ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES
IZTACALA

ooz [ ETHFH oo

"APORTACION A LA TANXONOMIA DEL GENERO
Hartmannella (PRTOZOA: LABOSEA,
GYMNAMOEBIA)”.

Bo i (‘/c/.'(-
' /

=

¥/
T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

B I (@) L O G 0

P R E S E N T A

GUILLERMO  SUAREZ HERNANDEZ

LLOS REYES TZTACALA, EDO. DE MEX. 1996



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Dedicatoria

A mis paclres y familia

Al Dr. Fermin Rivera Agiiero por su direccion de
este tral)ajo

Al pro[csor Arturo Calderén por su cooperacion
Y RPOYO:

Al personal clel Proyecto CyMA.



INDICE

RESUMEN: s vmimminnammarnmiaam
INErOOUCCION s T R R
ObJEHVOS: s S SR e
Metodologia.......ooamvsmanmaraasa
Resultador .o covmmmansms s
DISCUSION ...t
Conclusiones.............cccooeeiiiiiiiiiiiieeeen

Bibliografia ............c..oocoooiiiii,

18

27

31



RESUMEN

Las amebas de vida libre del género Hartmannella, constituyen un grupo taxonémico
poco estudiado. Sin embargo, han empezado a adquirir relevancia médica a partir de que
se han relacionado con procesos patoldgicos en humanos como la meningoencefalitis, la
queratitis y la bronconeumonia y como portadoras de la bacteria Legionella pneumophila,
agente etiologico de la enfermedad denominada "de los legionarios”. El presente trabajo
documenta, el estudio morfologico y bioquimico de cuatro cepas de Hartmannella
vermiformis, tres de referencia de un cepario internacional y una aislada del liquido
cefalorraquideo de un paciente con meningoencefalitis y bronconeumonia, con el
proposito de determinar su actual estado taxonomico. El estudio bioquimico permitio
determinar la composicion proteica y enzimatica de tales cepas utilizando la técnica de
isoelectroenfoque enzimatico en agarosa en un rango de pH 3-10. Asi, se determiné el
patron isoenzimatico de las enzimas propionil-esterasa, fosfatasa acida, fosfo-gluco-
mutasa, leucin-amino-peptidasa, glucosa-fosfato-isomerasa y el bandeo de las proteinas
totales de las cepas mencionadas crecidas monoxénicamente. Los zimogramas obtenidos
sugieren una relacion taxonémica cercana entre las cepas estudiadas, pues los patrones de
bandeo fueron similares entre las cepas 1534/7A, 1534/7B y PT-1, esta 1ltima aislada de
un paciente; con referencia a las enzimas fosfatasa acida y propionil esterasa, y aunque se
detectaron variaciones entre estas tres cepas y la cepa de referencia 1534/12, con relacion
a las mismas enzimas, la cepa 1534/12 mostr6 un bandeo idéntico al de las otras tres cepas
con relacion a la enzima leucin-amino-peptidasa. Las isoenzimas fosfo-gluco-mutasa y
glucosa-fosfato-isomerasa solo evidenciaron diferencias entre las cepas de referencia
1534/12 y 1534/7B. El anilisis de proteinas totales muestra un patron de bandas muy
similar entre las 4 cepas amebianas contrastadas. La caracterizacion morfologica por
microscopia electronica mostro la presencia de finas microvellosidades parecidas a copas
en la superficie celular de la PT-1, existentes solamente en el género Hartmannella.
Aunque no se detectd una heterogeneidad bioquimica suficiente entre las cepas estudiadas
de Hartmannella vermiformis como para separarlas en subespecies o en especies
diferentes, los resultados obtenidos sugieren variaciones de los zimogramas de cada una
de las cepas dentro de la misma especie.



INTRODUCCION

Las amebas de vida libre (AVL) son organismos unicelulares asexuales cuyo tamafio oscila
entre los 7 pum y los 70 pm. Se denominan amebas anfizoicas, término que describe la
capacidad de vivir como dos formas de vida: como organismos de vida libre y como
endoparasitos. Constituyen del 50 al 90 % de los protozoos heterdtrofos en el suelo y se
encuentran entre los mas importantes depredadores de bacterias en dicho habitat (Weekers
y Van der Drift, 1993). Su habitat natural es casi cualquier ambiente de la bidsfera, en
donde los medios contaminados con materia organica son la principal fuente de AVL
potencialmente patogenas (Sawyer, 1989).

Ademas de estar ampliamente dispersas en el suelo, estas amebas colonizan exitosamente
el agua y el aire, desde donde pueden invadir a los individuos que tengan contacto con
ellas. También se le halla en el tracto digestivo de aves, mamiferos (John y Hoppe, 1990) y
reptiles (Chamorro et al.,1988). Estos organismos han sido aislados de una amplia
variedad de fuentes: de las aguas termales naturales (Rivera ef al., 1989); de descargas de
aguas termales contaminadas (De Jonckheere y Van De Voorde, 1976); de lagos (John y
De Jonckheere, 1985; Detterline y Wilhem, 1991); de rios, de plantas de tratamiento de
aguas residuales (Rivera ef al., 1986); de sedimentos de estanques (Kyle y Noblet, 1986);
y de aguas embotelladas (Fluvia et al., 1983 a, b; Rivera et al., 1981). También se han
encontrado como "fauna normal" de la mucosa nasal (Rivera et al., 1983; De Jonckheere
y Michel, 1988; Meyeryan, 1991), asi como en suelos agricolas fertilizados con agua
residual y basura orgénica, y en la arena de las playas (Sawyer, 1989). Ampliando lo que
ya se dijo, las AVL también pueden hallarse suspendidas en el aire y en las gotas de la
lluvia, en su forma quistica (Rivera et al., 1987; 1988; 1992; 1994); en muestras de polvo
provenientes de hospitales, recamaras, comedores, cuartos de descanso, heces fecales de
humanos, perros, ganado, y en areas recreativas y deportivas no forestadas (Meyeryan,
1991)

Lo anterior demuestra la ubicuidad de las AVL, lo cual asociado a su potencial patogeno
las hace posibles agentes causales para el hombre, de dafios cerebrales, pulmonares,
oculares e incluso de la muerte (Rivera ef al., 1992; 1994). En este sentido, el estudio de
las amebas de vida libre ha demostrado que existe un grupo restringido de organismos que
provocan infecciones en el hombre que ameritan una mayor consideracion.

Los signos y los sintomas producidos por las AVL patogenas se agrupan en tres
enfermedades bien definidas: La meningoencefalitis amebiana primaria (MEAP), causada
por Naegleria fowleri; la encefalitis amebiana granulomatosa (EAG), provocada por
Acanthamoeba spp., (en ambas enfermedades se afecta el sistema nervioso central) y la
queratitis amebiana cronica, causada por Acanthamoeba spp.



La mayoria de los casos de la MEAP ocurren principalmente en individuos jovenes con
una historia previa de haber estado practicando actividades relacionadas con el agua
(Stevens ef al., 1981; Wiley ef al., 1987; Visvesvara ef al., 1990; Gordon et al., 1992;
Fiordalisis, 1992). El padecimiento es de desenlace rapido y fatal (Rivera ef al., 1984). La
mayoria de los casos de MEAP ocurren durante los meses de verano, cuando la
temperatura ambiental es alta (Rivera ef al., op. cit.). Esta enfermedad ha sido reportada
en paises como Bélgica, Republica Checa, Gran Bretafia, Australia, Estados Unidos y
Meéxico (Rivera et al., op. cit.).

Por otro lado, la EAG es una infeccion oportunista que se presenta en individuos
debilitados, diabéticos, y alcoholicos y en pacientes que han sido tratados con terapia
inmunosupresiva prolongada (Martinez, 1991), asi como en personas con sida o con algun
otro compromiso del sistema inmunologico (Gordon ef al., 1992; Wiley ef al,, 1987,
Weldon-Linne, 1992).

La EAG también puede ser causada por otro tipo de amebas. Visvesvara et al (1990)
aislaron una ameba leptommda del cerebro de un mandril con encefalitis, que era
considerada como un organismo innocuo del suelo, a la que denominaron mas tarde
Balamuthia mandrillaris, advirtiendo sobre el potencial peligro de esta ameba como
agente etiologico de meningoencefalitis en humanos. Recientemente, Gordon et al. (op.
cit.) sefialaron que el curso prolongado de la enfermedad y la presencia de granulomas en
el cerebro y la piel del paciente, producidos por Balamuthia mandrillaris, son muy
parecidos a los de la infeccion clasica de EAG producida por Acanthamoeba spp. En
México, Jaramillo ef al. (1989), informaron el primer caso de infeccion por Balamuthia
mandrillaris, identificando lesiones necro-hemorragicas en el encéfalo, el mesencéfalo, el
puente y el bulbo.

A pesar de no conocerse la verdadera frecuencia de infecciones en humanos por las
amebas de vida libre, se sabe con certeza de 200 casos de infecciones del sistema nervioso
central (SNC) a nivel mundial causadas por dichos organismos. La mayoria de los casos se
han debido a N. fowleri. Los restantes 56 casos han sido a causa de Acanthamoeba o de
alguna otra AVL (Visvesvara y Stehr-Green, 1990).

La queratitis amebiana ha sido relacionada con los portadores de lentes de contacto, el
empleo de soluciones salinas de limpieza preparadas en casa y la desinfeccion poco
frecuente o inadecuada de las lentillas (Stehr-Green ef al., 1987). Se han reportado 250
casos de este padecimiento en Estados Unidos hasta julio de 1989 (Ma ef al.,1990).

El sistema taxonomico que describe con precision el lugar que ocupan las principales
familias de amebas dentro del grupo de los protozoos, se debe a Page (1988) y se muestra
en el siguiente cuadro:



Reino Protista Heeckel, 1866
Subreino Protozoa Goldfuss,1818, emend
Von Siebold, 1846.

Phylum Sarcomastigophora Honigberg &
Balamuth, 1963.

Subphylum Sarcodins Shma 871
Superdase Rhizopodea Von Sﬂabd_d.‘.lw

Qlase Loboses Carpenter,1861.
Subdase Gymnamoebin Haeckel, 1862
Orden Euamoebida Lepsi, 1960

Familia A bidae Ehrenberg, 1838
Amoeba, Chaos, Polychaos, Trich b,
Polipodiales, muihtinucleadas, con istales citopla glicocdliz delgad
capa fil bt
Flldlll'.}-. dlidae Volkonsky, 1931;
g_a.lﬂ'?‘
Hi , Glaeseria, Monopodiales, formas casi siempre sin pseuddpodos, uninucleadas, nicleo con
Cashia éol i les citoplismicos, glicochliz delgado con el t °] a
copas.
Familia Vannellidae Bovee, 1979
Platyamoeba, Vannella Miis o menos flabeladas, ovales o espatuladas, niicleo central, rara vez I6bulos nucleares
parietales, glicociliz diferenciado en di plicoestilos pentagonales.
Familis Vahlkampflidee Joilos, 1917
Vahlkamphia, Naegleria, Tetramitus Ameboides an&m,mNaegfeﬁamahm:rmﬁuﬂoumﬂonosmmm
las amebas con varios fil poc itn con tend

niiclecs supemumerarios; las etapas flagelares fi por la sformacion de Ias
amebas. Todas las Vahlkampfias de agua dulce/suelo forman quistes.

Familia Thecamoebidse Schaeffer, 1926;

emend. Page, 1987
Th ba. D o

1, Sapp Generalmente obl can hialopl. en media luna lateral, mmudﬁdss,smumaks
cacplémmxs,mpqﬁqewhmmghmdliz“,‘ ¥ pseuddpodos
(dactilépodos)
Familia Paramoebidae Poche, 1913;
emend. Page, 1987
Dactylamoeba, Mayorella Subpseudépodos dtgﬂm o mml.d‘ormes despuntados, unmuclead PP
nuclear en la porcidn central, cm mi o aticulas cubiertas
mf(nnad:bd.c.
Familla Vexilliferidae Page, 1987
Vexillifera Un sut dépodo delgado y ofnico surgido del hialopl it o de la supefi
onh]ar. fumnﬂdmn.eanpsmdépodusﬁnm.a dh ibuidos asimétr

uninucleadas, con nicleo central, glicocdliz con glicoedtil

Orden Leptomyxida Pussard y Pons, 1976;
emend. Page, 1987

Familia Flabellulidae Bovee, 1970
Parafiabellula Unimuclead Fpodos Nlabelados o cspatulados, €l Gt
wegﬂmpmd@odmmooso dondead
Familia Leptomyxidae Pussard y Pons,
1976; emend. Page, 1987
Leptomyxa Uninuclead: ia a nlicleos sup ios 0 & formar un microplasmodio
nm.'ltmuclesdo,fmaﬁthy P es, llegan a flabel o mubtilobularse,
microp dio altamente ramificado y lad mwodnnmmuim
Orden Acanthopodida Page, 1976
Familia Acanthamoebidae Sawyer y
Grl!ﬁn,lﬂs
4 h ba, Protoac b Suk "" do ll do) p “:v—l Rencihl Fhente fircadn oo
adelgazamiento progresivo o despuntado, uninucleadas, quistes con poros cerrados por
péraulos, cuapo a centriolo.

Familia Echinamoebldae Page, 1975

Echinamoeba, Filamoeba

Subpsmdopodcs &cs, a veoes ﬁu‘eadm mis fmos que en Acamthamoeba, m 1 género
o tend a arios, quistes con o SN poros, Sn cuerpo semejante a
centriolo,

P




Von Rossenhof fue la primera persona en observar AVL en 1775. Los primeros estudios
sobre amebas del género Hartmannella, datan de 1912, cuando Alexeieff describié la
mitosis de las amebas limax (asi llamadas por su forma al desplazarse, semejante al de una
babosa) y establecio el género Hartmannella, empleando a H. hyalina Dangeard, 1900
como la especie tipo.

Castellanii en 1930 reporté amebas creciendo en cultivos de levadura, y en el mismo afio,
Douglas denominé a esta ameba Hartmannella castellanii. Un afio mas tarde Volkonsky
describe varias amebas de vida libre y las agrupa dentro de tres géneros: Hartmannella,
Acanthamoeba y Glaeseria.

El trabajo taxonomico de Volkonsky fue cambiado por diversos investigadores llevando a
una confusion. El género Acanthamoeba fue descrito en 1931 y el género Hartmannella
en 1912; sin embargo, la literatura posterior a 1931, se refiere a las hartmanelas como
pertenecientes al género Amoeba, denominindolas simplemente amebas limax (Ubelaker,
1991). Singh en 1952 separd a las entonces hartmanelas en dos grandes tipos de amebas,
basindose en sus caracteristicas de division nuclear y las incluyd en las familias
Hartmannellidae y Vahlkampfiidae. Page (1966) redefinio los géneros Hartmannella
Alexeieff, 1912 y Acanthamoeba Volkonsky, 1931. El mismo Page (1967) restablecié
correctamente el género Acanthamoeba; sin embargo, hasta hace algunos aiios la
literatura describia incorrectamente varias especies de Hartmannella como acantamebas
generando mas confiision entre los bidlogos y los médicos. Los estudios de Page (op. cit)
fueron fundamentales para la clasificacion de tales amebas a las que llamé amebas
anfizoicas.

Page (1988) continué separando el género Acanthamoeba del género Hartmannella con
base en su locomocion, formacion de acantopodos y morfologia del quiste. De esta forma,
el género Hartmannella fue ubicado en la Clase Lobosea, Familia Hartmannellidae.

La familia Hartmannellidae es considerada como la que incluye a las amebas limax
verdaderas, porque durante su locomocion estos protozoos son permanentemente
monopodiales, excepto cuando cambian de direccion (Page, 1980; 1985). La longitud
menor es generalmente de 7 pm; son uninucleadas con nucléolo central, presentan cristales
tubulares mitocondriales y glicocaliz delgado con elementos discretos dificiles de observar
pero semejantes a copas en la superficie celular (Page, 1985; 1988). Estas estructuras no
se encuentran en organismos de los grupos Heterolobosea ni Leptomyxidae con los cuales
existe una estrecha relacion.

En general, Hartmannella casi siempre presenta una capa hialina durante la locomocion,
forma quistes (en esta fase no se divide), y las mitocondrias son con frecuencia elongadas
(Page, op. cit.).



La morfologia de los trofozoitos del género Hartmannella ha sido estudiada mediante
microscopia electronica y de luz y los hallazgos se describen a continuacion.

Page (op. cit.), encontré diferencias en la estructura de la superficie de dos especies
marinas de hartmanelas. Asi en H. abertawensis la forma flotante es irregularmente
redondeada, con glicocdliz amorfo como penacho, sin elementos distintivos; sin
inclusiones opticamente activas; nunca se ha observado que produzca quistes y no tiene
regiones amplias en el reticulo endoplasmico rugoso. Mientras que H. hibernica se
caracteriza a menudo por poseer una masa central, un glicocaliz por fuera de la membrana
plasmatica con filamentos agrupados hexagonalmente y mitocondrias envueltas en reticulo
endoplasmico rugoso.

El mismo autor (Page, op. ct.), describio las caracteristicas ultraestructurales de varias
hartmanelas: H. cantabrigiensis Page, 1974, exhibe un trofozoito cuya longitud es de 23
pm, el quiste tiene un diametro promedio de 8.8 um, las estructuras de la superficie
presentan un diametro de 15-20 nm, el aparato de Golgi esta constituido por 3 a 5 sacos,
el reticulo endoplasmico rugoso es alargado y con espacios abiertos, los quistes son lisos y
ovoides con didmetro aproximado de 7 a 13 pm, y el proceso de exquistamiento es a
través de un poro (Ariza ef al.,,1991). Page y Blanton (1985) reportaron en una fotografia
de microscopia electronica la presencia de cristales tubulares ramificados en las
mitocondrias.

En relacion a H. vermifromis Page, 1967, la longitud varia de 12 a 13 um,; el nicleo mide
de 2.1 a 4.1 pm, no tiene lamina fibrosa interna y presenta un cuerpo cromatinico
conspicuo entre el micleo y la membrana nuclear; exhibe, asimismo, unos elementos
superficiales de aproximadamnte 12.5 nm de anchura y una altura de 6 nm, unas
mitocondrias ovales y elengadas de 1.1 pm de longitud y unos quistes de 6.9 um que
carecen de inclusiones dpticamente activas (Page, op. cit.). El proceso de exquistamiento
es por la disolucién de la pared quistica (Ariza ef al.,1991) y la division nuclear es
mesomitética (Singh y Hanumaiah, 1979, citado por Weekers, 1993)

Una contribucion de la biologia molecular al estudio taxonoémico de Hartmannella spp.
fue realizado por Fields ef al. (1990) quienes analizaron el patron isoenzimatico de tres
cepas de H. vermiformis, demostrando que 5 de las 12 enzimas empleadas produjeron
patrones de bandeo similares para las tres cepas. De acuerdo con estos autores dos cepas
comparten una banda comiin en 10 de las 12 enzimas. Los mismos autores concluyeron
que dos de las cepas derivan de un progenitor comun y difieren en dos sistemas de
enzimas, lo cual demuestra el grado de variabilidad dentro de la especie.

Weekers (op. cit.) ha reportado diferencias en los patrones isoenzimaticos de tres
diferentes cepas axénicas y monoxénicas de Hartmannella. vermiformis cuando las
comparé con Acanthamoeba castellanii y Acanthamoeba polyphaga.



Las diferencias entre Acanthamoeba y Hartmannella fueron muy evidentes en los
corrimientos de la ADH (alcohol-deshidrogenasa), la GPI (glucosa-fosfato-isomerasa) y la
FGM (fosfo-gluco-mutasa). Estos resultados revelaron la ausencia de bandas tipicas en el
patron isoenzimatico de la FGM en las tres cepas de Hartmannella que crecieron
monoxénicamente con Pseudomonas fluorescens. En algunos casos se observd la
presencia de extrabandas en las cepas de Hartmannella con la FGM.

La contribucién al estudio taxonémico comparado de Hartmannella vermiformis ha sido
ampliada por Weekers ef al. (1993) quienes reportaron la actividad bacteriolitica
comparada de Acanthamoeba castellanii, Acanthamoeba polyphaga y tres cepas de
Hartmannella vermiformis sobre varias bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. Las
pruebas espectrofotométricas revelaron que las bacterias facilmente lisadas fueron: B.
megaterium, B. subtilis, C. vinosum, M. lacteus y P. fluorescens, mientras que las
bacterias dificilmente afectadas fueron: S. marcescens y K. aerogenes, en tanto que
resultaron lisadas en varios grados: A. simplex, A. tumefaciens y E. coli K 12. La
actividad bacteriolitica de las cepas de Acanthamoeba fue mayor que la de Hartmannella
vermiformis, y las condiciones optimas del proceso se dieron a un pH de 5-5.5 y a una
temperatura de 40-55° C. El isoelectroenfoque enzimatico en agarosa (IEFA) demostro
que la actividad bacteriolitica de Hartmannella fue mas pronunciada en el rango del punto
isoeléctrico (PI) de 4.0-9.3 mientras que el de Acanthamoeba lo fue en el de PI 4.5-8.9.

El mismo Weekers (op. cit.) desarrollo un procedimiento simple de cultivo axénico de
Acanthamoeba castellanii y Hartmannella vermiformis en un quimiostato, obteniendo un
numero de amebas de aproximadamente 2.5 y 3.2 X106 por ml y un tiempo minimo de
generacién de 25 y 16 horas, para A. castellanii y H. vermiformis, respectivamente; a una
tension de oxigeno del 90 %, evitando asi la formacion de quistes. La tasa de respiracion
durante el crecimiento fue de aproximadamente de 1.7 y 1.4 mmol/mg proteina X h,
respectivamente.

Recientemente, Weekers y Van der Drift (1993) analizaron la actividad de varias enzimas
involucradas en el metabolismo del nitrégeno de dos diferentes cepas de H. vermiformis y
dos especies de Acanthamoeba, demostrando la actividad enzimatica especifica en urato-
oxidasa, glutamino-sintetasa, glutamato-oxalacetato-transaminasa, glutamato-piruvato
transaminasa y glutamato-deshidrogenasa dependiente de NADh, por lo que dichas
amebas utilizan una ruta catabolica similar a la de otros eucariontes. Weekers (op. cit.), ha
sefialado que la relacion filogenética de Hartmannella es estrecha con Acanthamoeba y la
microalga Cryptomonas sp., afirmanado que el ssRNA de H. vermiformis es de 1840 pares
de bases y el contenido promedio de GC es de 48.59 % y que la secuencia intraespecifica
varia en menos de 0.5 % entre las tres cepas de Hartmannellla estudiadas, a pesar de que
una es de Norteamérica y las otras de Europa.



Pérez et al. (1983) han descrito el patron de bandeo de proteinas totales del género
Hartmannella (H. vermiformis, H. leptocnemus y una especie no identificada, denominada
Hartmannella sp.-1), empleando tres diferentes métodos en la preparacion de las
muestras, obteniendo un mayor numero de bandas que oscilan entre 16 y 35 por el método
de ultrasonido, con una similitud del 30.76 % entre H. vermiformis y H. leptocnemus, asi
como del 21.42% entre H. vermiformis y H, sp-1 y del 23.25 % entre H. sp.-1 y H.
leptocnemus.

H. vermiformis es la especie mas estudiada en otros aspectos, asi, por ejemplo, Cerva er
al. (1973) la aislaron de la mucosa nasal de personas sanas; Cerva y Huldt (1974)
identificaron amebas del género Hartmannella en piscinas. Kadlec (1978) aislo H.
vermiformis de la triquea y los bronquios de animales domésticos como el perro y el
pavo; O'Dell (1979) las aisl6 del fondo de un lago y Kyle y Noblet (1986) de un estanque.
También se han aislado de rios (Ariza ef al., 1991), aguas minerales y minero-medicinales
envasadas (Rivera ef al., 1981; Fluvia ef al., 1983; Fluvia, 1983). Por su parte, Batista et
al. (1982) evaluaron la capacidad patogena de H. vermiformis DPGr-1, detectando un
grado de patogenicidad I, sin observar amebas en el cerebro, pero si en la médula de tres
ratones.

Por otro lado, 1a composicion de la pared del quiste de Hartmannella glebae fue analizada
por Updhyay et al (1984), quienes encontraron que el 4.2 % de la pared total del quiste
consiste de celulosa y 64 % de proteinas; el contenido de la glicina fue de 14.6 %, la
valina, la serina y la treonina representaron mas del 10% del total de aminoacidos; el
contenido de carbohidratos en la pared fue de 8.2 %; el de lipidos totales 5 %; el de las
cenizas 1.3 % y el del fosforo (como H2PO3) 0.08 %.

Existen otras especies: Hartmannella hyalina Dangeard,1900, Hartmannella agricola
Goodey, 1916 y Hartmannella crumpae Singh & Hanumaiah, 1979.

Por otro lado, se han descubierto nuevas cepas de Hartmannella asociadas a procesos
patologicos en humanos. Recientemente, Centeno et al. (1995) han reportado el unico
caso de meningoencefalitis cronica asociado a amebas del género Hartmannella. Dicha
hartmanela no maté a los ratones de experimentacion que fueron moculados
intracerebralmente e intranasalmente con la cepa aislada del paciente, pero si produjo una
lesion inflamatoria cromica en el cerebro y los pulmones de ellos. El cuadro
meningoencefalitico del paciente fue de larga duracién (mas de dos meses) y mostro
multiples semejanzas clinicas e histopatologicas con la encefalitis producida por
Acanthamoeba spp. Al ingresar al hospital los sintomas del paciente fueron: cefalea,
rinorrea, rinofaringitis, nausea, vomito, hipotermia, hipertension arterial y desnutricion
grado I; en el hospital se presentaron sintomas como: estupor, alteracion de conciencia,
diplopia, pérdida de control de esfinteres, bradicardia, ptosis palpebral, papiledema,
hipotonia muscular, arreflexia y rigidez del nuca, entre otros.



Las hartmanelas se pudieron aislar en grandes cantidades del liquido cefalorraquideo del
paciente -que recibié una excesiva terapia inmunosupresora-, pero como no se realizd la
autopsia nunca se pudo determinar si las amebas se hallaban también en el tejido nervioso
0 en otros 6rganos como el higado, los rifiones, o los pulmones del paciente. Por todo
ello, la hartmanela aislada (cepa PT-1) debe considerarse como un colonizador oportunista
ya que no cubrié el requisito de matar a por lo menos el 40 % de los ratones inoculados
por la via intracerebral. Es posible que la infeccion se haya contraido al sumergir el
paciente la cabeza en una pileta de agua contaminada por estos protozoos. El tratamiento
incluyo dosis fuertes y prolongadas de antibioticos como la ampicilina, el cloranfenicol, la
gentamicina y la estreptomicina y de inmunosupresores que bien pudieron haber facilitado
la invasion y la posterior diseminacion y colonizacion de la Hartmannella. El paciente
fallecio pese a los esfuerzos terapéuticos realizados. Se descartaron virus y hongos y sélo
en la primera muestra de liquido cefalorraquideo se aislaron cocos Gram positivos.

En este sentido varios reportes publicados hasta la fecha sefialan que algunas cepas del
género Hartmannella son importantes agentes etiologicos de la enfermedad denominada
de los legionarios, al proporcionar un medio ambiente intracelular a las bacterias de la
especie Legionella pneumophila, que contaminan los sistemas de tuberia de agua caliente
(Wadoswsky ef al., 1988; Breiman ef al., 1990; Fields et al., 1990). Asimismo, ha sido
posible aislarla directamente del medio ambiente, indicando la importancia en salud publica
de tales organismos (Wadowsky ef al., 1991; Sanden ef al., 1992).

Por lo comentado, las hartmanelas han atraido la atenciéon de los médicos solo a partir del
conocimiento de su asociacion a procesos patogenos en los humanos, y es por ello que su
estudio biologico ha empezado a adquirir importancia dentro de la investigacion
parasitologica médica. En este sentido y como se ha comentado, los estudios taxonémicos
del género Hartmannella son escasos y se fundamentan principalmente en caracteristicas
morfologicas obtenidas tanto con la microscopia de luz como con la electronica. Por ello
resulta importante plantear un estudio taxonoémico sobre las cepas pertenecientes a este
género con el fin de confirmar o redefinir el estado taxonomico de dichas amebas.

Para este fin se cuenta en el Laboratorioc de Microbiologia Ambiental del Proyecto de
Conservaciéon y Mejoramiento del Ambiente de la ENEP-IZTACALA con una cepa de
Hartmannella aislada del paciente referido mas arriba, y también con tres cepas de
referencia intemnacionales: 1534/7A; 1534/7B y 1534/12, provenientes de la Culture
Collection of Alge and Protozoa de Inglaterra (CCAP).

Este material biologico permitira -utilizando las técnicas bioquimicas que se describen mis
adelante- aportar nuevos conocimientos sobre el estado taxonomico de este grupo de
amebas tan poco conocido. Se han realizado intentos para resolver el problema de la
identificacion apropiada de las especies del género Hartmannella.



La evaluacion electroforética de las proteinas y las enzimas se emplea frecuentemente en

la elucidacion de los patrones de relacion y diferenciacion genética a nivel de especie en
algunos protozoos de dificil clasificacion, como por ejemplo, algunas especies de
Trypanosoma afticana (Enyaru et al., 1992), de Giardia (Proctor et al., 1989) y de
parésitos como Entamoeba histolytica (Mirelman ef al., 1986).

De este modo, la técnica de isoelectroenfoque en agarosa se ha convertido en una de las
mas empleadas para el estudio taxonémico de microorganismos a nivel molecular, por ser
extremadamente flexible para separar y analizar proteinas, acidos nucleicos y enzimas,
logrando asi, caracterizar cepas que desde el punto de vista morfolégico pueden resultar
muy parecidas o a veces idénticas (De Jonckheere, 1984).
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OBJETIVOS
Objetivo General

Defenir y -en su caso redefinir- el estado taxonomico de las cepas de Hartmannella spp.
procedentes de pacientes y de los ceparios internacionales, mediante la utilizacion de
técnicas bioquimicas que permiten estudiar la composicion proteica e isoenzimatica de las
cepas .

Objetivos particulares

Realizar los estudios de isoelectroenfoque enzimatico en agarosa y de las proteinas totales

de las cepas de Hartmannella spp. aisladas de pacientes y compararlas con las cepas de
referencia.

Comparar los diagndsticos taxonomicos de las amebas del género Hartmannella spp. a
nivel de especie, obtenidos mediante el estudio morfologico, con aquellos obtenidos

mediante técnicas bioquimicas.

Organizar y sistematizar -en su caso- un nuevo esquema taxonomico de las amebas del
género Hartmannella a partir de la informacion obtenida .
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METODOLOGIA

Se emplearon cultivos monoxénicos de cuatro cepas de Hartmannella vermiformis de las
cuales tres son cepas de referencia (1534/7A Page 1964;1534/7B Page 1974;1534/12
Page 1964), todas provenientes del CCAP de Inglaterra, la 1534/7A aislada de un lago
deagua dulce, Winconsin, Estados Unidos; la 1534/7B aislada del suelo, Cambridge,
Inglaterra; la 1534/12 aislada de un rio de agua dulce, Indiana, Estados Unidos; la cepa
PT-1 aislada de un paciente y depositada en el cepario del Proyecto de Conservacion y
Mejoramiento del Ambiente de la ENEP-IZTACALA.

Para cultivarlas masivamente se prepararon los siguientes medios:

Preparacion de la solucion Ringer.

La composicion de la solucion Ringer corresponde a la descrita por Page (1988)
Solucion de Page.

Bicarbonato de sodio 0.1 g. ; NaCl16.0 g. ; KC10.075g. ; CaCL 0.1 g.

Se mezclaron y disolvieron todos los componentes en 500 ml de agua destilada; aforando
la mezcla a 1000 ml y depositando 40 ml de la solucion en botellas Roux (de un litro con
tapon de algodon). Enseguida, se esterilizo en una autoclave a 121°C durante 15 minutos,
y se almacené en un cuarto frio a 4°C hasta su uso.

Medio agar no nutritivo con Escherichia coli: (NNE).
La composicion y preparacion del medio se da de acuerdo con De Jonckheere (1984)

NaCl 0.120 g.
MgSO47H20 0.004 g
CaClhHpO  0.004 g
NayHPO4 0.192 g
KH7POy4 0.132 g.
Bactoagar 15 g.

Se mezclaron en seco todos los ingredientes y se disolvieron todos los componentes en
500 ml de agua destilada, aforando la mezcla a 1000 ml e hirviéndola hasta disolver
totalmente el agar. Enseguida, se esterilizé en una autoclave a 121°C por 20 minutos. El
medio se distribuyd en cajas Petri estériles (capa delgada), aguardando una hora hasta
gelificar. Se adicionaron 5 gotas de una suspension concentrada de agua destilada con
Enterobacter aerogenes (en sustitucion de E.coli) muerta por calor a 121°C a las placas
de agar y se esperé 20 minutos; luego, se extendio la bacteria por toda la caja y se
almacend en un cuarto frio a 4°C hasta el tiempo de usarla.
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Cultivos amebianos monoxénicos y mantenimiento de las cepas.

Cada cepa amebiana se mantuvo mediante pases seriados en 3 a 4 cajas con medio NNE a
partir de la mejor caja de resiembra anterior. Se realizaron observaciones periddicas con
un microscopio invertido (Zeiss) y se marco la posicion de las amebas y de los quistes con
un marcador de tinta indeleble. Las dreas marcadas se extrajeron y se transfirieron
(pequeiios bloques de agar de 5 X 5 mm) a nuevas cajas con medio NNE. Dicho
procedimiento se repiti6 cada 6 a 8 dias. Las cajas de la peniltima resiembra se
conservaron hasta comprobar el crecimiento de las amebas y la ausencia de contaminacion
en los cultivos recién sembrados. Los cultivos fueron guardados en bolsas de plastico ¢
incubados a temperatura ambiente.

Cultivo de las cepas.

Se empled solucion de Ringer para hacer crecer las amebas, agregindole 0.5 ml de
suspension de bacteria E. aerogenes -muerta a 65°C durante 30 minutos-, como fuente de
alimento para las amebas en cada una de las botellas Roux que contenian 40 ml de la
solucion. Se transfirio cada una de las cepas crecidas durante 5 dias a nuevas cajas con
medio NNE, en condiciones asépticas. Posteriormente, las cajas se incubaron en posicion
horizontal a temperatura ambiente durante 4 a 5 dias. Se realizaron observaciones diarias
con el microscopio invertido (Zeiss) para comprobar el buen estado morfologico de las
amebas y la ausencia de contaminacion.

Concentracion de los extractos.

Se cosecharon las cepas una vez que se alcanzd su maximo crecimiento poblacional en
tubos de 50 ml y se centrifugé a 2,500 rpm durante 10 minutos. Se desechd el
sobrenadante y el concentrado en extracto se depositd en 0.1 ml de agua destilada estéril

en tubos Ependorf. Luego, se centrifugd a 2,500 rpm por 10 minutos, y se desechd el
sobrenadante. Finalmente, se congelé el concentrado a -70°C hasta su uso.

Isoelectroenfoque (IEF).
La preparacion del gel de agarosa se hizo de acuerdo con De Jonckheere (1984).
Los criterios de seleccion de agarosa para la realizacion del IEF fueron los siguientes:

a) La preparacion del gel es facil y segura.
b) La preparacion se tifie y se destiiie con rapidez.
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¢) No incluye quimicos toxicos.
d) Permite registros permanentes de los geles, incluyendo los zimogramas.
e) Ofrece la posibilidad de trabajos preparativos.

Se disolvieron 0.3 gr de agarosa (Pharmacia Fine Chemicals, Sweden); 3.6 g. de sorbitol;
y 27 ml de agua destilada en un matraz Erlenmeyer de 50 ml en bafio Maria hasta que la
agarosa se disolviera totalmente.

Preparacion del molde.

Se vertieron 2 ml de agua destilada a la mitad de la tabla de nivelacion, colocada en
posicion horizontal, a continuacion se colocdé una pelicula de plastico "gelbond"
(Pharmacia) (114 X 225 mm) con la superficie hidrofilica externa a la superficie de la tabla
de nivelacion, asegurando de esta forma que la agarosa se adhiera al lado hidrofilico,
girando la placa de "gelbond" contra la tabla de nivelacién, procurando eliminar las
burbujas de aire y exceso de agua bajo el gel con papel absorbente. Enseguida, se coloco
el molde de vaciado (111 X 225 mm X 1 mm ) sobre la pelicula plastica asegurando los
bordes con "clips " .

Una vez disuelta la agarosa IEF y enfriada a temperatura ambiente hasta alcanzar los
75°C, se agregaron anfolitos (1.9 ml) con un gradiente de pH 3-10 (Pharmalyte,
Pharmacia). Posteriormente, se vacio la mezcla sobre todas las esquinas del molde,
evitando la formacién de burbujas de aire, aguardando de 10 a 15 minutos hasta que
solidificara. Finalmente, se quito el molde, tomando el gel y depositandolo en una toalla de
papel humedo, y almacenandolo a 4°C durante 24 horas.

Electroforesis

El IEF fue realizado en una unidad de electroforesis, aparato horizontal FB3000. Se
empaparon tiras de electrodos (6 X 10 mm) en solucion (NaOH) 1M (catodo) y HpSOy4
0.05M (4nodo), eliminando el exceso de liquido sobre el papel filtro, colocandolos a
aproximadamente 1 mm del borde del gel.

Enseguida, se colocaron los extractos de amebas (10-20 microlitros) sobre aplicadores de
papel filtro, a una distancia de 1 a 2 cm del dnodo. Se coloco enseguida la tapa del IEF
sobre el aparato, comprobando que existiera un buen contacto.

El IEF fue realizado con una fuente de poder constante, ECPS 3000/150 con una
transmision méaxima de corriente de 15 W y 1500 V durante 90 minutos; eliminando el
papel filtro después de 45 minutos. Se suspende el proceso después de 45 minutos,
quitando la tapa y las tiras de los electrodos. Durante el IEF, el gel fue enfriado con
corriente de agua de grifo, con el proposito de que el calor generado por la fuente de
poder no deshiciera el gel.
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Revelado de las enzimas.

Se coloco el gel en los reveladores de enzimas fosfatasa-acida (FA), leucin-
aminopeptidasa (LAP), propionil-esterasa (PE), fosfo-glucomutasa (FGM) y glucosa-
fosfato-isomerasa(GFI) por un periodo de 30 a 60 minutos, de acuerdo con Shaw y
Prasad (1970) y De Jonckheere (1984) (Tabla 1).

Una vez que se completo el tiempo, el gel fue secado de la siguiente forma: se colocaron
toallas de papel sobre el gel y enseguida una placa de vidrio y encima un peso de 1 kg.
Después de 15 minutos, el gel se seco con una secadora de cabello.

Revelado de las proteinas totales.

Después de completar la electroforesis, el gel fue sumergido en acido sulfasalicilico al
10% y acido tricloro-acético al 10% durante 60 minutos. Posteriormente, se sumergio en
solucion destiiiidora de metanol: acido acético: agua destilada (3:1:6) por 30 minutos.
Enseguida, el gel se sumergié durante 180 minutos en azul de Coomassie R-250 al 0.2%
(metanol: dcido acético: agua destilada en proporcion 3:1:6). Luego, se destifio el gel en
solucion destefiidora, descrita anteriormente, hasta obtener un fondo claro. Finalmente, el
gel se seca con una secadora para cabello.

Microscopia.

La observacion de la morfologia de la cepa PT-1, comprendio el reporte de las diferentes
formas troficas (aplanada y limax) y quistes, a partir de cultivos monoxénicos, crecidos en
placas NNE. Se extrajeron muestras y se realizaron observaciones a 40X con el
microscopio de contraste de fases y se tomaron las medidas a 100 quistes (diametro) y de
100 trofozoitos (longitud, anchura y didmetro de nicleo), de la fase limax, en virtud del
polimorfismo de esta ameba. De las preparaciones se obtuvieron fotografias a 800X y
1000X en contraste de fases.

Microscopia electronica de transmision.

Se concentraron cultivos en maximo crecimiento poblacional de trofozoitos y quistes de la
PT-1 en solucion de Ringer, centrifugando a 2500 r.p.m. durante 15 minutos, y se desecho
el sobrenadante, el concentrado se deposité en tubos Ependorf en 0.5 ml de "buffer” de
cacodilato y glutaraldehido al 4 % pH 7.1. Posteriormente los concentrados se procesaron
por el método basico para microscopia electronica de transmision. Obteniendo el registro
fotografico de las preparaciones.



Tabla 1

Reveladores de enzimas.
Fosfatasa acida (AP).
REACTIVO

Na -f-naftil -acido fosfato .....
Sal Negra K ..

Acetato amomguador 0 05 M pH 5

Leucin-amino-peptidasa (LAP)

B-Leucin -B-naftilamida ...........
Sal NegraK ..

CONCENTRACION

... 100 mg
lOOmg
.. 100 ml

---40 mg
.50 mg

Tris-malato 0. M amortlguxdor pH 6 0 100 ml

Propionil-esterasa (PE)

Azul rapido RR sal. ..

Fosfato 0.1 M amomguador pH 5 '?

1 % o naphti-propionato

(en acetona al 50 %) .........ccccovvrirnriccrunnnnn

Fosfoglucomutasa (FGM)

Naj-a -D-glucosa- 1-fosfato-4 H20

NADP...

NBT...

PMS...

MgClz

Tns—HClO SM pH‘? 1
Agua destilada...

Glucosa-fosfato-isomerasa (GFI)

D-fructosa-6-fosfato.............cccceeveeirinenns

NADP...

PMS ..
MgCl 2

... 100 mg .
100 ml

2ml

60 mg

veeee. 10 Mg
Glucosa- 6—fosfat0 deslndmgenasa "

...20 mg
wreeee. 80 mgl
voreene 10 ml

... 70 ml

..80 unidades

160 mg

: e 10 MG
Glucosa-G-fosfato deshldrogenasa.

80 unidades

Tris-HCI 0 ] MpH 8 l ..................



AMORTIGUADORES

Acetato 0.05M amortiguador pH 5.0
Solucion 1

CH3COONa.......cooveerenne 1.64 g.
Agua destilada............... 200 ml.
Solucion 2

CH3COOH ..o 0.6 ml.
Agua destilada................. 100 ml.

Se mezclaron 176 ml de la solucion 1 y 74 ml de la solucion 2 en 250 ml de agua
destilada.

Tris-malato 0.2 M amortiguador pH 6.0.

Solucion 1.

THS ccvssonssisvmonsisssisvesievivisisimmaimg 7.26
KiSde MINEO .ccoissiisssmssimmusiimsisssans O IO
Agua destilada............coooovieiiiiennnnnn. 150 ml,
Solucioén 2

NaOH .. .1.6g
Agua destllada 100 ml

Se mezclaron 125 ml de la sotuclon 1 y 60 ml de la solucién 2 en 310 ml de agua destilada

Fosfato 0.1M amortiguador pH 5.7.

Solucion 1.

NEHDPOS <o rammsseionssnisssmmmmniyiasins ST 1,
Agua destilada............cccoiiiiinn.. 250 ml.
Solucion 2.

NaHPO4 3.415g
Agua destilada 50 ml.

Se mezclaron 230 ml de la solucién 1 y 20 ml de la solucién 2 en 250 ml en agua
destilada.

Tris-HC1 0.5 M amortiguador pH 7.1.

Solucion 1.

Tris. 18.15 g.
Agua destilada 150 ml,
Solucién 2

HCI 2.1 ml
Agua destilada 250 ml.

Se mezclaron 125 ml de la solucion 1 y 250 ml de la solucion 2 en 125 ml de agua
destilada.
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RESULTADOS.

La representacion diagramatica del patron isoenzimatico de la enzima leucin-amino-
peptidasa (Fig.1) en el gradiente de pH 3-10, muestra que los extractos de la misma
especie, después de dos afios y medio de continuos cultivos monoxénicos no mostraron
profundas diferencias en el patron general isoenzimatico. El zimograma muestra una
homogeneidad bioquimica en todas las cepas examinadas, conformindose un patrén de
tres bandas intensas que cubre un amplio rango de pH, desde la zona acida hasta la zona
alcalina. Asimismo, se observa una banda anodal muy intensa en la cepa 1534/12 y una
extrabanda muy tenue en la cepa 1534/7A, en la region media entre el anodo y el catodo.
Sin embargo, las similitudes en el zimograma, son extraordinarias, compartiéndose el
mismo numero y movilidad de las bandas en los extractos de las cepas estudiadas.

El zimograma, para el patron de bandeo de la enzima fosfo-gluco-mutasa se muestra en la
Fig. 2. Las bandas de FGM de todas las cepas se localizaron aproximadamente en la
misma zona catodica o alcalina. Se obtuvieron algunas diferencias en el patrén de bandeo
de las cepas 1534/12 y 1534/7B con una y dos bandas respectivamente. El zimograma de
la cepa 1534/12 mostro una banda de intensidad tenue y ligeramente en posicion inferior.
Los extractos de las cepas 1534/12, 1534/7A y PT-1 mostraron una banda casi
equidistante en la zona media del zimograma. Esta enzima distingue, particularmente, a la
cepa 1543/7B, caracterizada por la presencia de dos bandas muy proximas. El resto de los
extractos celulares exhibieron un patrén de bandeo unico, pero de movilidad distinta.

Fosfatasa acida (FA). Con relacion a esta enzima, las cepas 1534/12 y PT-1 fueron
claramente distinguibles. La cepa 1534/12 con dos bandas en posicion extrema, una
anodica y otra catodica. Los extractos celulares de la cepa PT-1 mostraron tres bandas,
dos en la region del catodo y una de menor intensidad proxima a la zona del anodo,
compartiendo la misma posicion con las cepas 1534/7A y 1534/7B. Estas ultimas
caracterizadas por la presencia de cuatro bandas en idéntica posicion (Fig. 3), y
compartiendo dos bandas de menor intensidad cerca una de la otra, en la region media
acida y dos muy intensas en la region alcalina.

La enzima propionil esterasa (PE) distinguié cuantitativamente a la cepa de referencia
1534/12 del resto de las cepas al presentar una sola banda en la zona acida del pH. La
comparacion de extractos de la cepa PT-1 revelo la presencia de seis bandas, tres muy
intensas y tres débilmente marcadas. Cinco de las seis bandas fueron idénticas a las de la
cepa 1534/7B, a excepcion de una banda muy tenue que no se expreso en esta ultima, no
dejando duda que se trata de la misma especie. La cepa 1534/7B mostro cinco bandas, tres
muy marcadas y dos tenuemente reveladas y cuatro localizadas en la zona anodal.

La cepa 1534/7A compartié tres bandas con las cepas 1534/7B y PT-1, en donde
estuvieron ausentes las bandas menos intensas. Estas tres cepas, constituyeron un grupo
muy homogéneo, a juzgar por la observacion del zimograma (Fig. 4). Estas observaciones
pueden ser complementadas por la coincidencia cualitativa indicada por la intensidad de la
coloracion de la bandas.



El zimograma de la glucosa-fosfato-isomerasa (GFI) (Fig. 5) detectdo un patrén
isoenzimatico de una sola banda en tres de las cuatro cepas:1543/7A, 1534/7B y PT-1, asi
como una similitud en el patron de bandeo de la cepa PT-1 y 1534/7A, localizindose una
sola banda en la zona media del zimograma. La cepa 1534/7B también mostr6 una banda,
pero en posicion diferente. Los concentrados celulares de la cepa de referencia 1534/12
presentaron tres bandas, dos proximas en la region media del gradiente de pH, casi en la
misma posicion que el resto de las cepas, y una banda en la zona anddica, como la
observada en los zimogramas de PE, LAP y FA.

En la Fig. 6 se observan el patron de bandeo de proteinas totales de los extractos
celulares, de las cepas estudiadas, producidas en un gradiente de pH de 3-10. El patron de
bandeo entre las cepas, mostré extraordinarias similitudes, a pesar de que las bandas
obtenidas en la cepa de referencia 1534/7B, resultaron de menor intensidad, lo que sugiere
que las proteinas produjeron bandas en la misma posicion independientemente de la
concentracion de los extractos. Los lisados de las cepas analizadas, revelaron suficientes
patrones carécteristicos, entre los mas importantes: una banda densa anédica, menos tenue
en la cepa 1534/7B; cuatro o cinco bandas comprendidas en la zona media del gel y dos
bandas en la zona del anodo, casi imperceptibles en los extractos celulares de la cepa de
referencia 1534/7B.

Las observaciones de morfologia mostraron amebas de forma, limax (Fig. 8b), en estado
de quiste (Fig. 8a) y de forma aplanada (Fig. 7). El trofozoito en la forma limax es
uninucleado, con un nucleo grande y definido, con cromatina localizada alrededor de un
nucléolo prominente. En los quistes (Fig. 9), se observa la presencia de cuerpos
conspicuos de cromatina extranuclear entre la membrana nuclear y el nucléolo. La
cromatina se condensa sobre la pared del nucleo. Durante el movimiento no muy tipico el
pseudépodo de avanze es grueso y eruptivo en forma de lobopodo, mostrando dos
pequeiios pseudopodos hialinos (Fig.7). La forma limax cambia a forma aplanada cuando
existen condiciones Optimas de nutricion. Este lobopodo se adelgaza hacia el frente,
manteniéndo la forma limax y el segmento posterior se mantiene mas estrecho que el resto
de la ameba, el cambio de diereccion ocurre con la formacion de otro pseudépodo en la
zona anterior (Fig. 7).

La media promedio de 100 trofozoitos y 100 quistes de la cepa PT-1 se muestra a
continuacion,

Longitud.........cc.ocovvvriinincns 16.45 pm intervalo 14.1 a 18.8 um
ANCRUTA. ...coioiiiiiivssaininivine 5.66 um intervalo 4.7 a 7.05 pum
NleIeo....ccvv s 4.08 pum intervalo 3.9 a 4.4 um
NUCkeol0.iccoiviniivanissvominns 2.14 pm intervalo 1.98 a 2.4 pm
Quiste.......c.ocvnres S 10.22 »m intervalo 7.71 a 12.85 um

La microscopia electronica no evidencio la presencia de bacterias endociticas en la ameba
PT-1. La figura 10 muestra mitocondrias elipticas u ovales, las crestas mitocondriales son
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de forma tubular; sin aparato de golgi; la membma celular con microvellosidades de
formas parecidas a copas o ventosas.

Los quistes son redondos y ovoides sin poros, dependiendo de las diferentes fases de
maduracion del proceso de enquistamiento. La fase mas temprana de formacién se llama
prequiste, observandose las vacuolas y el micleo, tipicas del trofozoito. El quiste maduro
es redondo con una capa mucilaginosa externa, sin poros, con un nicleo rodeado de
cromatina (Fig. 9). El quiste ovoide (Fig. 9), muestra dos capas; la capa externa de
aspecto membranoso con ondulaciones cercana a la capa interna.



Leucinamino peptidasa (LAP)

pH3-10

pH 10
= — — —
pH 3 n2  na AB  PT-l

Figura 1. Patrén isoenzimético de la cepa PT-1 y de las cepas de referencia obtenidas por AIEF

Fosfoglucomutasa (FGM)
pH3-10
pH 10
pHi 3 N2 na fuls} PT-1

Figura 2. Patron isoenzimition de Jacopa -1y de las eepas de referencia obtenidas por All
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Fosfatasa Acida (FA)

pH3-10
pH 10
=0
pH?3 nz  AA OB PT-l

Figura 3. Patron isoenzimatico de la cepa PT-1 y de las cepas de referencia obtenidas por AIEF

Propionil Esterasa (PE)
pH3-10
pH 10
pH 3 n2 A m PT-1

Figura - Patrén isoenzimatico de la cepa P1-1 v de les cepas de relerencia obitenidas por AIEF
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Glucosa Fosfato Isomerasa (GFT)

pH3-10
pH 10
[ =~nl L~ ]
= —7
_
[ ==
pH 3 n2  nAA B PT-1

Figura 5. Patron isoenzimatico de la cepa PT-1 y de las cepas de referencia obienidas por AIEF
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Figura 6, Se muestra el patron comparativo de bandas obtenidas para proteinas totales
de las cepas de Hartmannella, TA, 7B, 12 y PT-1
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Fig. 7 Fotomicrografia de contraste de fases de la cepa PT-1 mostrando la forma aplanada.
Se pueden apreciar algunos trofozoitos alimentandose (800x).

Fig. 8. En la fotografia a se observan quistes maduros de la cepa PT-1 aislada, mostrando
una capa muscilaginosa y sin poros (1260x). En la fotografia b se aprecian trofozoitos de
la misma cepa en forma “limax” alimentandose en forma activa (800x). Ambas fotografias
estan tomadas en contraste de fases.
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Fig 9 Electromicrografia del corte de un quiste ovoide de la cepa PT-1. Se observa la
capa externa (ce), capa interna (ci); nucleo (n) con cuerpos condensados de cromatina

extranuclear y nucleolo (nl) (1200x)

Fig. 10 Fotomicrografia al microscopio electronico de transmision del trofozoito de la
cepa PT-1. Se muestran microvellosidades (mv) parecidas a “copas” en la superficie
celular; el nucleo (n), el nucleolo (nl); vacudla digestiva (v) y mitocondrias (m) con crestas
tubulares (5 800x).
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DISCUSION

En el presente trabajo se estudiaron tres cepas de referencia de Hartmannella
vermiformis, aisladas del ambiente, y una cepa aislada de un paciente con una infeccion
cronica de meningoencefalitis y bronconeumonia. Las cepas se analizaron a través de su
perfil isoenzimatico y proteinas totales empleando la técnica de isoelectroenfoque en
agarosa (IEFA).

El analisis isoenzimatico de las cinco enzimas empleadas puede considerarse como una
técnica muy util durante la caracterizacion e identificacion de una cepa a nivel de especie.
La técnica de IEFA expresa ciertamente la singularidad del zimograma de la especie H.
vermiformis; asimismo, el método permite reconocer relaciones taxonomicas de especies
provenientes de regiones geograficamente diferentes.

Los extractos celulares de las cepas estudiadas y reveladas sobre un gel de anfolitos con
valores de pH 3-10, demostraron que los zimogramas obtenidos por isoelectroenfoque,
registraron una similitud idéntica en el patron de bandeo entre las cepas 1534/7A y PT-1
para los sistemas enzimaticos glucosa-fosfato-isomerasa (GPI) y fosfo-gluco-mutasa
(PGM) con una sola banda, a pesar de que la cepa PT-1 fue aislada del liquido
cefalorraquideo de un paciente, mientras que la cepa 1534/7A se aislo en 1964 por Page
de un lago de Wisconsin, Estados Unidos. Esto indica que dentro de la especie H.
vermiformis existen diferentes zimogramas: asi, las cepas 1534/12 y 1534/7B exhibieron
patrones de bandeo diferentes a los extractos de las cepas 1534/7A y PT-1, como se
observa en las Figuras 2 y 5. Como se muestra en la Fig. 5, el nimero de bandas revelado
para la enzima GPI oscilo de una a tres, es decir, unicamene la cepa 1534/12 mostré un
bandeo multiple. Tales resultados contrastan con los obtenidos por Weekers (1993), quien
ha reportado una ausencia total de bandas en cepas de H. vermiformis crecidas
monoxénicamente con E. coli K12 y P. fluorescens. Sin embargo, las mismas cepas
crecidas en condiciones axénicas mostraron un patron miltiple de bandeo, utilizando el
ensayo con la enzima GPL

Por otro lado, el patron isoenzimatico de FGM examinado demostré que tres cepas
presentaron una banda y la cepa 1534/7B dos bandas (Fig. 2). Algunos estudios similares
realizados por Weekers (1993) en el sistema enzimatico de FGM denotaron la ausencia
total de bandas de tres cepas de H. vermiformis crecidas monoxénicamente con E. coli
K12 y P. fluorescens, mientras que los lisados de las mismas cepas obtenidos en
condiciones axénicas mostraron un patron multiple de bandeo.

Dicha aseveracion se confirma plenamente al observar la similitud en el bandeo del
zimograma de la enzima PE, al compartir la cepa PT-1, 5 de las 6 bandas con la cepa de
referencia 1534/7B. La cepa 1534/7B conforma un perfil de bandeo casi similar al
obtenido con los concentrados celulares de la cepa 1534/7A, coincidiendo en 3 de las 5
bandas. Este sistema enzimatico revelo que tres de las cuatro cepas (1534/7A,1534/7B y
PT-1) exhiben un comportamiento de multiple bandeo. De la misma manera, el sistema
enzimatico FA separé en cuatro bandas los extractos celulares de las cepas !534/7B y
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1534/7A. Es importante sefialar que la cepa PT-1, coincide en el perfil de bandeo con la
cepa de referencia 1534/7B y 1534/7A en tres de las cuatro bandas. Estas observaciones
difieren de los hallazgos de Weekers (1993), quien con la H. vermiformis alimentada con
la bacteria E. coli K12 encontro ausencia de bandas; sin embargo, esta misma cepa
cultivada con P. fluorescens desarrollo un multiple bandeo, similar al obtenido en el
presente trabajo. Probablemente porque en el primer caso la bacteria es mas facilmente
lisada que P. fluorescens.

En relacion con el analisis enzimatico de la FA, 1a cepa 1534/12 mostro un patron de
bandeo distinto al resto de las cepas analizadas. El zimograma obtenido de los trofozoitos
aislados del paciente (cepa PT-1) fue casi similar al de las cepas 1534/7A y 1534/7B. Hay
que recordar que esta ultima cepa de referencia se aislé de una hojarasca en Wandlebury,
cerca de Cambrigde, Inglaterra y, sin embargo, comparte con la cepa aislada del paciente
cuatro bandas.

Por otro lado, el patrén isoenzimatico registrado en el zimograma de la LAP mostr6 una
homogeneidad bioquimica en todas las cepas examinadas, con tres bandas distribuidas a lo
largo del gel, y con una banda extra en la cepa 1534/7B.

De los concentrados celulares de la cepa 1543/12 revelados en los 5 sistemas enzimaticos
empleados, solo el de la enzima LAP coincidio en la cantidad y movilidad de las bandas
con el resto de las cepas estudiadas. Comiinmente se registra una banda anddica en los
sistemas enzimaticos de la PE y la FGM y un maximo de tres bandas en los zimogramas de
las enzimas LAP y GPIL, y un patron de dos bandas para la enzima FA. Los resultados
obtenidos en el zimograma de la FGM no coinciden con las observaciones realizadas por
Weekers (1993) quien reporta la ausencia de bandas en los corrimientos de las enzimas
FGM y FA con extractos de hartmanelas crecidas monoxénicamente. Asi por ejemplo, la
cepa H. vermiformis 0S-101 mostro6 una actividad tipica crecida en E. coli, variedad K12.
Asimismo, las tres cepas de H. vermiformis obtenidas de lisados axénicos revelaron
bandas extremadamente intensas cuando se analiz6 la misma enzima.

La diferencia y la similitud en el patrén de bandeo en nimero y posicion entre diferentes
cepas de la misma especie no son inesperadas. De Jonckheere (1982a) sugiere que las
cepas aisladas del mismo lugar y en la misma fecha, pueden mostrar diferentes zimogramas
y que las cepas aisladas de lugares geograficamente separados pueden exhibir bandas
idénticas para casi todas las enzimas.

Nerad y Daggett (1979) reportan que el analisis del IEF en las cepas de Naegleria
empleando las enzimas FA, LAP y PE es suficiente para separar cepas patogenas y no
patogenas. En este caso el area geografica de aislamiento no parece reflejarse en los
zimogramas. La misma conclusion obtienen Daggett y Nerad (1983) al separar muestras
de N. gruberi y Paratetramitus jugosus, provenientes de Estados Unidos e Inglaterra y de
Bélgica y Escocia, respectivamente.
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Proctor ef al. (1989) reportaron que las cepas aisladas de Giardia duodenalis, obtenidas
de areas geograficas diversas y hospederos diferentes, presentan patrones isoenzimiticos
muy similares. Es posible que esta explicacion pueda aplicarse en el caso de las cepas
1534/7A; 1534/7B y PT-1.

Las diferencias en el patron de bandeo sefialadas, pueden explicarse como resultado de
diferencias en el estado fisiologico o pueden deberse a las condiciones de cultivo
(Weekers, 1993).

Las diferencias en el patrén isoenzimatico dentro de una especie también han sido
reportandas anteriormente; por ejemplo, en Acanthamoeba mauritaniensis las tres cepas
de referencia muestran variaciones excepto en el zimograma de la malato-deshi-drogenasa
(MDH); Acanthamoeba quina tiene un patron de bandeo diferente para la FA y, por
consiguiente, se mantiene su nombre para cepas no patogenas. En el grupo Acanthamoeba
lugdunensis-Acanthamoeba quina se han observado varias diferencias isoenzimaticas para
la PE (De Jonckheere, 1983). Moss ef al. (1988) observaron variaciones en los perfiles
enzimaticos de las enzimas GPI, GDH, SOD y MDH, en cepas de Naegleria, que fueron
atribuidas al grado de heterocigosis dialélica en los loci genéticos que codifican estas
enzimas. Pernin ef al. (1985) demostraron similitudes y divergencias entre las cepas de
Naegleria, empleando enzimas como la super-oxidasa-dismutasa (SOD), la FA, la enzima
malica (EM), y la LEA. La interpretacion de estos resultados sugiere la existencia de dos
grupos filogenéticos en el género Naegleria.

El anilisis enzimatico en la identificacion de las amebas debe ser empleado con
precaucion cuando existen condiciones diferentes de cultivo (Weekers, 1993) ya que los
patrones isoenzimaticos de especies de Hartmannella y Acanthamoeba crecidas
monoxénicamente y axénicamente, revelan diferencias en los zimogramas, incluso dentro
de la especie Hartmannella vermiformis.

Mirelman ef al. (1986) reportaron que durante la axenizacién de los trofozoitos de E.
histolytica se observaron cambios graduales en las propiedades de virulencia, asi como
cambios en los patrones isoenzimaticos, de la hexoquinasa y fosfo-gluco-mutasa, después
de transferirlos a medio TY1-5-33. Dichos autores concluyeron que las condiciones del
medio de crecimiento pueden causar la seleccion de subpoblaciones de trofozoitos con
diferentes propiedades como virulencia y zimogramas.

Tilgner y Michejda (1978) reportaron ligeros cambios en el patron electroforético en una
de las dos bandas producidas en la enzima LDH (lactato-deshidrogenasa) dependiendo de
las condiciones de cultivo. Por ejemplo, la movilidad de la banda LDH fue idéntica en los
cultivos nitrogenados y oxigenados de 10 dias, mientras que la movilidad de la banda
disminuia de acuerdo con la presencia de la fitohemaglutinina B en cultivos de 10 dias,
pero no en cultivos de mayor tiempo. Ademas, observé una mayor restriccion de la
movilidad en presencia de citrato y acetato en los cultivos. La informacion electroforética
indica que en la mayoria de los casos la disminucion del oxigeno disminuye la movilidad de
la banda anddica de la enzima LDH e incrementa la intensidad de la banda catédica. Estos
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ultimos resultados probablemente expliquen el comportamiento de las cepa de referencia
1543/12 para las enzimas LAP, FA, PE y GPI (Fig. 1, 3, 4 y 5) y los extractos celulares de
las cepas 1534//B, 1534/7A y PT-1 en el sistema enzimitico LAP (Fig. 1). Band y
Kopachik (1991) estudiaron la sintesis de protemas en N. fowleri, relacionadas con la
virulencia, encontrando que después de seis meses en cultivo axénico, el patron de la
sintesis de las proteinas en las cepas patogenas cambi6 y, por consiguiente, la virulencia.

El analisis de proteinas totales no evidenci6 diferencias notables en el patron de bandeo en
los lisados de las cepas estudiadas, mostrando un comportamiento de bandeo
relativamente homogéneo, indicando una composicion proteica bastante estable, a pesar
de las fechas de aislamiento y la procedencia de las cepas. Por lo tanto, puede afirmarse
que las cepas estudiadas pertenecen todas a la especie Hartmannella vermiformis.

La descripcion a nivel de morfologia y locomocion de la PT-1, permite ubicarla dentro de
la Familia Hartmannellidae. La ultraestructura, demuestra la presencia de estructuras
semejantes a "copas” sobre la superficie celular, la cual es distintivo en la familia (Page,
1998); asi, como mitocondrias ovales y alrgadas con crestas tubulares. El quiste ovoide o
redondo carece de poros, con cuerpos conspicuos de cromatina extranuclear condensada
sobre la pared del nicleo, propiedad observada unicamente en quistes, semejantes al de H.
vermiformis cepa 1534/7A. Los quistes presentan un exoquiste y un endoquiste, con una
capa mucilaginosa ondulante y estrecha mas hacia el quiste, esta capa aparece también en
H. cantabrigiensis (Page, op. cit.).

La cepa PT-1 muestra un patron de locomocion tipico de las cepas de referencia en
Hartmannella, de forma limax (alargada), desplazamiento rapido por la formacion de
lobopodos, llegando en esta fase hasta 36 um; cuando existen condiciones favoralbles de
alimentacion, la ameba adquiere una forma algo redonda que mide 23 pm.



CONCLUSIONES

-El presente trabajo demuestra que las cepas de H. vermiformis crecidas
monoxénicamente producen zimogramas con bandas compartidas y bandas unicas para
cada cepa.

-Las isoenzimas propionil-esterasa (PE) y fosfatasa acida (FA) permitieron identificar una
homogeneidad bioquimica entre las cepas 1534/7A, 1534/7B y PT-1, con variaciones en el
bandeo referente a la cepa 1534/12. Sin embargo, esta ultima cepa exhibié idéntico perfil
isoenzimatico para la enzima leucin-amino-peptidasa (LAP) en relacion con el resto de las

cepas.

-En este sentido, la cepa 1534/12 mostré diferentes zimogramas en 4 de los 5 sistemas
enziméticos (excepto para la isoenzima LAP), en los cuales difiere ligeramente por la
intensidad de una de las bandas, evidenciando la existencia de diferentes zimogramas
dentro de la especie H. vermiformis.

-Las isoenzimas fosfo-gluco-mutasa (FGM) y glucosa-fosfato-isomerasa (GFI)
permitieron detectar diferencias entre las cepas 1534/12 y 1534/7B: una y dos bandas en el
caso de la FGM, tres y una bandas en el caso de la GFI, respectivamente.

-El comportamiento en el patron de bandeo de las cepas PT-1 y 1534/7A es idéntico
respecto a estas isoenzimas, lo que sumado a lo anteriormente mencionado, refuerza la
idea de que la cepa PT-1 es ciertamente una H. vermiformis.

-El analisis isoenzimatico de los 5 sistemas analizados (PE, FGM, GFI, FA y LEA) puede
emplearse como parte de la caracterizacion de la especie Hartmannella vermiformis. La
técnica de IEF en agarosa expresa -como lo demuestra este estudio- la singularidad de los
zimogramas de la especie. Asimismo, el método permitié reconocer bioquimicamente a
cepas de la misma especie provenientes de areas geogrificas distintas.

-La similitud notable en el patron de bandeo de proteinas totales, permite afirmar, que las
cepas estudiadas en el presente trabajo pertenecen efectivamente a la especie f7.
vermiformis.

-Por microscopia de luz y electrénica se evidenciaron aspectos de comportamiento asi
como de estructuras utiles para la clasificacion de la cepa PT-1, como desplazamiento,
mitocondrias, membrana celular, nicleo y cubierta del quiste, permitiendo ubicarla dentro
del género Hartmannella.
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