacion diagndstica.

Métodos de “Sounthern blot", "dot blot" y "slot blot".
En el método "Southern blot”, el DNA se extrae de la muestra, se corta con enzimas
de restriccién, se separa cn gel de agarosa, se transfiere a una membrana dc nitrocelulosa
"o nylon y se hibrida con una sonda marcada radioactivamente. Se obtiene el resultado
por medio de una autoradiografia (Maniatis, 1989). La deteccién puede hacerse también
con snarcadores enzimdticos o quimiluminiscentes, que son de mayor sensibilidad que
los radioactivos. Sin embargo €ste procedimicento dada su complejidad, es dc dificil
aplicacién al diagndstico. Se usa cn arcas talcs como el consejo genético, pruebas

forenses y las prucbas de paternidad (Kricka, 1992),

“Slot blot" y “dot blot", se utilizan para cuantificar DNA especffico en una mucstra y
se puede detcctar hasta menos de un picogramo de DNA., La dcteccidn también puede
hacerse con sondas marcadas enziméticametne, pero el manejo no cs fécil cuando se
trata de varias muestras y en grandes volimenes,
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3.2 METODOS AVANZADOS.

Métodos de deteccién basados en el formato ELISA,

Los métodos basados en ELISA o en placa de microtitulacién, emplean una técnica
alternativa y mas prometedora que los métodos basados en gel. Elformato ELISA se ha
estandarizado relativamente y es muy familiar al personal de muchos laboratorios en
todo el mundo. El material, equipo y aditamentos son comercialimente accesibles y
muchos laboratorios ya estdn cquipados para ésta tecnologfa.

El formato ELISA para la deteccién de productos de PCR se basa en ¢l uso de
oligonucledtidos como sondas detectoras ¢ para la captura de ampliconcs (productos
de PCR). En ambos casos, uno de los oligonuciedtidos utilizados como primer es
marcado con biotina para ser incorporado durante la reaccion de PCR. En el formato
sonda (figura 2) se utiliza un oligonuclcdtido como sonda. Al desnaturalizar el mnplicén
se hibrida a Ia sonda marcada con una enzima. La mezcla de reaccion se captura en una
placa cubierta con estreptavidina, Despucs se lava el exceso de oligo y la enzima
generard un seiial en presencia de un substrato adecuado (Kcller, 1990). La sensibilidad
esta limitada por el hecho de que solo se enlaza una enziina por amplicén y que
también se pueden capturar hibridos que no estan marcados. En el formato captura, el
amplicén se desnaturaliza y se hibrida, al oligo de captura secuencia-especifico
preenlazado a un soporte solido, Las secuencias que no son capturadas se eliminan por
" lavados en tanto que las capturadas, s¢ detectan mediante pegado a biotina con una
enzima marcada con estreptavidina (Bawens,1993).

Ensayo AMPLICOR-PCR. Es un ejemplo del ensayo captura en el cul la reaccién
de PCR se hace con un oligonucleétido biotinilado. El producto es desnaturalizado e
hibridado con una sonda-captura especifica, preenlazada en una placa microtitulacién.
Después de la captura de la cadena de DNA, marcada con biotina, se detecta con un
conjugado de estreptavidina-peroxidasa signiendo el procedimiento estandar del
inmunoensayo. Los resultados se tienen despues de 4-5 hr. El ensayo utiliza dJUTP/UNG
para ¢l control de contaminaci6n acarreada (Longo, 1990). Se pueden detectar un
nimero muy pequefio de blancos, es mas flexible que otros sistemas pero debe
considerarse el costo, que puede no ser accesible al laboratorio clfnico (Bawen, 1993,
Jaschek, 1993).

Métodos de deteccidn inmunoldgicos.

Ensayo PCR-EIA, En este método el producto de PCR se hibrida en solucién con
una sonda de RNA biotinilada. La sonda, complementaria a la secuencia de interés, se
obticne por transcripcion del DNA con nucledtidos trifosfatos biotinilados. Despues de
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la hibridacion, los hibridos DNA/RNA se capturan en una placa de microtitulacion
cubicrta con anticuerpos antibiotina. Posteriormente son detectados con un anticuerpo
monoclonal especifico para hibridos DNA/RNA conjugado con 8-galactosidasa. La
actividad de la B-galactosidasa se detecta con un substrato que produce una sefial
fluorescente (Bobo, 1990). Este sistema es altamente sensible porque involucra
anticuerpos miiltiples y varias enzimas pueden enlazarse al hibrido capturado. Adenas,
Ia formacién de hibridos RNA/DNA es mas estable a altas temperaturas de hibridacidn,
El problema es que involucra nimerosos tavadas antes y despues de las etapas de
incubacion.

Sistema de sefial SHARP™. Es un ensayo de captura tipo ELISA que también utitiza
un anticuerpo dirigido contra hibridos RNA/DNA. Después de la amplificacién con wn
oligonucledtido biotinitado y uno no modificado, una parte de Ia mezcla de reaceidn se
desnaturaliza y se hibrida en solucion a una sonda de RNA complementaria. Los
hibridos RNA/DNA formados se capturan en una placa cubicrta con estreptavidina. La
deteccién se hace con un anticuerpo especifico del hibrido RNA/DNA conjugado con
una enzima (figura 2a). La sefial se gencra con un substrato colorimétrico especifico de
la enzima, y se lee en un lector de placa convencional. Este sistema es 100 veces mas
sensible que la tincién de productos de PCR con bromuro de etidio en geles de agarosa.
Se puede adaptar a cualquier secuencia blanco, cambiando la sonda RNA. Esta se
puede obtener por medio de pldsmidos que contienen promotores de transcripcion y
con un paso de purificacién antes de wsarla (Lazar, 1993). El procedimiento requiere de
nmerosos pasos de incubaciones, transferencias y lavados. Para detectar menos de 10
moléculas, se necesita de una buena téenica de PCR y una incubacién con el substrato
de toda la noche.

Inmunoensayo con una Enzima y DNA (DEIA). Es un sistema de deteccion también
basado en un anticuerpo. Antes de la deteccién, la sonda de captura especifica del
blanco marcada con biotina, se enlaza a Ia placa cubierta con estreptavidina. Los
productos amplificados por PCR son desnaturalizados y una parte de ésta reaceion se
hibrida con Ia sonda de captura inmovilizada. Se lava y se afiade un anticuerpo
monoclonal especffico para el DNA doble cadena. El anticuerpo reacciona con las
secuencias que han formado los hfbridos DNA de doble cadena con la sonda de captura,
Después de otro lavado, se afiade un anticuerpo anti-gama globulina de ratén marcado
con una enzima para una deteccién colorimétrica (Mantero, 1991). Este método, nna
vez pegada la sonda de captura a la placa, ofrece la posibilidad de detectar un solo
componente (o analito); ademds la adicion de los anticuerpos y los miltiples lavados
hacen el procedimiento mds laborioso que otros métodos.
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Método homogeneo Tag Man™

El kit PCR Tag Man™ (Perkin Elmer) emplea primers para PCR y una sonda
fluorogénica que emite fluorescencia solamente si se amplifica la secuencia blanco. Es
un sistema homogeneo (en una sola etapa) que se basa en la wransferencia de energia
entre dos compuestos fluorescentes contenidos en un aligonucledtido sonda. La sonda
contienc un fluordéforo reportero tluorescente, coma la fluoresceina, en el extremo Sty
un fluoréforo quencheador, como la rodamina, interna. Mientras que ambos fhioréforos
estin unidos a la sonda, It rodamina absotbe la energia del “estado excitado” de la
fluorescefna. Pero si la sonda hibrida con Ia secuencia blanco, ésta es subsecuentemente
cortada por la actividad de endonucleasa 5°-3"de la Ampli Tag DNA Polimerasa durante
Ja PCR. Como los fluoroforos sc separan, 1a fluoresceina emite luz en proporcion direeta
a la cantidad inicial de templado. Este ensayo es menos sensible que los ensayos
heterogencos (en varias ¢tapas). Cuando se utiliza para la deteccion de Listeria
monocytogenes tiene una sensibilidad aproximadamente igual a la que se visualiza en
geles de agarosa tedidos con bromuro de etidia (Bassler, 1994). Esta tecnologia estaen
desarrollo y hasta ahora no hay artfculos publicados.

Otros métodos de deteccidn.

Un ¢jemplo es la Elecroquimiluminiscencia, la capacidad de nna substancia de emitir
luz cuando es estimulada por un campo eléctiico. La reaccién de PCR se Heva a cabo
con un primer biotinilado. Los productos se libridan con una sonda marcada con TBR
[Tris (2,2'-bipiridina)-rutenio (I1) quelato] (sonda-TBR). Después de la hibridacidn se
mezcla con esferas magnéticas cubiertas con estreptavidina que se enlazan a los hibridos
marcados con biotina. Las esferas magnéticas s¢ colocan en una cdmara de deteccién
electroquimiluminiscente, Después se enlazan magneticamente a un electrodo y se
remucve con lavados el material no enlazado y la sonda-TBR que no hibrids.
Posteriormente, la sonda-TBR que hibridé con el producto de PCR, es estimulada por
un campo eléctrico para producir luz (Di Cesare, 1993). Este sistema es muy sensible y
pucde ser automdtico porque puede procesar 96 muestras ¢n dos horas y media. Sin
embargo requiere de una gran inversion de capital en el equipo, y la sonda-TBR
todavfa no es comercial.

Otros sistemas usan la deteccién "dot-blot reverso” con diferentes formatos de
deteccién. En este caso, la sonda de captura especifica del blanco se enlaza usualmente
aun filtro § membrana. La reaccion de PCR se hace con un oligonucledtido biotinilado
y se hibrida con la sonda de captura, Despues de varios lavados, sc utiliza avidina ¢
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estreptavidina marcada con una enzima para detectar el producto de PCR marcado con
biotina. La reaccidn coloriméuica se produce directamente sobre la membrana 6 ef filro
(Saiki, 1989). Sc han utilizado filtros y esferas inmovilizadas para enlazar sondas
especificas para patdgenos. En el caso de los filtros lodos los pasos son manuales
incluyendo los lavados, Para las csferas se requiere de un procesador de muestras gue
procesa solo 6 mmestras en 38 min, Ambos métodos procesan un simero muy limitado
de rwestras, solo son cualitativos y el de esferas inmovilizadas requiere de capital para
el equipo.

Un métado reciente del endl hay poca informacion y que también esta en desarrollo.
Es un sistema de hibridacion en cromatografia de papel Mlamado PACHA (Paper
Chroatography Hybridization Assay). Se basa en lamigracién capilar del DNA en tiras
de papel pasando a través de una drea con la sonda inmovilizada. Iis wma téenica
sensibie para la deteccién de DNA amplificado. Este método parece muy promisoria
debido a que no es costoso, ¢s rdpido y se puede hacer un analisis miltiple (Orgenics
L)



4 JUSTIFICACION,

L.a Reaccidn en Cadena con Polimerasa (PCR), es una de las téenicas mas
utilizadas para la deteccidn de secuencias especificas de DNA o RNA, Por su gran
versatilidad Ta PCR se perfila como una alternativa potencial inportante para ensayos
en laboratorios clinicos. En el arca de investigacién diagndstica ésta reaccion
representa un avance muy importante dada su aplicacin a la deteccién de dcidos
nucléicos de diversos agentes infecciosos, al estudio de enfenmedades hereditarios,
y en la tipificacion de antfgenos de leucocitos humanos HLA (Human Leucocytic
Antigen),

La deteccidn de productos especificos de PCR es win un problema para los
laboratorios de investigacion. Debido a que los métodos de deteccién basados en
téenicas tradicionales como la electroforesis y “dot blot” no son alternativas de
téenicas mas adecuadas para {os laboratorios clinicos. Los métodos avanzados que
son especificos y que involucran sondas marcadas, o primers marcados para reaccidn
de PCR, asf como el uso de moléculas que actuan como ligandas especificos entre
DNA con los anticuerpos marcados con enzimas, son labariosos, requieren de muchas
etapas de lavados ademds de no ser compatibles con aquellos que se utilizan en los
laboratorios de diagnéstico de rutina,

El formato PCR-HERA que proponenios, ¢s un ensayo que tienc basicamente
dos etapas de desarrollo. Una, la amplificacion de las secuencias blanco por PCR, y
el formato de deteccion no radioactivo, basado en Ia hibridacién especifica y rapida
del producto amplificado en placas de microtitulacién. Al efectuar el ensayo en
estas placas, con en el formato ELISA, se hace muy eficiente para el manejo de los
productos de PCR, ya que se pueden procesar 96 muestras a la vez y se puede
adaptar con equipo semi-automdtico.

Originalmente éste método se implementé para detectar E. histolytica un parasito
de gran interés médico, ya que ahora no existe un ensayo para el diagndstico de
éste parfsito, que sea especifico, eficiente y con el manejo simultdneo de nimerosas
muestras en los laboratorios clinicos, El desarrollo de este tipo de ensayos permite
explorar nuevas y mejores alternativas, ya que la tecnologia de DNA recombinante

dispone de herramientas que pueden dar una aplicacién directa al diagnéstico de
enfermedades infecciosas.



§ OBJETIVO GENERAL:
El objetivo general de este proyecto es el desarrollo de un ensayo de deteccidn

de productos de PCR no radioactivo, especifico, con gran sensibilidad y sin ctapas
de lavados. El ensayo se dirige a la deteccion del pardsito E. histolytica.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES:
Los objetivos de este trabajo son:

a) Disefiar primers especificos para amplificar secuencias repetidas del rDNA de
Entamoeba histolytica, por medio de la reaccién de PCR.

b) Disefiar un oligonucleétido marcado no radioactivamente, para utilizarlo
como reportero y como sonda de captura de las secuencias repetidas de E.
hitolytica producidas por PCR.

¢) La deteccién de E. histolytica por medio de la reaccién de PCR y la

liberaci6n de fluorcscencia en formato de placa de microtitulacion.
Utilizando DNA purificado as{ como trofozoitos de éste parésito.
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6 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

6.1 Formato PCR-HERA.,

El ensayo PCR-HERA desarrollado en este trabajo se muestra cn la figura 3 y
consta de tres pasos; 1) Produccién de cadena sencilla con A-PCR (Assymetric-PCR),
2) hibridacién y corte de hibridos con una endonucleasa de restriccion y 3)
transferencia a otra placa para deteccidn de {luorescencia. La inmovilizacion de la
sonda cn la placa, se hace previo al ensayo. La sonda esta marcada can dos
{Tuorescefnas en el extremo 5' y con una biotina en cl extremo 3' que sirve para
enlazarla a la placa de microtitulacion cubierta con estreptavidina, El primer paso es
la amplificacién de secuencias repetidas de E. histolytica como cadena sencilla a
partir de A-PCR,

La A-PCR es un tipo de PCR que utiliza una concentracién desigual de los
primers de amplificacién. Consiste en utilizar un primer en exceso, de tal forma que
cn los 10 a 15 ciclos iniciales de la reaccidn, se produce DNA doble cadena que se
acumula exponencialmente, Posteriormente cuando se agota ¢l primer limitante,
solo se amplifica DNA cadena sencilla del primer en exceso. La cadena sencilla se
acumula linealmente y es a complementaria del primer limitante (Gyllensten y Erlich,
1988).

Utilizamos como templado lisado de trofozoitos y DNA gendmico de E. histolytica.
Los productos obtenidos de A-PCR, se hibridan con la sonda complementaria
inmovilizada en la placa de microtitulacién. Después sc incuba con una endonucleasa
de restriccién especifica de los hibridos formados, en este caso es Rsa I, con ¢l
propésito de liberar la fluoresceina de Ia sonda. La mezcla de reaccién enzimdtica se
transfiere de la placa derivatizada a otra placa de microtitulacion para medir la seiial
fluorescente en un lector automdtico para placas de 96 pozos. En presencia de
productos inespecificos de PCR no hay fluorescencia porque la hibridacion y el
corte enzimdtico no ocurren, El ensayo no requiere lavados, unicamente se hacen
dos transferencias y los tiempos de incubacidn son cortos.

El desarrollo de las diferentes etapas del formato PCR-HERA se, esquematizan
cn cuadros con lincas delgadas de la figura 4.



Tabla 1. Oligonucleétidos usados en las reacciones de PCR y A-PCR

Oligonucieétidos Longitud Secuencia Posicién Orientacién

Secuencias repetidas de rDNA de Entamoeba histolytica
RER-1 (primer) 23 b CAARMCATTTCAATICTTICATC 1273-1295 +
RER-D5 (primer) 21 b GATTICATAAGARCCTTTIGG 700-720, 844-864,988-1004,1132-1147,

GE-2Fu® (sonda) 44 b Fu~TCCTCTTCACCTC-Fu-TAATTATTGT2CTT TGTATT TAGTACTI T TT-Bictina +
7 31-758, 875-902, 1119-1146,1163-1190

Gene 4 RRV de Rotavirus

T7 (primer) 19 b TAATACCACTCACTATAGS 769-787 +
nar Hpa (primer) 25 b CATTCCCTIAACCEAGEROGICGIG 878-1002 -
Proteina de membrana externa ompf2 de Salmonella typhi

F2a (primer) 20 b GICGACAGATTTTACCTIGCC 1-20 +
F2b (primer) 36 b CACCRACAGTACTTTAACT T TCATT T T LI TATCCTT 502-537 -
Gene rDNA18S de Plasmodium vivax

UP523 (primer) 22 b GRAATTTARRACCTTCCCARAAC 523-544 -
LP954 (primer) 22 b 2ACAAATTCACCTCTGACATCTG 954-975 -

®Fu indica el monémero de fluoresceina. Los nucleétidos que hibridan con el DNA amplificado estan
subrayados.



7 MATERIALES Y METODOS.

7.1 CULTIVOS CELULARES.

Se utilizaron los siguientes aislados de amiba: £ histolytica HM1IMSS y I
histolytica HKY, Las amibas sc cultivaron axénicamente a 37°C en medio B1-S-33
de acuerdo a lo reportado por Daimond (Daimond, 1978). Los cultivos se crecieron
hasta la fasc logarftmica (48-72 hr) y se cosecharon. Contamos las amibas utilizanda
un hematocitémetro para tomar un ntimero determinado. En tubos de microcentrifuga
s¢ hicieron diluciones seriadas en buffer Tris-11C1 10 mM pH 8.0, EDTA 1mM. Las
tubos se hirvieron durante 5 min y se centrifugaron I min a 12,000 rpm; 2 pl de este
sobrenadante se utilizaron para la reaccion de PCR. ElI DNA de las amibas se
obtuvo siguiendo el protocolo de Dr. Edman y col, (Edman, 1987).

7.2 DNAs UTILIZADOS,

Clona D3: Esta clona se obtuvo de a partir DNA total de . histolytica digerido
con Sau JAI, los fragmentos obtenidos se clonaron en el sitio Bam I{ 1 de pUCI3.
Este pldsmido recombinante lfamado pUCDS contienc 6 secuencias repetidas de
DNA de E. histolytica HM1-IMSS (Esteves, 1990). Comprende de los nucledtidos
347 al 1300 de la secuencia publicada por Bhattacharya y col. (Mittal, 1992).

DNAs heterdlogos: La amplificacion de la region del gen 4 RRV de 234 pb de
Rotavirus se hizo con ¢l pldsmido recombinante pRRV-4 (donado por la Dra. S.
Lépez, IB1). La amplificacidn de 537 pb del gen de la proteina de membrana externa
omp £2 de S. typhi se hizo con el DNA gendmico (donado por el Dr. Calva, [Bt). La
amplificacion de 453 pb de rDNA 18S de P, vivax se llevé a cabo con el plismido
recombinante pPCR3000pva obtenido a partir de PCR con DNA gendmico de
P.vivax.

7.3 OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS.

Los oligonucledtidos utilizados y In sonda Ge-2Fu, fucron sintetizados en Ia
Unidad de sintesis del Instituto de Biotecnologia (Tabla 1), a excepeidn de los
primers utilizados para E. histolytica los cuales fueron sintetizados por la compaiifa
Operon Technologies Inc. Los oligonucledtidos liofilizados se disolvieron en 300 pi
de TE (Tris 10 mM pH 8, 0.1mM EDTA) y se purificaron por medio de extracciones
con n-butanol] (Sawadogo, 1991). Los precipitados obtenidos se resuspendicron en
TE y se cuantificaron por densidad dptica a 260 nm. Se Hevaron a una concentracion
de 5 uM y se guardaron en alfcuotas a -20°C. Su pureza y el tamaiio se determing
en geles de poliacrilamida al 20%, urea 7 M (Maniatis, 1989).
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El oligo Ge-2¥u se sintetizé incorporando dos fluoresceinas (wna en el extremo
S'y otra interna a 13 nt de ésta) por medio de fosforamiditos con FITC y una
CPG-biotina en cl extremo 3' (Glen Research). Después se purifico por HPLC, se
guardd en alicuotas a -20°C y protegido de fa luz.,

74 REACCION EN CADENA CON 7aq DNA POLIMERASA (PCR).

La reaccién de PCR se hizo de Ia siguiente manera: Ia mezela de 50 ful conticne
como templado, 2 pl del DNA del lisado de trofozoitos, en un buffer de amplificacion
1X (Tris-HCI 10 mM pH 8.3, MgCl, 1.5 mM, KCI 50 mM, gelatina 0.001 %), ANTP's
200 pM final cada uno, 30 pmolas de cada oligo de amplificacidn, y 2.5 U de Tuy
Polimerasa (Purificada por Cromatografia de Intercambio Idnico). Los primers
utitizados para E. histolytica y DNAs heterologos se muestran en Ja tabla f. Se
utilizé el sistema para PCR 9600 de Perkin Elmer con los siguientes ciclas: una
desnaturalizacion inicial de 5 min a 94°C, 30 ciclos con una temperatura de
desnaturalizacion de 94°C por 30 s, una temperatura de aparcamiento a 42°C por
30 s y una temperatura de polimerizacion a 72°C por 45 s. Finalmente una incubacidn
a 72°C duraate 7 min.

7.5 REACCION EN CADENA ASIMETRICA CON Tag DNA POLIMERASA (A-
PCR).

En la reaccién de PCR-Asimétrica se omaron 4 pl del producto de la reaccidn
del PCR anterior como templado, utilizando los mismos companentes de la reaccidn
de amplificacién excepto que el oligo RER-DS (ver tabla 1) se aiiadié en exceso
(0.5 uM). De tal forma que qued6 una relacién molar de los oligos 1:50. El volumen
final esde 100l y se utiliz6 el mismo programa de PCR con 35 ciclos de amplificacion,

El control de contaminacién en Jas reacciones de PCR, se hizo utilizando wna
camara Template tamer (Coy). El material y reactivos de la reaccién utilizados, como
puntas, pipetas, buffers etc., excepto ¢l templado y los primers, se expusieron
previamente a la luz UV durante 30 minutos,

24



7.6 DERIVATIZACION DELLAS PLACAS DE MICROTITULACION.

Materiales

A. Placas de microtitulacién cubicrtas con estreptavidina (Pierce Cat.

No.15120X).

B. La sonda biotinilada y fluoresceinada, GIE-21Fu.

C. DNA: DNA cadena sencilla proveniente de la PCR Asimétrica (antes de
aitadirto se desnaturaliza por calentamiento a 95°C por 5 min y se enlria en
hielo.)

D. DNA de esperma de salmdn (Sigma cat. No. 1D16206). Sc prepard una solucién
de 10 mg/ml sonicado y esterilizado en autoclave. Se guardd en alicuotas a
-20 °C.

E. Buffer SSC 20X: NaCl 3 M, Citrato de sodio 0.3 M pI1 7,

F. Buffer de enlace de la sonda biotinilada: SSC 60X, DNA de esperma de
salmén 100 pg/ml.

G. Buffer de fosfatos: Buffer Na,HPO,-Nali,PO4 0.IM pH 8.0, NaCl 0.15 M,
‘Tween-20 al 0.05%.

H. Buffer de lavados/CTAB (Bromuro de cetil-trimetilamonio): Tris-HCl
50mM pH 8, NaCl 50 mM, MgCl, 10 mM, CTAB 40 M.

L. Buffer de Pre-hibridacién: Tris-HCI 50mM pli 8.0, NaCl 50 mM, MgCl, 10
mM, Polietilen glicol-8,000 5 % (Sigma Cat. No. P5413).

1. Buffer de Hibridacién: Tris-HC1 50mM pH 8.0, NaCl 50 mM, MgCl, 10 mM,
Gelatina 0.1 mg/ml (Bio-Rad Cat No. 1770-6537), Polietilen glicol-8,000
5%.

K. Taq Polimerasa I (2.5 U/ul). Puriticada por Cromatograffa de Intercambio

Iénico (Engelke, 1990)

L. Endonucleasa de restriccién Rsa 110 U/l (Gibeo BRL)

M. Placas de microtitulacién Nunc HRP96

N. Cytofluor® 2300 (Millipore)

—

Antes de usar la placa de microtitulacién cubierta con estreptavidina para el ensayo,
se prepara para inmovilizar la sonda GE-2FFu en los pozos. El procedimiento es el
siguiente:

1. A cada pozo de la placa micotiter se afiade la sonda en 100 pl (GE-2Fu 8.3 pM final)
de buffer de enlace, y se incuba a 37°C durante 1 h con agitacién (150 rpm),
2. Después de la incubacién, se quita el exceso de sonda lavando cada pozo tres veces
seguidas con 250 pul de buffer de fosfatos.
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3. Sec hacen dos lavados utilizando 250 U de buffer de lavados/CTAB a 37°C durante

15 min y con agitacion.

4. Se hacen dos prehibridaciones con 250 pi el buffer de pre-hibridacién, a 37°C
agitando cada vez durante 15 min,

Despues de cstos lavados la placa esta lista para el ensayo. Este procedimiento
puede hacerse en el momento del ensayo 6 12 hr antes, almacenando la placa en cl
buffer de pre-hibridacién a 4°C. Todos los pasos se hacen protegiendo Ia placa de la
luz.

Las placas de microtitulacion cubiertas con estreptavidina se almacenaron con
desecante a 4°C. (Es conveniente y econdmico utilizar cstas placas en forma de tiras
cuando solo se utilizan algunos pozos de la misina).

7.7 Método PCR-HERA.

A la placa de microtitulacién con la sonda inmovilizada:

1. Aitadir 88 pl de buffer de hibridacidn a cada pozo.

2. Aifadir 10 pl del DNAcs, proveniente de la A-PCR a cada pozo de la placa de

microtitulacién.

3. Incubar a 37°C durante una hora para llevar a cabo la hibridacién.

4. Incubar con 2 pl por pozo de endonucleasa Rsa 1 (1U/pl), durante 90 min a 37°C,

5. Tranferir toda la mezcla (100 ytl) de cada pozo a otra placa de microtitulacién Nunc
HRP96.

6. Medir la fluorescencia de las muestras directamente en la placa utilizando los filtros
de excitacién B: 485/20 y de emisidn B: 530/25 en la sensibilidad 5 en el lector
Cytofluor® 2300 (Millipore).

Se utilizaron los siguientes controles en cada ensayo: controles internos, que son los
transferidos de pozos que contienen inicamente oligo fluoresceinado y fueron tratados
en iguales condiciones que los demas. Controles negativos con los A-PCR de los
DNAs heterdlogos, y los controles positivos en donde utilizanios como secuencia blanco
el oligonucledtido C29 que es complementarioa la sonda (Tabla 1),

Calculos de Fluorescencia.
Se reportaron Unidades de Fluorescencia Comregidas de acuerdo a la siguiente férmula:

UFC = UM - UECtli,

UFC= Unidades de Fluorescencia Corregidas.

UFM= Unidades de Fluorescencia de la Muestra,

UFCtli.= Unidades de Fluorescencia del Control interno.
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8 RESULTADOS.

8.1 ANALISIS DE LA SECUENCIA D5,

La presencia de DNA repetido en la clona pUCDS fué confirmada en experimentos
previos cn el Taboratorio del Dr. Lizardi, por ensayos de hibridacién tipo Southern,
Comto ya se menciong, esta clona contiene secuencias repetidas tipo Sca | que se
localizaron hacia los extremos de los cistrones palindrémicos ribosomales y con
especificidad de cepas patdgenas (ver introduccion, secuencias Sca 1), La determinacion
de la secuencia nucleotidica de ésta clona llamada D3, también se hizo en este laboratorio
(Esteves, 1990).

Por otra parte, Bhattacharya y col. reportaron una secuencia de 1300 nt localizada
hacia cl extremo 3' de los cistrones ribosomales de E. histolytica WM1:AMSS (Mittal,
1992). Esta secuencia a la que llamamos 7-Sca I conticne 7 secuencias repetidas de
144 pb de tipo Sca I. Para saber si la clana DS (954 nt) que contiene secuencias
repetidas, tenfa relacidn con ésta familia de secuencias repetidas, intentamos alineamientos
entre ambas secuencias y no funcionaron. Asf que utilizamos ef programa Gene-Works
(Intelligenetics) para hacer una matriz de puntos de 947 nt de la secuencia D5 contra el
fragmento ribosomal 7-Sca I. En cste andlisis utilizamos las dos secuencias a partir del
sitio Eco R 1. La matriz de puntos se hizo con los pardmetros de bisqueda de 100% de
homologfa y comparando micledtido por nucledtido. Si observamos en la figura 5 cl
resultado de la linca diagonal que comipara toda la secuencia, es una linea casi continua,
La cual indica los nucledtidos que son iguales entre las dos secuencias. Como puede
observaise en la matriz de puntos, D5 comprende parte de la secuencia 7-Sca I desde el
nucledtido 347 al 1300 de esta secuencia. Este resultado muestra que las secuencias
son pricticamente iguales, excepto por unos cuantos nucledtidos y por lo tanto esta
secuencia (D5) se encuentra localizada hacia los extremos de los cistrones ribosomales
(figura 1)

8.2 SECUENCIAS REPETIDAS EN LA CLONA Ds.

Para determinar el niinero de unidades de repeticién en la secuencia D5, se utilizé el
programa de analisis de secuencias "vu repeats” el cudl localiza secuencias repetidas
(Martinez, 1987). El criterio de particién de la secuencia, es decir el inicio de cada
repeticién se hizo tomando como referencia la posicién donde se localiza una regién
de unién entre el DNA con una Nucleasa tipo I (Zurita, 1991). Se consideraron los
fragmentos que se repiten en un mayor nimero de veces y de mayor longitud de tal
forma que, en total encontramos 6 sccuencias que se repiten consecutivamente y son
de aproximadamente 144 nt cada una, Estas secuencias se llamaron Rep DS-1, Rep
Ds-2,
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Figura 5. Matriz de puntos de la secuencia D5 (izquierda) vs. secuencia 7-Sca I (arriba).
La comparaci6n de estas secuencias muestra una linea diagonal casi continua desde el sitio
de Eco RI (1) hasta 947 nucleétidos.



Secuencias repetidas localizadas en lIa clona D5 (954 pb)

Oligo RER-D5S
Rsal Rsal GGTTTTCCAAGAATACTTTAS
$ i <

rep [S-1 AATCAALGGT GTAMATTAGT AMMMMATTAT TTCATCTATA CAATGACCAT TTTGAATAAT TCCTTTGA-- TTTTCCCAGT TAGRAATTAT TGTACTTTCT ATTTAGTACT TT{CATTAAA AYCAAAAGG TTCTTATGAA ATG-CAA rep DS-1 144
rep DS5-2 ARTCAACGGT GTAAATTAGT AMAMAATTAT TTCATCTATA CAATGACCAT TTTGAATAAT ~{CTTTGA-- TTTTCACAAT TAGQAATTAT TGTACTTTET ACTTAGTACT TTRCATTAAA ATKCAAZAGG TTCTTATGAA ATGRGAA rep 05-2 144
rep D5-3 AATCAAC-GT GTARATTAGT AAABAAATTAT TTCATCTATA CAATGACCAT TTTGAATAAT TCCTTTGA-- TTTTCCCAGT Th&juﬂ'ﬂ' TGTACTTTGCT ATTTAGTACT TTH-ATTAAA AXCCAARAGG TTCTTATCAA na-w res 05-3 142
rep 05-4 AATCAACGGT GTAAATTAGT AAAAAATTAT TTCATCTATA CGACGACCAT TTTGAATAAT TCCTTTGA-~ TTTTCACAAT TAGQAATTAT TGTACTTIGT ATTTAGTALT TTHATTAAA ATECRAAAGG TTCTTATCAL ATQGAA rep DS-4 j44
rep D5-5 AATCAACCGT GTAAATTAGT AAARAATTAT TTCATCTATA CAATGAUCAT TT-GAATAAT TCOTTTGATT TTTTCCCAGT TAGRAATTAT TGTACTTTST ATTTAGTACT TTIATTAAA ALTGGTGRCG TICTTATGAA ATC-GAA rep D5-5 145
rep D5-6 AATCTTCLGT GTAMATTAGT AAMMATTAT TTCATCTATA CGACGACCAT TTTGRATAAT TCCTTTGA-- TTTTCCCAGT TAGIAATTAT TGCTACTTITGT ATTTAGTACT TTHCATVAAA AATGGTGAGG TTCTTACGAE ATC-GAR rep D5-6 144

P145.cor AATCAE CTAMTTCGT CAAMAMATAT TTTGCCTAGA CGACGACCAT TTTCAATAAT TCGATCGE-- TTTTCCCAGT TAGYAATTAT TGTACTTIGY ATTTAGTACT TTICATTAAA AATGCTGACC TTCTTAGGAA ATCCGAZ pl4S.corriss
e T T Tt  eve oo 448 + & ¢ seseve os tseswes o + se  seewe 4o v ses snives sesestrses s weseever wes sesses s cee sesses see cus see
Interaccién DNA:Protefna

. Oligo Sonda
Oligo RER-1
CAMACATTTCAATTCTTTCATC
—-—.—-————.—.»

Fuera de 1as secuencias repetidas .

Figura 6. Alineamiento de las seis secuencias repetidas Rep-D5 con el fragmento P145. La posicién de los oligos
para PCR y la sonda se sefialan con flechas. Las cajas indican la hibridacién de los oligos con las secuencias
repetidas. El oligo limitante RER-1 se localiza fuera de 1a familia de secuencias repetidas y el oligo RER-DS hibrida
con cuatro secuencias repetidas. La secuencia de interaccién DNA:proteina, estd indicada con una linea.




Familias de Secuencias repetidas localizadas en Ia clona D5

Oligo RER-D5

ore . g2 -4
Familia tipo Sca Rsal Rsal GETTTTCC AAGAATACTT TAG

rep DS-1 AATCAACGST GTAAATTAGY AARAAATTAT TTVCATCTATA CAATGACCAT TTTGAATAAT TCCTITGA-- TTTTCCLAGT TAGAAATTAT T,’-'}ALYTTGY ATTL T TTTCATTAAA

rep D5-2 AATCAACGGY GTAAATTAGTY AAAAMATTAT TTCAT(TATA CAATCACCAT TT CAATAAT -CCTVTGA-- TTTTCACAAT TAGGAATTAT TCIACTTTGT ACTVAQTACT TTTCATTAARZ

rep DS-3 AATCAAC-GY GTAAATTAGT ARMAAATTAT TTCATCTATA CAATGACCAT VTITGAATAAT TCCTTVCA-- TTITCCCAGY TAGARATTAT TLIALTITSY ATTTAGTALT TTT-ATTAAA

rep 05-4 AATCAACGEY GTAAATTAGY AARAAATTAT TTCATCTATA CGACGACCAT TTTGAATAAT TCLTTTGA-- TTITCACAAT TAGCAATTAT TLIACTIVAT ATTIALY TITCAT ass
gca i

AGG TTCTTATGAA ATC-GAA rep 05-1 142
AGG TTCTTATGAL ATCAGAS rep D5-2 144
GG TDCTTATSAL ATC-GAL rep D5-3 142
GG TTCTTATGRE ATC-GAX rep 0G-4 144

TCCARR

>~

Nucledtidos
diferenciales

Familia tipo P145 j‘“a I Rsai ATGeTG

rep D5-5 AATCAACGST GTABATTAGT RAAARATTAT TTCATCTATA CAATGACCAT TT-GRATAAT TCCTTTOATT TTTTCCCAGT TAGAAATTAT TETACTYTGT nm.;}xcr TITCATTAM AETGETAGE TTCTTATGAS £TZ-GAA rep 0S-S5 1S

rep D5-6 ARTCTTCGGT GTAAATTAGY AARAMATTAT TTCATCTATA CGACCACCAT TTTGAATAAT TCCTTTOA-- TTTTCCCAGT TAGAAATTAT TOTACTTTGY ATTTASIACT TTTCATTAAL T < res 05-5 144

p14S.cor AATCRAACGST GTAAATTCGT CAAARAATAT TTTGCLTAGA CGACGACIAT TTTCAATAAT ’.g.t_.f:(g:.-- TTTTCCCAGY TAGAARTTAT TLYACTTTGT ATTVALTALT TiVCATTAAL BATGGT4ACS T AL p14S.corelat
tets o o seseees se eses Pee oo cbe o o & seeess €o eecssts = 4 e  2eeee 48 o see vesess avetresers ¢ sarofert see sesere o cee ceeetr oo

Pvue 1 Sca 'l

Figura 7. Las dos familias de secuencias repetidas encontradas en D5. Se muestra el tamafio de cada una, los
sitios para Rsa I (GTIAC), Sca 1 (AGTIACT) y los 6 nucledtidos que las distinguen. El oligo RER-D5
utilizado en exceso en la A-PCR, hibrida en 1a zona diferencial para la familia tipo Sca I amplificando cuatro
secuencias repetidas.




Rep D5-3, Rep DS5-4, Rep D5-5 y Rep D3-6. Ll alincamicnto de estas secuencias se
abserva en la figwra 6 donde se muestra ef tamaiio de cada secuencia repetida.

Cuando hicimos el alineamicnto de las 6 secuencias repetidas entie si, encontramos
que na son idénticas y pueden subdividirse en dos tipos de familias, con la diferencia
de 6 nucledtidos contiguos, La figura 7 muestra las diferencias entre las dos familias,
La primer familia tiene los nucledtidos TCCAAA, es del tipo Sca 1, contiene dos sitios
para Rsa Iy un sitio para Sca 1. La otra familia tiene los nucledtidos ATGGTG, tiene
alta homologia con la secuencia P145 (~92% Py 1), Tambien contiene dos sitios de
Rsa 1 unsitio para Sca [ (Qlvera, 1995),

Las secuencias repetidas del tipo Sca | encontradas en el andlisis de D5, son las que
utilizamos coma blanco para el diseiio de oligonucledtidos para PCR, asi como para ¢l
disefio de la sonda marcada con fluorescencia para el ensayo de PCR-HERA.

8.3 AMPLIFICACION DE SECUENCIAS REPETIDAS DE E. histolytica.

Para amplificar las secuencias repetidas de amiba, se disefiaron dos oligonucledtidos
para la PCR. Ei olige RER-1, ¢f cudl se localiza fuera de las secuencias repetidas justo
al final del sitio Zco RI, exactamente antes del inicio de las secuencias repetidas y por
lo tanto hibrida en un solo sitic. El oligo RER-DS, que hibrida perfectamente con 4
secuencias repetidas tipe Sca I El extremo §' de éste oligo tiene S nuclebtidos que
hibridan en el sitio donde se tocalizan los hexanucledtidos diferenciales de los dos
tipos de familias encontradas en D5. En Ia figura 8 panel A se muestran los lugares de
alincamiento de este par de oligos sintéticos (flechas a y b) con la secuencias repetidas
4,5, 6y 7 para generar 4 productos de PCR de diferentes (amafios (d1, d2, d3 y dd).
También se muestra el lugar de hibridacin de Ja sonda GE-2Fu (letra ¢) con los productos
amplificados. Los sitios de restriccién para la endonucleasa Rsa I se indican con dos
lineas paralelas, Los experimentos iniciales de PCR los hicimos utilizando como templado
DNA gendémico de Entamoeha histolytica. En ¢l panel B estdn los fragmentos obtenidos
de la reaccién de PCR, que corresponden a los 4 productos del tamaiio esperado, 164,
308, 452 y 596 nt respectivamente. En los carriles 5, 6 y 7 oservamos una banda de
amplificacién de un tamanio menor de 1,107 pb con respecto al marcador de pesa
molecular, Esta banda pucde ser el producto de amplificacién de otra secuencia repetida,
El oligo RER-DS alinca con dos repetidas consecutivas més, excepto por 5 nucleétidos
diferentes en ¢l extremo 5'. Si alincaran los 16 nt complementarios del primer, estd la
posibilidad de obtener un fragmento de 1,028 pb correpondiente a la repetida No. 2.
Entones, es posible, que la banda que observamos en ésta altura corresponda a otra
secuencia amplificada,
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b: Primer RER-DS
pb ¢: Secuencias blanca
164 di p— d1-d4: Productos de PCR
RIVL. J S = S S
452 d3 o — ...
596 d4 smus a— — -
C C C C
B

Figura 8. Amplificacidn de secuencias repetidas Sca I del iDNA de Entamoeba histolytica.
Andlisis de los productos de PCR en un gel nativo de poliacrilamida al 8%. Carriles 3-7:
Productos de PCR de DNA equivalente a I, 10, 100, 1000 y 1000 amibas, respectivamente.
Los cariles 1 y 8: pBR322 Msp 1; camil 2: ladder 123 y carril 9: PCR sin templado,



Figura 9. Productos de PCR en gel de agarosa al 2% con buffer TAE 1X,
En el carril 1 y 2: PCR de la clona DS, carriles 3 y 4: PCR del fragmento
P145, carril 5: PCR de DNA de E. histolytica HM], carril 6: PCR de
DNA de E. histolytica HK9 y carril 7: ladder 123 (marcador de peso
molecular). Gel tefiido con bromuro de etidio.
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Figura 10. Produccién de cadena sencilla con A-PCR utilizando como templado lisado
de trofozoitos. Los oligonucledtidos RER-1 y RER-DS5 estan en diferente relacion
molar. Gel de poliacrilamida al 8%, tefiido con nitrato de plata, Carriles 1 y 2
oligonucleGtidos en relacion 10:1 y 1:10; carriles 3 y 4, 25:1 y 1:25; carriles 5 y 6, 50:1
y 1:50, carriles 7 y 8 100:1 y 1:100 respectivamente; carril 9 PCR en relacion 1:1 y
carril 10, pBR322 Msp I como marcador de peso molecular, Las flechas sefialan Ia
cadena sencilla (cs) amplificadas a partir de las secuencias doble cadena (dc).



Cuando hicimos la reaccién de PCR utilizando como templado la clona DS, asi como
con DNA de E. histoltyica UMEIMSS y HK9, observamos el mismo patron tipico en
escalera de las bandas amplificadas y del tamaiio esperado. £ andlisis de los fragmentos
se muestra en la figura 9.

8.4 PCR ASIMETRICA DE TROFQZOITOS.

Para obtener las secuencias repetidas como cadena sencilla efectuamos primero una
PCR y despues una PCR-Asimétrica (A-PCR). Los oligonucledtidos que se utilizan en
ambas reacciones son las mismos, solo gne en la segunda reaceién uno de los oligos se
cucuentra en exceso molar respecto al otro, y uno de ellos es limitante, Probamos
diferentes relaciones molares de los oligonucledtidos para ver ¢l efecto en la produccién
de cadena sencilla y analizamos los productos en un gel de poliacrilamida. En el gel de
la figura 10 observamos que conforme aumenta la relacion molar de oligo en exceso
con respecto al oligo limitante, hay un aumento en la produccién de cadena sencilla,
Con éste resultado decidimos utilizar 1a relacion 1:50 (carril 6) en donde observamos ta
mayor cantidad de producto obtenida con cantidades desde 8x10'' hasta 2x10"
moléculas de los productos de PCR en una reaccién de 100 pl. Esta cuantificacién la
hicimos por densitomeufa (densitémetro 3¢x) de los geles teiiidos con nitrato de plata.

8.5 DISENO DE LA SONDA FLUORESCEINADA.

Este oligonucleétido se diseid buscando en DS secuencias repetidas cortas de
aproximadamente 20 a 33 nt. Ademds, buscamos en cada secuencia sitios de corte para
endonucleasas de restriccion con el propésito de utilizar una enzima que cortara el
hibrido formado entre la sonda y el producto de A-PCR. Seleccionamos una secuencia
de 28 nt que se repite cuatio veces en D5, Contiene tres sitios de restriccién, dos sitios
para Rsal y uno para Sca I En Ia Tabla 1 vemos que el tamaiio de la sonda (GE-2Fu)
es de 44 nt de los cudles sélo 28 nt hibridan con el producto de A-PCR. También tiene
dos fluorescefnas, una fluoresceina en ¢l extremo 5 y otra interna a una distancia de 13
nucledtidos de ésta. En el extreino 3' tiene una biotina para poderla inmovilizar en la
placa de microtitulacién cubierta con estreptavidina, Ademds, tiene dos timinas como
espaciadores entre la biotina y Ia sonda. La incorporacidn de las fluorescefnas y de la
biotina se hizo por sintesis quimica (Material y Métodos).

Esta sonda se diseiid con dos fluoresceinas con el propdsito de aumentar Ia
intensidad de fluorescencia. Debido que la sensibilidad que habiamos obtenido con
FITC (Isotiocianato de fluoresceina) fué de aproximadamente 3x10" moléculas en 100
ul y queriamos mejorarla. Para saber si la sonda GE-2Fu tenfa mayor fluorescencia que
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Griéfica 1. Curvas de Fluorescencia del oligo fluoresceinado GE-2Fu (+)
y de Isotiocianto de fluorescefna FITC (s)

Las diluciones se hicieron en placas Nunc HRP96 y las fecturas ¢n cl
Citofluor 2300 con los Filtros B/B, en sensibilidad 5.



con una sola fluoresceina, hicimos una serie de diluciones en bufter de hibridacidn de la
sonda y de FITC en niimero de moléculas equivalentes desde 3.9 x10' 2 2.5 x10". Lo
que observamos en Ja grafica | es que las UFC (Unidades de Fluorescencia Corregidas)
para la sonda y la FITC, son practicamente iguales en cada punto. No hubo un incremento
considerable de la fluorescencia para el caso de fa sonda como se esperaba. Es posible
que alguna de las dos fluoresceinas de la sonda estd anulada por quencheo, ya que ia
fluorescencia obtenida es como si la sonda solamente tuviera una fluoresceina.

8.6 ELIMINACION DE LA SONDA PEGADA INESPECIFICAMENTE,

Ademds de la sonda que queda inmovilizada por la gran afinidad entre la biotina y la
cstreptavidina de placa de microtitulacidn, encontramos que hay una fraccién de sonda
que se pega inespecificamente e los pozos. Es decir que se pega de otra manera que
no es la unién biotina-estreptavidina (ej, pegado directo de la sonda al policstyreno).
Tratamos de evitar el pegado inespecifico y ademds lavar o que se pegé inespecificamente.
Para evitar el pegado inespecifico utilizamos DNA de esperma de salmén como competidor
en el buffer de enlace de la sonda. La adicién de éste DNA disminuy6 aproximadamente
4 veces la cantidad de sonda que se pega inespecificamente. Para climinar la sonda
pegada inespecificamente, quitamos ¢l exceso de sonda con buffer de fosfatos. Despues
de probar varios buffers de lavado para los pozos, encontramos que los buffers que nos
dieron mejores resultados fueron un buffer con un detergente no idnico (Tween-20
0.05%) y un buffer con un detergente catiénico a baja concentracién (CTAB 40 pM).
Después hicimos dos prehibridaciones en el buffer de pre-hibridacién para dejar la

placa de microtitulacién con la sonda inmovilizada lista para el ensayo (6 para alimacenarla
a4°C).

8.7 INMOVILIZACION DE LA SONDA EN LA PLACA DE MICROTITULACION.
Para estimar la cantidad dc sonda fluoresceinada que podiamos inmovilizar
especificamente en la placa cubierta con estreptavidina, probamos el enlace de 5x10%
moléculas de la sonda por cada pozo, sabiendo que la capacidad de enlace es ~6x10"
moléculas/pozo. Utilizamos las condiciones de enlace y lavados descritas en Material y
Métodos. La cantidad de sonda inmovilizada fue determinada de varias maneras, Una
fué midiendo la fluorescencia de los pozos antes y despues de enlazar la sonda. Después
del enlace lavamos el exceso 3 veces con el buffer de fosfatos. Afadimos 100 pl del
buffer de enlace para leer la fluorescencia. Interpolamos los valores en una curva de la
sonda GE-2Fu. Otra forma que utilizamos para conocer la cantidad de sonda inmovilizada
fué con un oligo biotinilado marcado radioactivamente. En ambos casos cncontramos
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Figura 11, Liberacién de fluorcsceina con la Endonucleasa Rsa I. La sonda
marcada con Fluorescefna (Fu) cstd inmoviliza en la placa por medio de la
biotina (B), sélo 28 nt (letras gruesas) hibridan con los productos de A-PCR. La
Rsa I corta los hibridos y libera el producto fluorescente que genera la seiial
positiva,
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que la cantidad de sonda pegada especiticamente, es de aproximadamente 2x10*
moléculas por pozo. Este resultado también lo encontranos despegando la sonda
enfazada con una incubacién de 15 min a 52°C con tiocianato de guanidinio 6M pll 8.

8.8 HIBRUDACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR CONL.A SONDA INMOVILIZADA,

Para asegurar ¢l maximo de hibridos entre la sonda inmovilizada en la placa de
microtitulacién y los productos de A-IPCR de amiba, s aiiadié como acelerador de
reaccion PEG al § % al buffer de hibridacion. La T de {a sonda es de 43.7°C. La
hibridacién se realizé a 37°C (Tm-6.7°C). Para determinar el tiempo de hibridacidn
hicimos experimentos hibridando la sonda inmovilizada con el oligo complementario
C29 marcado radioactivamente. Encontramos 3x10" moléculas hibridadas en 60
minutos. En tiempos de incubacién mas largos no encontramos gran aumento en la
cantidad de hibridas formados. Considerando también que tedricamente podiamas tener
100 % de hibridos cn 45 minutos (con 1a sonda en exceso), decidimos hibridar 60
minutos como mdximo.

8.9 CORTE DE LOS HIBRIDOS CON LA ENDONUCLEASA Rsa 1.

Después de hibridar el producto de A-PCR con la sonda inmavilizada se forma un
hibrido con los dos sitios para Rsa 1 y uno para Sca L. Asi que tenfamos la posibilidad
de usar una u otra ¢ ambas enzimas en ¢l ensayo, Determinamos la endonucleasa mas
convenienie para nuestro ensayo de la siguiente forma. Después de la incubacién de
hibridacién aitadimos ia endonucleasa y determinamos las UFC de los hibridos liberados
despues de transferir ta mezeta de digestion enzimdtica a otra placa. Cuando utilizamos
Rsa I en los ensayas de corte, siempre fué mayor la liberacidn de fluorescencia con esta
enzima que cuando usamos las dos enzimas juntas. En la figura 11 se muestra ta reaccion
de corte ¢con Rsa 1y la liberacidn del producto fluorescente, Decidimos utilizar Rsa 1y
determinar el tiempo de incubacidn y las unidades de enzima necesarias para obtener
un méximo de sefial fluorescente en un tiempo corto. Utilizando 2 y 4 unidades,
encontramos que a mayor coucentracion de la enzima, aumentan las unidades de
fluorescencia liberadas despues de 45 minutos de incubacitn, En la gréfica 2 vemos las
UFC obtenidas cuando hibridamos productos de A-PCR de amiba, el oligo
complementario C29 y DNA de esperma de salmdn. Para determinar el tiempo de
incubacién con la enzima, hibridamos los productos de A-PCR de trofozoitos y medimos
las UFC liberadas con 2 unidades de Rsa I a diferentes tiempas. En Ja grifica 3 observamos
un aumento en la fluorescencia conforme aumenta el tiempo de incubacién
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Grifica 2. Liberacién de fluorescencia con 2U y 4 U de Rsal,

Las unidades de fluorescencia se incrementan conforme aumenta la
cantidad de enzima.

Este es el caso de A-PCR de trofozoitos de E. histolytica y del oligo C29

(utilizado como contro} positivo), lo que no ocurre con el DNA de esperma
de salmén.
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Grifica 4. Ensayo PCR-HERA utilizando diferente nimero de moléculas de A- PCR.
Columna 1: 8 pl de A-PCR de Plasmodium vivax; columna 2,3y 4: 1,2y 3 ul de A-PCR
de E. histolytica y columna 5: Oligo Complementario C29. Se utilizaron 2 U de Rsal.



a 37°C. Las unidades de fluorescencia aumentan hasta 4 veces en 3 hr de incubacidn
con ésta enzimi, Estos resultados indican que la fluorescencia liberada se debe a la
actividad de la endonucleasa sobre los hibridos fonnados. Necesitabamos también
detenninar la relacion sefialfruido en funcion del tiempo de incubacidn con Rsa 1aesta
concentracion (2U). Hicimos 1a reaccion en presencia y en ausencia de productos de
A-PCR a diferentes tiempos y encontramos que la fluorescencia aumenta con el tiempo
de incubacién con la enzima. En presencia de los productos amplificados en 90 minutos
la relacién seiial/ruido fue de 18 veces, mientras que cn ansencia de los productos hay
variaciones en las UFC. Los valores no son significativos, ¢l ruido de fondo es alto
hasta 600 minutos de¢ incubacion (datos no mostrados).

8.10 DETECCION DE TROFOZOITOS CON PCR-HERA.

Con los productos de A-PCR provenientes de trofozoitos de E. histolyrica, £ vivax
y con el oligo C29 sc Ilevé a cabo el PCR-HERA, En la grdfica 4 vemos que los valores
de UFC (unidades de fluorescencia corregidas) para amiba fueron 270, 540 y 620 que
corresponden a 3x10", 510" y 8x10" moléculas respectivamente. Para el oligo C29
fué de 700 UFC que corresponden a 8x10" moléculas, mientras que para P. vivax no
encontramos sefial fluorescente para 2x10'! moléculas., Aunque el ensayo no se hizo
con cantidades equivalentes entse E. histolytica y P. vivax , las alicuotas utilizadas
representan a lomds, la décima parte de Ya reaccion de A-PCR en 100 pl.

8.11 SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE PCR-HERA.

Para conocer la sensibilidad y la especificidad de PCR-HERA, utilizamos alicuotas
de 9 pl de A-PCR equivalentes a 0.1, 0.5, t y 5 trofozoitos de E. histolytica y 9 pl de
A-PCR de tres DNAs heterologos. Los productos obtenidos, después de las reacciones
de PCR y A-PCR con los DNAs heterologos y con los trofozoitos, fueron analizados
en geles de poliacrilamida. En la figura 12 sc indica con flechas los productos de doble
cadena de la PCR de trofozoitos; mientras que los productos cadena sencilla se retardan
en los carriles de A-PCR y son abundantes. El tamafio y ntimero de fragmentos fueron
correctos para todos los casos, Para el caso de los productos de PCR y A-PCR de los
DNAs heterotogos( P. vivax, Rotavirus y S. typhi) se muestran en la figura 12a, en
donde observamos también el vetardamiento de Ia cadena sencilla, Los resultados det
ensayo utilizando éstos productos amplificados los encontramos en la gréfica 5. Ahi se
aprecia la especificidad y sensibilidad del formato, No hay scital fluorescente significativa
para los DNAs heterologos, y logramos detectar hasta un décimo de trofozoito.
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Figura 12, Gel nativo de Poliacrilamida al 8% tefiido con nitrato de plata. Productos
de PCR y A-PCR provenientes de 0.1, 0.5, 1 y 5 trofozoitos. Carril DS: productos de
PCR de la clona D5; carriles PCR: los fragmentos de doble cadena de las
secuencias amplificadas se indican con flechas; carriles A-PCR: los productos
amplificados como cadena sencilla; carril M: ladder 100 como marcador de peso
molecular.
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Figura 12a. Productos de PCR y A-PCR de DNAs heterologos en gel de
poliactilamida al 8 %. Camril 2: Amplificacion por PCR de un fragmento de 453 pb.
del gene de DNA ribosomal 188 de P. vivax; carril 3: A-PCR de P. vivax; carril 4:
Amplificacién por PCR de un fragmento de 537 pb. del gene omp §2 de S. ryphi,
carril 5: A-PCR de S, typhi; carril 6; Amplificacién por PCR de un fragmento de 234
pb. del gene 4RRV de Roavirus; carril 7: A-PCR de Rotavirus. Sc aplicaron al gel
alicuotas de 3 pl de una reaccidn de 100 pl de PCR. Carril I: Ladder 100 y carril 8:
pBR322, Msp [ (como marcadores de peso molecular),
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Griéfica 5. Especificidad y sensibilidad de PCR-HERA,

Columnas: 1, 2 y 3:Alfcuotas de 9 il de A-PCR de Plasmodium vivax, Rotavirus,
y Salmonella typhi, respectivamente. Columnas: 4, 5, 6 y 7:Alfcuotas de 9 pl de
A-PCRde0.1,0.5, 1y 5 trofozoitos de Entamoeba histolytica.



Tabla 2. Deteccién de Entamoeba histolytica utilizando PCR-HERA.

DNA de E. histolytica DNAs heterlogos (control) relacion
Ensayo No. de Trofozoitos UFCzds® Muestra®  UFCzxds® ‘Sefal-ruido

1 0.1 285+29 SS 4.5%15 72
a.5 2537 Pv -60%38
1 363144 Rv no det.
5 399+102 St no det.

2 0.1 368+91 SS -14.5+39 26
0.5 288+4 Pv 14.5£25
1 39316 Rv no det.
5 448178 St no det.

3 0.1 1074165 sSs no det. 35
0.5 1124%75 Pv 31.7£10
1 11371129 Rv 32112
1090+33 St -35+£13

*Unidades de fluorescencia corregidas * desviacion estandar

YSS: DNA de esperma de salmén; Pv. Plasmodium vivax, Rv: rotavirus; St Salmonella typhi
‘Promedio de UFC para E. histolytica en cada set del ensayo dividido entre las UFC mas altas
obtenidas en el mismo ensayo con DNAs heterologos.



8.12 EXPERIMENTOS CON PCR-HERA PARA EVALUAR REPRODUCTIBILIDAD.

Se Hevaron a cabo ires experimentos utilizando PCR-IERA y se resumen en Ja tabla
2. Seindica el mimero de trofozoitos utilizados para la PCR, las unidades de Nuorescencia
obtenidas para cada caso y las obtenidas para diferentes DNAs heterdlogos. Los valores
de fluorescencia se incrementan conforme aumenta ¢l ndnero de trotozoitos para cada
ensayo (cj. ensayo 1 desde 285429 hasta 399:£102). Para las wmwiestras heterélogas Ia
seiial no es significativa, el valor mis alto s de 32412, Si comparamos las UFC para 0.1
trofozoitos entre ¢l experimento 1y 3 es de 285429 y 1070465 respectivamente. La
intensidad de fluorescencia en el experimento 3 es 3.7 veces mayor que en el 1. Esta
diferencia se debe a que utilizamos un lote diferente de la enzima Rsa 1. En los
experimentos 1 y 2 las UFC son similares, utilizamos la misma enzima incubando 90y
120 minutos respectivamente, la desviacion estandar es de cuadruplicados de La reaccidn.
La relacién sefial/ruido para los 3 ensayos es de 72, 26 y 35 veces respectivamente.

9 DISCUSION Y CONCLUSIONES.

El ensayo PCR-HERA funciona por medio de una seiial fluorescente. La seial
positiva, para este caso, estd determinada por la presencia de secuencias blanco
amplificadas como productos de cadena sencilla especificos de Entamoeba histolytica.
Ya que son'las dnicas que pueden hibridar con la sonda fluoresceinada inmovilizada
en la placa de microtitulacién, La sefial fluorescente se obtiene incubando con la
endonucleasa Rsa 1 para cortar ¢l hibrido formado y liberar la fluorescefna de Ia sonda.
La seiial es negativa aun cuando estan presentes otros productos derivados de
amplificaci6n inespecifica de la PCR,

Para amplificar Jas secuencias repetidas a partir de trofozoitos de E. histolytica no
fue necesario hacer una purificacion previa del DNA. El procedimiento que utilizamos
para }a lisis de trofozoitos ¢s muy sencillo (ver Material y Métodos). Actualmente se
utilizan técnicas como la extraccién con fenol cloroformo y precipitacién con etanol
para extraccion de DNA. Se puede extraer suficiente DNA de quistes de E. histolytica
a partir de S0 mg de heces fecales provenientes de pacientes con sintomatologia
(comunicaci6n personal, Dra Enedina Jimenez del Hospital Infantil D.F.), Si el ensayo
s¢ aplicara a muestras biolégicas con quistes, se podrin probar técnicas muy simples
(cj. congelamiento-descongelamiento) como la que se han reportado recientemente
para quistes de Acantamoeba (Lai, 1994).
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Sistema PCR-SHARP

En un tubo mezclar el producto de

PCR con el buffer de dilucion y el
reactivo desnaturalizante.

Agitar a 1200 rpm 30 s.

Incubar a temperatura ambiente 10 min.
Anadir la sonda y agitar a

temperatura ambiente 30 s.

Incubar a 65 °C durante 30 min.
Transferir a la placa de microtitulacién.
Agitar la placa a 25 °C durante 30 min y
decantar.

Afiadir 100 pl de buffer de reaccién/pozo,
agitar a 25 °C durante 30 min y decantar.
Lavar 5 veces con buffer de lavado.
Lavar una vez con agua desionizada.
Afiadir 100 ul de substrato/pozo
Incubara37°C1h.

Leer la absorbancia.

Sistema PCR-HERA

1-  Transferir el producto de PCR a la placa
de microtitulacion para hibridar con la sonda
inmovilizada durante 1 ha 37 °C

2- Incubar con la enzima Rsa I a 37 °C durante 90
min.

3- Transferir a otra placa de microtitulacién para

\_ leer la fluorescencia.

Figura 13. Comparacién del niimero de pasos entre el sistema de
deteccién PCR-SHARP y el sistema PCR-HERA



La utilizacion de productos a partir de una A-PCR se hizo para aumentar la
eficiencia de hibridacién de las secuencias blanca con la sonda inmovilizada, Debido a
que productos doble cadena tienden a reasociarse y desplazar a la sonda. Las dos
reacciones de PCR que se hacen en este ensayo se puede simplificar en una sola
reaccién. Si despues de la PCR wtilizamos una exonucleasa especifica que actue sobre
una de las cadena para obtener cadena sencilla, La exonucleasa gen 6 del fago T7 se
ha utilizado para digesir selectivamente una de Tas dos cadenas del productos de PCR
(Strauss, 1991, Nikiforov, 1994).

Con éste trabajo nosotros desarrollamos un ensayo de deteccién de productos de
PCR, sensible, especifico, rapido y no isotdpico en formato de placas de microtitulacidn,
La sensibilidad del ensayo, debida al uso de secuencias repetidas de E. histolytica,
permitié detectar hasta un décimo del genoma del trofozoito, debido al nimero de
sccuencias blanco que hay por cada pardsito, La especificidad de PCR-HERA se demostid
con diferentes productos de PCR. Obtencrios una seiial fucrte de fluorescencia cuando
utilizamos productos de PCR de trofozoitos, mientras que con DNAs heterdlogos esto
no ocurre. Los ensayos en placas de microtitulacion que se utilizan en los laboratorios
clfnicos, generalmente son laboriosos y requicren de nimerosas etapas de lavados. El
formato que proponemos es semi-homogéneo, yia que consiste solamente de dos
transferencias. La primera, del tubo de PCR a la placa de mierotitulacién en donde se
lieva a cabo el ensayo PCR-HERA. Y la segunda transferencia de ésta placa a otra
placa de microtitulacién para fa deteccién fluorescente. La implementacidn de este
formato con propdsitos de diagndstico es atractiva. S¢ pueden analizar un gran niimero
de muestras en un tiempo corto si se considera ¢l uso de equipo semi-automatico para
las transferencias de una placaa otra.

Cuando utilizamos 0.1, 0.5, 1 y 5 de trofozoito, de E. histolytica las unidades de
fluorescencia se incrementan gradualmente. No encontramos una respuesta proporcional
para hacer el ensayo cuantitativo. Esto debido a lIa reamplificacién de las secuencias
con A-PCR. Sin embargo, si s¢ implementa una sola reaccién de PCR, con el nso de
una e¢xonucleasa especffica, la cuantificacién seifa posible.

En los ensayos de captura de amplicones, como en a hibridacidn tipo sandwich en
formato de placa de microtitulacién, generalinente se utilizan un par de oligonucledtidos
(Boni, 1993). Uno inmovilizado en ta placa que sirve para capturar las cadenas de la
PCR y otro como sonda detectora de seiial, Una de las ventajas de PCR-HERA es que
la sonda tiecne ambas funciones. Como sonda de captura y sonda reportera de sefial sin
la necesidad de otra molécula intermediaria. Este ensayo se puede aplicar a cualquier
patégeno modificando solamente los primers y la sonda.
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Existen varias compaiiias que desarrollan productos de diagndstico basados en
sondas DNA. Algunas venden "kits" de pruchas basadas en PCR (como los descritos
en la seceidn de métodos de deteccidn). Si comparamos ¢l ndmero de pasos que se
requieren para PCR-HERA con el "kit” comercial de SHARP, vemos en la figura 13 que
se necesitan ocho pasos (considerando incubaciones, transferencias, ete.) y solamente
tres pasos para PCR-HERA. La simplificacién de los procedimientos del ensayo, es uno
de los objetivos mds importantes para los laboratorios clinicos.

Con ¢l uso de nucledtidos marcados con fluoroforos, es posibie la obtencidn directa
de sondas fluorescentes. A futuro, el uso de PCR-HERA podria implementarse para
ensayos de discriminacién alelica, utitizando varias sondas marcadas con un flioréforo
diferente en un mismo pozo. La seiial se puede detectar con diferentes pares de filtros
especificos para cada fluoroforo.

Los ensayos de PCR para Ia deteccion de E. histolytica no distinguen cepas
patdgenas de no patdgenas (Acuiia, 1993, Miretman, 1990) debido a problemas de
especificidad y los resultados son controvertidos. PCR-HERA se puede utilizar para
detectar amibas patdgenas (utilizando los primers y la sonda de éste trabajo) y no
pat6genas, disefiando un par de primers para genes ribosomales o para secuencias
repetidas de E. dispar. De esta manera se podrfa aplicar en epidemiologfa, preveneién y
tratamiento de Ia enfermedad.

La factibilidad del diagndstico basado en métodos de ingenierfa genética sc analiza
con la implementacion de nuevas tecnologfas. Es importante considerar varios aspeclos
como son e} método de deteccion, costo, flexibilidad del ensayo, soporte técnico etc.
En el caso de la implementacién de PCR-HERA para el diagnéstico de E. histolytica,
pensamos que si se trabajara en aspectos puntuales como son el procesamiento simple
de muestras bioldgicas, la PCR de un solo paso, la validacidn clinica (reconocimiento
de la SSA) y de campo, este modelo representa una alternativa viable para el diagndstico
de amibiasis.
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SUMMARY

We have developed a method to detect PCR amplicons that contain a restriction enzyme site, The
method is called Polymerase Chain Reaction-Hybridization and Enzymatic Release Assay (PCR-HERA).
The PCR product is hybridized to a synthetic oligonucleotide immobilized on a streptavidin coated
rlat& Specific cleavage of the resultin I:jybrid by a restriction endonuclease liberates a fluorescein
abeled arm of the immobilized DNA, We demonstrate the use of PCR-HERA to detect species-specific
sequences of exlra-chromosomal, ribosomal DNA, of Entamoeba histolytica. This highly specific
assay does not require any washing steps and can be easily automated.
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PCR, microtiter, fluorescence, Entamoeha histolytica, IDNA, repetitive seduences,



INTRODUCTION

Non-isotopic nucleic acid detection techniques have gained widespread aceeptance’. Bowever, most of the published
wicrotiter-based formats Tor the detection of PCR procuets are labarious because they require o considerable number
of washing steps”. We have developed a novel strategy for the detection of PCR products, based on the use of probes
that are immobilized on a the surface of a microtiter well. The probes contain a sequence complenientary o the PCR
product, and additionatly contain Muorescent groups at the §° end. When PCR products hybridize with the probe,
correctly paired hybrids are cleaved by a restriction enzyme, refeasing fNuorescein into solution. ‘This assay format
involves only two liguid transfes steps, and np washing steps whatever.

This method, catled PCR-HERA, can be adapted w the detectivn of any POR amplicon that comains a
restriction enzyme site. To test the ulitity, mmuvlly and specifienty of the PCR-TERA method, we have implemented
its use in the detecrion of the medically imporiant Cll(ul(‘ parasite  Entamoeba histolytica. This parasite causes
significamt mortality and morbidity {n dwdopmg counries’, Here we deseribe a PCRAERA assay, designed o
detect DNA sequences Irom the ribosontal episome of E histolytica at single-vell sensitivity.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture

Enlantoeba histolyticn (strain HMBIMSS) was grown axcnically to logaithmic phase in B1-S-33 medium, as
described by Diamond', Trophozoites were harvested after 48-72 hours, Afier counting in an hemacytometer, the celfs
were suspended in TE butfer (10 mM Tris-HCIplL 8.0, Y mMEDTA),

DNA materials

The oligonucicatides used in the PCR, A-PCR and PCR-IIERA reactions are as follaws: The primers used for
amplificatlon of the repedtive sequences of E. histolytica trophozoites were; the 23 b primer RER-1: 5%
CAAAACATTTCAATTCTTTCATC-3', position 1273-1295; e 21 b primer RER-DS: 5'-
GATTTCATAAGAACCTTTTGG-3, posillon 700-720, 844-864, 988 1004, 1132-1147(all primer positions are given
according to the iDNA episome sequence by Bhattackarya et. al.”, The primer SRER-DS with same sequence 10
RER-DS contained four phosphorothioaie groups at the §' end, was synl!lewed byGenosys Ine. Primers designited
RER-1 and RER-DS were synthesized byOpeson Technologies, Ine. and purified by precipitation with n-butanol’, The
44 b probe oligonuclcotideGE-2Fu, contains one internal and one 5'-teaninal Nuorescein (Fu), as well as a 3'-terminal
biotin: 5'Fu- TCCTCTTCACCTC-Fu-TAATTATTGTACTITGTATTTAGTACITIT T - biatin-3’, position 731-758, §75-

902, 1146-1119, 1163-1190. The nucleotdes that bybridize to the PCR-amplificd DNA are underlined, Synthesis was
carricd out using a fluoresceln phosphoramidite (catalog no, 10-1963-95) andCPG-blotin (catalog no. 20-2951-01)Glen
ResearchCo, Sterling, VA, After HPLC purification, this oligonucleotide was stored at -20 °C in the dark. The
amplification of DNA sequences used as negative controls was canied out with the following primers: 4RRV gene of
Rotavirus: Wie 19 b primer T7: 5-TAATACGACTCACTATAGG-3', position 769-787; the 25 b primer nar Hpa:
5“CATTCCGTTAACGGAGGACGTCGTG-3', position 978-1002. onpS2 gene of Salmonella typhi 20 b primer 12a:
5“GTCGACAGATTTTACCTGCC-3', position 1-200 36 b primer F2b: 5.
GAGGGACAGTACTTTAACTTTCATITYTTYATCCTT-3', position 502-537.

The template and primers used for amplification of Rotavirus and Sahanetla typhi DNA were kindly provided by
Drs. 8. Lépez and E, Calva, respectively (at his institution). Amplification of 185 ribusomal DNA of P. vivax : primer
UP523:5'-GAATTTAAAACCTTCCCAAAAC-3’, position 523-544; primer LP954;  5'.

AGAAATTCACCTCTGACATCTG-3', posttion 954.975, Clunc pU(.DS is a recombinang pl.\smid that contains six
ribosamal repetitive sequences of the Entamoeba histolytica sirain IIM1L: IMSS enhcompassing nucleotides 347 to
1300 in the sequence of the NA cpisome published by Buattacharya er, al’

Conditions for PCR, gene 6 exonuclease digestion, asymmetric PCR

Trophozoltes suspended In TE buffer were boiled 5 minuies and centrifuged for | minuie a1 14,000g. An aliguot of 2
4 of the supematant was added to a 50 i PCR reaction mixture comalning 1X amplification buffer {10 mM Tris-HCI
pil 8.3, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.1 mg/m} gelatin, 200 pM each dNTP, 50 pmoles of eacli primer, and 2.5 U
Tuq polymerase (purified according to ancike’) Amplification was performed fn a GeueAmp System 9600 (Perkin-
Elmer), by Initial denatusation at 94°C for § min, followed by 30 or 35 cycles with the following program: 94° for 30
s, 42°C for 30 s, 72°C for 45 s, The final exiension reaction proceeded far 7 min a1 72°C.

For generation of single-stranded DNA by cxonuctease treatment, PCR reactions were carsied out using the
primer SRER-DS, The l’CR product generated using his special primer (SPCR) was incubated with 0.4 Units/pl of
the gene 6 exonuclease™ af phage T7 (USB- Amershiam) for 1 bour at 25°C.

Conditiuns for A-PCR were the same as for standacd PCR, except that the Ginal ratio of primers RER-DS and
RER-1 was 50:1 (0.5 1M and 0.01tM). The DNA tempiate consisted of 4 pl of a standard 50 pl PCR reaction. After
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an initial denaturation step at 94°C for S min, the reaction was subjected to 35 cyeles using our standard progeam.
The same A-PCR conditions were used for the controls.

Probe immobilizatlon in microtiter wells
‘The probe GE-2Vu was dissolved in binding hufter (0X SSC, 1 pg/ml salmon speain DNA) and )l of this
solution was added to cach well of a streptavidin-coated plate (Picree, catalog na 15120X) at a concentrtion of 8.3
MM, Binding was carried out for 1 hour at 37°C, with gentde shakiog (150 mpm). Each well was rinsed 3 times with
250 pl of washing butfer A (NaHIPO, / Nalt,PO, 0.OM pht 8.0, 0.ISM NaCl, 0.05% Tween-20). The wells were
washed twice at 37°C for 15 min, with 250 pb washing bufter B [50 M tris-HCL pH 8.0, 50 mM NaCl, 10 mM
MgCl,, 40 pM C'TAB (hexadeey! uimethytunmanium bromide, Sigma)]. Finaily, the microwells were incubated
twice at 37°C, for 15 min, with 250 pt prehybridization buffer C [50 mM Tris-HC pH 8.0, 50 mM NaCl, 10 mM
Mg(‘lz. 5% PEG 8000 (Sigma, catalog ho. P5413)]. Fluareseeat probe immobilization was routinely perforimed the
day before the PCR-UERA reaction, The plate was stared wet, at 4°C, after performing the lm washing step with
buffer C.

Release of the bound fluorescent prabes (ram microtiter plates mnu. oM guanidiae thiocyanate (Fluka catalog
no. 50990) pll 8, at 52 °C demonstrated tat cach well contained 2x10% probe molecules. Fluorescence was
measured in a Cyto Flaor® 2300 system (Millipore) using filters B/ (excitation: 485 nm/20; emission: 530 nm/25),
sensillvity S,

Hybridizatlon, enzyme digestlon, and fluorescence detectlnn

A 10 pl aliquot of the A-PCR reaction was mixed with 88 pl of hybridization buffer D (50 mMTris-HCI, pit 8.0, 50
mM NaCl, 10 mM MgCl,, 0.1 mg/ml gelatin, 5% PEG 8000). Hybridization was performed far | hour at 37 °C. Two
microliters containg two untils of restrictian endonuclease Rsa 1 (Gilico BRL) were added and the mixture was
incubated for 90 minutes ar 37 °C. After enzyme digestion, the contents of each well was lr.mslcmd to a 96-well
polypropylene plate (Nune 1IRP, catalog no. 442587). Fluorescence was measured in the Cyto Fluor*2300 system.
The relatlve fluorescence units (RFFU) were caleulated, by substracting the value of fluorescence released from an
Interual control to which no PCR product was added. The plate was protected from light at all sieps.

RESULTS

Descriptlon of the PCR-HERA format

The format of the PCR-HERA assay is shown diagrammatically in Figure 1. An amplicon that contains a
restrictlon enzyme site is generated by PCR, and the DNA is made single-stranded by treatment with the gene 6
exonuclease of phage T7. Altematively, single-stranded DNA may be generated by asymmetric PCR (A-PCR).
The single-stranded DNA is then introduced in a microtiter plate that contains immobllized probes, The probes
contain biotin at the 3' end, and two fluoresceins at the apposite end. After hybridization, a restriction enzyme
(Rsa @ in this case) cleaves the hybrids, fiberating fluorcscelnated DNA In to solution. After enzyme digestion is
complete, tie liquld is transferred to a second microtiter plate, and fluorescence is measured.

The oligonucleotide GE-2Fu is designed to fulfill the dual role of capture probe and signal generator, The
probe sequence Is 44 nucleotldes long, but only 28 nucleatides constitute te hybridizing domain, This hybridization
segment Is separated from the biotin by a spacer of 2 thymidines and a seven-carbon linker, Hybridization/capiure
Kinetic experiments showed that at least 35 % of the PCR amplicons hybridize in 60 minutes (in this reaction,
the immobilized probe Is in cxeess and drives the kinctics). The efficiency of the Rsal cleavage reaction was
measured by digestion of the hybrids with the enzyme Tor different times. Typically, 15% to 30 % of the
hybridlzed amplicons that were bound to fluorescent probes were cleaved in @ 90 minute reaction (data not
shown). Although the clflcicncy of release is relatively low, it is quite reproducible, Signal is not generated in
the presence of nonspecific PCR products, since neither hybridlzation nor enzymatic cleavage oceurs.

Ampllficatlon of ribosomal DNA repeats by PCR

The ribosomat episome (IONA) of Entamocba hnlolynca is known to contain repeated DNA sequences; varions
familics of short tandem repeats have been hientitled*'®"", The so called Sca 1 clement encompasses 13 rcpul
units, Six of these repeats are located upstream and seven are downstream of the ribosomal cistrons', We
dcsigncd primers that amplify 4 of the 7 downstream Sca @ repeat units, Pancl A of Figure 2 shows the location of
the primers and the immabilized probe. The lower primer, RER-D3, anneals with repeats number 4, 5, 6 and 7.
“The upper primer RER-1, located at the level of the fco Rl site, hybridlzes in such a way that Its 3' end
corresponds exactly to the first nucleotide downstrewn of the repeats. 1ach repeat cantains two restriction sites
for Rsa | and one site for Sca I The probeGE-2Fy was desighed o encompass the cleavage sites for both
endonueleases. Pancl B shows an analysis of amplifiecd DNA generated by SPCR, using DNA samples obtained
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from different mmbers of trophozoites, The sizes of the PCR products are 164, 308, 452 and 596 bp, as expected
for 1, 2, 3 or 4 amplitied repeats, respectively.

Detection of E. histolytica DNA by PCR-ITERA
Aliquuts of DNA extracted from tophozoites, containing 0.1, 0.5, 1 and § celf equivatents (see Methods) wete
amplified by asynunetric PCR, followed by hybridization an cnzyme release of hybrids (A-PCR-1IERA), Control
reactions were carried out using irrclevant DNA from Plasmodium vivax, Rotavirus and Salmonella typhi. The
results show a strong positive fluorescent signal only with the amplified DNA front amocba trophozoite extracts.
Amplification products generated from beterologaus DNA do not give a significant signal. The signal/noise ratio
is about 34; for this calculition, we considered the signal of P, vivax (31.7  10), and the lowest Entamocha
sipnal (1074 £ @5).

In a sceond set of experiments, trophozoite DNA was amplified by PCR using a special primer containing
four phosphornthioate residues, Singte-stranded 1INA was generaled by treatment of the PCR products with 7
gene 6 cndonuclease. Flgure 4A shows the results oblained using PCR-TIERA with 30 thermal cycles. Vigure 4B
shows the results obtained using 35 cycles. PCR-HERA with 35 cycles permits the deteetion of one trophozoite
celf-cquivalent, while the 30-cycle PCR-HERA shows reduced sensitivity but improved proportionality of stgnal
to DNA input.

DISCUSSION

We have demonstrated the sensitivity and specificity of the PCR-IERA format using a model assay for the
detection of Entamoeba histolytica wophazoites. The assay detected DNA carrespanding to 0.1 trophozoite
cell-equivalents using A-PCR, or 1 trophozolte cell-cquivalents using PCR followed by exonuclease digestion.
No significant signals were generated with PCR-amplified DNA fram other pathogens.

The PCR-HERA format enhances the specificity of a PCR assay by incorparating two additional sequence
recognition steps. Sequence recognition occurs in the capture step, which involves specific hybridization with a
sequence of 25 to 30 mncleotides in the PCR product. A subsequent seguence recognition step occurs upon
restriction enzyme cleavage, which requires the presence of a specific DNA palindrome, and may additionally
be exploited for allelic discrimination in future PCR-HERA assays. Other published assay formats make usc of
ant immobilized probe to eapure the amplicons, and a second probe to produce the specific signal', The
PCR-HERA format uses only oue probe, which serves the dual function of capture probe and signal gencrator.
For increased sensitivity, the fluorescent molety could be substituted for a covalently bound enzyme such as
alkaline phosphatase, without any other modification in the PCR-HERA design.

The use of a single-stranded DNA product generated by gene 6 exonuclease, or by A-PCR, permlts m?id
and cffictent capture of amplicons by the immobitized probe, nnd avoids competition by strand reassociation*".
The signals obtained by enzymatically gencrated ssDNA are roughly proportonal to the nnnber of DNA targets
(Figure 4A), while e signals generated by A-PCR are not (Fignre 3). Thesc resvits underscore a disadvantage
of A-PCR, which tends ta obliterale any differences in the yield of the first (symmetric) PCR reaction.

Perhaps the mast notable feature of PCR-1IERA is the ease with which the method can be adapted to
automation, PCR products, generated in of a 96 well microtiter format thermal cycler. require only two
multipipettor transfers, and no other manipulation, for completion of an assay. The first transfer deposits the
amplified material in a microtiter plate, containing the immobilized probe and the restriction enzyme, and the
second transfer deposits the supernatant of the enzymatic digestion on a second microtiter plate, used for
fluorescence detection, Finally, multt-color fluorescent probes would pennit the design of multipiex PCR-THRA
assays. Advanced assays could detect as many us six different specific PCR products per microfiter well, using
immobilized probes of six different colors.
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LEGENDS FOR FIGURES,
Flg. 1. Principle uf PCR-HERA, The scheme cunsists af 3 st¢ps: a) productian of single-stranded PCR amplicons; b)

hybridization an a solid phase of the labeled probe with the amplificd DNA, followed by enzymatie cleavage; and
c) transfer of the supernatant and measurement of fluorescence.



Fig. 2. Amplification of Sca ! repeat sequences of Entamoeba bistolytica tDNA. A: Arrows a and b correspond to the
PCR primers RER-1 and RER-DS respectively; the size of the PCR products (di-d4) is indicated at the botom. The
bold horizontal Hne ¢ correspouds ta the sequence complementary GE-2Fu probe, while the Rsa I restriction sites
are indicated by two vertical paraticl lines. B: PCR-amplified DNA af trophozoite DNA. Aliquots of 8 pil af
phasphorothinate-PCR reaction products were separated by clectrophioresis i a nandenaturing 8 % polyacrylamide
gel and stained with sllver bitrate, Lanes, left 1o right: M: pBR322 Mspl digest; Lanes 1, 5, 10, 50 and 100
carrespond to increasing inputs of traphozoite DNA; Lane M: DNA ladder of 100 base-paiv increments (Gibeo-BRL);
Lane DS: Aliguot of 4 pt of phosphorothioate-PCR, performed with pUC DS episomal rDNA clone as template
(positive contral); Lane N: phosphorothioate-PCR reaciion williont tempslte. The arrows indicate the bands corresponding
1o amplificd repeat sequences. Numbers on the left indicate tie sizes n the plasmid DNA markers.

Flg. 3. PCRAERA usiog A-PCR, Bars: 1-3: A-PCR products, respectively from Plasmodium vivax, Rofavirus, and
Salmonella typhi. Bars: 4-7: A-PCR products from 0.1, 0.5, T and 5 wophozoites of Entamoeba histalytica. Amplitication
of a 234 bp fragment of the 4 RRV gene of Rotavirus was carried out with DNA from the plasinid pGEMIZRY,
Amplification of a 537 bp fragment of the ompS2 gene of Saluonella typhi was performed using total bacterial DNA.
Awpiification of a 453 bp region of the 185 ribosomal DNA of P, vivax  was carried aout with the recombinant
plasmid pPCR3000pva wich harbors the entire 188 RNA sequence. All values represent the mean of guadruplicate
reactlons; spread bars indicate the standard deviation,

Fig. 4. PCR-HERA using 17 gene 6 exonuclease for the generation of single-standed E. histolytica DNA.
phosphorothioate-PCR products were gencrated with one standard and one phosphorathioate oligosucleotide, usind 30
(A) or 35 thermnl cycles (B). Single-stranded DNA was gencerated by digestion with T7 gene 6 exonuclease. Bars 1,
5, 10, 50, and 100 indicate the input tropliozoites in the DNA used for the phosphornthioate-PCR reaction. Bars: Rv.
and S.I. correspond single-stranded DNA products of Roravirus and Salmonella typhi, vespectively, gencrated by
A-PCR. The PCR-HERA assay was carricd out with 10 pit of phosphorothioate-PCR ucated with exonucicase, and 6
il of A-PCR of heterologous amplificd DNA, The RFU represent the average of three detenninations.
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