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RESUMEN

Las amebas del género Acarnthamoeba son un grupo de protozoos de
lmportanc:a climca por las patologias que causan. Son capaces de modificar su
6n de org >s de vida libre y convertirse en patogenos capaces de invadir
y causar daﬁo en sitios como el Sistema Nervioso Central y producir una
Encefalitis Amebiana Granulomatosa (EAG) con consecuencias fatales, o bien en
la cérmea donde producen una infeccion de curso cronico denominada Queratitis
Amebiana (QA), la cual en la alti década ha do considerabl su
incidencia en usuarios dc lentes de contacto, siendo la utilizacion de éstos un
factor de riesgo para su adquisicion. El diagnostico y el tratamicnto de la QA, asi
como la identificacion de las amebas del género Acarnthamoeba involucradas en la
patologia se dificulta entre otros factores porque: no es tomada en cuenta en los
diagnésticos iniciales, no hay personal especializado capaz de identificarlas, la
organizaciéon y ubicacion taxondmica del género atn no esta bien definida, lo que
trae consccuencias graves para las personas que la padecen.

En México, la investigacion de QA dio inicio con la identificacion positiva
de tres cepas aisladas de tres casos distintos. En base a sus caracteristicas
morfolégicas se identificaron como Ac / ba polyphaga, al comparar estos
resultados con prueb isoenzi i preliminares para su identificaciéon, se
observaron diferencias. En base a ello se plante6 la necesidad de llevar a cabo un
estudio que permitiecra demostrar las diferencias biolégicas de estas cepas
consideradas como de la misma cspecie (de crecimiento, morfolégicas,
serolégicas, isoenzimaticas), asi como el establecimiento de un modelo
experimental de QA para determinar los mecanismos de patogenicidad de estas
amebas en la comea y la susceptibilidad a farmacos in vivo e in vitro.

Se probaron diferentes medios de cultivo axénicos, siendo el medio Chang
el mas adecuado para el desarrollo de las amebas probadas (se observaron
diferencias en la axenizacién y en los tiempos de desarrollo opumo), asi como
para estandarizar las condiciones de éstas en los dios : Las
comparaciones morfologicas se hicieron con microscopia de transmision (sin
mostrar diferencias entre las cepas) y microscopia de barrido (mostrando
difer i en el 7 0, » y disposicion de los acantépodos). Los
corrimi )S iS¢ imaticos mostraron semejanzas en la eval ion de protei
totales y diferencias en otras cnzimas evaluadas. Los sueros mostraron ser
altamente antigénicos, con detenminantes antigénicos que no se comparten entre si.
El modelo expenmcntal en conejo no mostré un curso clinico semejante al del
li y se resuelve en pocos dias. El Itraconazol y
en los estudios in vivo e in vitro por

), €S  autc
Kectoconazol mostraron un efecto homc
tanto se sugiere su evaluacion como farmacos de eleccion.

El género Acanthamoeba en general y la especie A. polyphaga en particular
es un grupo hcterogénco de protozoos con una organizacién taxondmica mas
compleja que la planteada en la actualidad. Se recomienda la utilizacién de
técnicas mas especializadas para la reorganizacion del género.




1. INTRODUCCION

Las amebas de vida libre son un grupo de protozoos cuya importancia en

los circulos médicos se ha incr do considerabl debido a las patologias
que originan. La incidencia de las mismas registrada en las ultimas décadas
d a que Jue no cc ituyen un verdadero problema de salud publica si
deben ser tc das en sobre todo en los casos donde llegan a presentarse

como brotes epidémicos con consecuencias negativas para la comunidad que lo
padece. En la mayoria de los casos no son consideradas en los diagndsticos
inicial demas de que los tratamientos para erradicarlas no han

diferenciales
resultado ser efectivos en un buen nitmero de casos (Martinez, 1993).

1.1. ANTECEDENTES

El interés por cl estudio de las amebas de vida libre hacia el inicio del
presente siglo era muy limitado, y de no ser por las observaciones realizadas por
curiosos protozbologos hubieran pasado inadvertidas. No es sino hasta las
observaciones eft por Jah en 1957, como contaminantes de cultivos de
tejido, que cc a ser t das en Las investigaciones llevadas a cabo
por Culbertson en 1958, fueron determinantes para que a este grupo de
protozoarios se le tomase en cuenta, al realizar pruebas rutinarias de seguridad de
la vacuna de la polio en cultivos celulares de rifidn, se percaté de que algunas

placas presentaban un efecto citopatico, y consideré que el virus era el
inoculé a ratones y monos por via

respc ble. Con el cc ido de las pl.
intranasal e intracerebral, los cuales en pocos dias murieron a consecuencia de
dios histopatologicos de los organos afectados y de las
de or s ameboideos, que mis adelante

by llanii una ba de vida libre muy

2,

i falitis. Los
placas mismas revelaron la pr

fueron identificados como Ac¢
comun en la naturaleza. Culbertson sugirié el potencial patégeno de estas amebas

de vida libre. El hallazgo mas significativo fue referido a la capacidad de éstos
protozoarios de invadir la mucosa nasal de organismos sanos, de migrar hacia el




cerebro y producir una patologia en el Sistemma Nervioso Central con

ias fatales (Rond i, 1987).

Fowler y Carter en 1965 en Australia reportaron los cuatro primeros casos
de infeccién amebiana originada por amebas de vida libre en humanos,
denominada mas tarde como Mening falitis Amebi Primaria (MEAP)
aunque con sorpresa se identificé a una ameba del género Naegleria como la

responsable del dafio y no una del género Acanthamoeba como se pensé en un

principio.

A pesar de que la MEAP es una enfermedad que se presenta con poca
frecuencia, aproximadamente 150 casos desde su identificacién a la fecha, ha sido
reportada en casi todo el mundo. La mayoria de los reportes provienen de paises
desarrollados, probablemente porque se¢ toma en cuenta en los diagndsticos
presuntivos mas que por alta incidencia en esos lugares (John, 1993).

En 1960 se asocié a Acanthamoeba con enfermedades del tracto
respiratorio (Rondanelli, 1987).

El primer caso de acantamebiasis ¢n cerebro claramente identificado fue
reportado por Kenney er al.. en 1971. Se traté de un paciente cuyo suero tcnia un
titulo alto de anticuerpos contra A. culbertsoni y que al morir de una
granulomatosis cerebral se observaron amebas jantes a Acant/ ba spp. en
secciones de cerebro en el estudio postmortem. Posterior te Jager y S en
1972, reportaron un granuloma cerebral en un paciente con linfoma de Hodgkin y
usando la prucba de i fluor indirecta y suero Anti-4canthamoeba
demostraron la pr ia del organi > en las secciones de cerebro. Robert y
Borke en 1973 reportaron otros casos. Cabe mencionar que en ese momento se
identificaron los aislamientos como pertenecientes al género Harimannella, sin
embargo ahora se sabe que en realidad se trataba de amecbas del género

Acanthamoeba.

En 1980 Martinez d in6 como Encefalitis Amebi Gr 1 a
la enfermedad provocada por amebas del género Acanthamoeba en el cerebro
(EAG), para diferenciarla de la infeccion que provoca Entamoeba histolytica al
migrar por via hematégena hacia ¢! SNC y producir una meningoencefalitis
secundaria posterior a su invasién intestinal. Hasta la fecha se han reportado
aproximadamente 50 casos de EAG en difercntes partes del mundo.




En 1973 se reporté en EUA el primer caso de Queratitis Amebiana (QA),
que correspondié a un paciente masculino de 41 aiios de edad del sur de Texas, el
cual pr 6 un tr i comeal y exposicion de agua contaminada en su ojo.

Mas adelante, en 1974 Nagington reportd dos casos en Gran Bretaiia. La
ameba produjo una ulceracién cronica y progresiva en la cérmea de uno de los
P t fe dos y fue i0 remover quirargi te el ojo infe do del
otro paciente. En ambos casos se aislaron ¢ identificaron las amebas, en el primero
de ellos se identifico 4. polyphaga y A. castellanii en el segundo (Nagington,
1975). Desde ese momento a la fccha se han reportado alrededor de 400 casos. La
mayoria de éstos sc asociaron con un traumatismo comeal o bien a la exposicién

del ojo con agua cc inada, considerando a estos factores como predisponentes
de infeccién por ameba. A partir de 1985 se presentd un aumento considerable en
el ni o de paci afc dos por ésta patologia, relacionado en una alta

proporcion a usuarios de lentes de contacto y de manera especial a lentes de
contacto blandos. (Stehr-Green, 1989).

Los factores que predisponen a los usuarios de lentes de contacto para
contraer la infeccion son la utilizacién de soluciones salinas caseras, y el mal aseo
de los mismos (Donzis et al., 1989)

Las lentes de contacto comprometen la superficie corneal al disminuir los
liquidos de ésta, reduciendo la accion de lisozima y beta lisina (Limp, 1990).

1.2. IMPORTANCIA CLINICA DE LAS AMEBAS
ANFIZOICAS

A estos protozoos se les ha designado de diversas formas, originalmente se
les 1lamé amebas "limax”™ por su apariencia de “"babosas”, mas tarde se les designé
como amebas del suelo, y después amebas de vida libre. En 1a actualidad se utiliza
el término "amebas anfizoicas” (organismos de ambos lados, parasitos y de vida
libre) término introducido por Page en 1976, 1a mayoria de Ios autores consideran
mas adecuado ese término que designa a aquell 5 para el
hombre y animales, dado que presentan caraclerlsncas blologwas duates y las
define de un modo mas preciso. Asi se diferencia la fase exozoica como el periodo
del ciclo de las b correspondi a la vida libre, de la fase endozoica o




parasitica cuando llegan a invadir el tejido comeal, tejido prostitico, vaginal o el
sistema nervioso central, entre otros (Martinez, 1993).

Los géneros de amebas anfizoicas mas representativos ¢ importantes en la
clinica son:

El género Nacgleria responsable de la MEAP.

El género Ac / eba resp ble de 1a EAG y la QA.

Existen diferencias significativas que permiten reconocer las patologias y
los agentes etiolégicos mencionados con anterioridad. Mientras que amebas del
género Naecgleria y en particular N, fowleri 12 inica especie que ha sido aislada de
casos en sercs humanos invade y le causa daiio a personas sanas, jovenes,
inmunocompectentes, con historia previa de natacién, el género Acanthamoeba lo
hace en personas inmunocomprometidas incluyendo a pacientes con
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Gonzalez er al., 1986; Hunt er al., 1995),

con padecimientos cronicos sin historia previa de natacién, o bien a personas sanas
defici c do la

en su mayoria usuarios de lentes de contacto con una higi
invasion se presenta en el tejido corneal (Gray ez al., 1994).
Son varias las especies del género Acanthamoecba que se han aislado de
diferentes casos clinicos (John, 1993) (Cuadro No. 1). 4. polyphaga y A.
castellanii son las especies que con mayor frecuencia se han aislado de casos de
QA.

CUADRO No 1
ESPECIES DE Acanthamoeba ASOCIADAS A CASOS CLINICOS

Las especies asociadas a casos clini son: Ac A ba astronyxis, A.
castellanii, A. culbertsoni, A. polyphaga, A. palestinensis, A. hatchetti.
Infecciones que provocan Propiedades virulentas
= Encefalitis Amebiana| =Se adhieren a superficies de
Granulomatosa mucosa.
= Queratitis => Migra a través de tejidos a una
=> Pneumonitis temperatura de 28°-37°,
=> Dermatitis Granulomatosa = Enzimas citopaticas como:
= Otitis =>clastasas
=> Faringitis =>proteasas
= Sinusitis =>colagenasas




Ledee et al. (1996) aislaron una cepa de A. griffini como un nuevo patégeno
en la comea, en el que se comprobé que la fuente de contaminacién fue el agua
que un usuario de lentes de contacto utilizaba para el aseo de éstos.

Recientemente ha despertado gran interés un grupo de amebas
pertenecientes a la familia Leptomixidae causantes de infecciones del sistema
nervioso central, con una mayor incidencia en nifios. Lo que Nama la atenciéon de
manera particular, es el hecho de que algunos de los pacientes son individuos
aparentemente sanos que desarrollan una oclusién cerebroespinal progresiva. El
curso de esta infeccién al parecer presenta una mayor cronicidad que los

padecimientos ocasionades por Acanthamocba. A estas amebas se les consideraba
t parte de los ecosistemas terrestres y

inocuas, y solo se ionaba que forr
acudticos, sin embargo son ya mas de 40 los casos reportados asociados a esta

etiologia. De tal manera que ahora incluso se ha descrito un géncro para designar a
este grupo de organi >s. Bal hia mandrillaris es la especie representante de
estas amebas incapaces de crecer en los medios comiinmente utilizados para los
géneros antes descritos, asi, enconitramos que solamente pueden cstudiarse en el
laboratorio utilizando cultivos de tejido para su desarrollo (Visvesvara y Shuster,
1993 ; Griesemer et al., 1994), El grupo de amebas anfzoncas que nos interesa en
o Acanth de la EAG y en

el presente trabajo per al gé
particular las responsables de los primeros casos de QA en México.

1.2.1. TAXONOMIA DEL GENERO Acanthamoeba

La identificacion de los protozoos que integran al género Acanthamoeba se
ha llevado a cabo a través de diferentes formas, aunque hasta el momento la
taxonomia de las amebas anfizoicas no ha sido bien establecida. El género
Acanth ba esta ubicado dentro de la Familia 4c / bide 1« do en
cuenta su division ceclular de tipo metamitética. En lo que se reficre a la

i se ideran en gran medida los aspectos

diferenciacion de las esp

morfolégicos (John ., 1993).
En un inicio se consideraban términos

Acanthamoeba y Mayorella. Page en 1967 redefinio al género Acanthamoeba con
cuatro especies, mientras que Sawyer y Griffin (1975) p on a la famili

sinénimos Hartmannella,
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cual comprendié tres géneros: Acanthamoeba,
A ] esta formado sélo por los dos
donia esta considerado dentro de la

Acanthamoebidae, la
Pr / bay Ca dle
primeros géneros, ya quc el género Ce
familia Echinamoebidae.

En 1976, Page propuso 7 especics integrantes del género. Pussard y Pons en
1977 propusieron una nueva organizacién del génecro basada en la morfologia
quistica. la cual consta de 18 especies ubicadas en tres grupos

Posteriormente con el empleo de técnicas bioqui principal con
el analisis enzimatico, se ha tratado de corregir la ubicacién taxonomlca de estas
amebas cuya base fundamental era la morfolégica (John, 1993).

Como resultado de tomar en cuenta las caracteristicas morfolégicas,
temperatura de crecimi > y el analisis cnzimético, Page (1976) y Pussard y Pons

(1977), incorporaron nuevas especies descritas unos cuantos ailos atras, ademis de
reco iéndose final 17 especi

sinonimias sugeridas en trabajos r

para el género Acanthamoeba (ver cuadro No. 2 y 3).



Cuadro 2

Tazonomia de amebas de vida libre
Nivel: Clasificacion (caracteristicas morfologicas).

Reino: Protista.
Subreino: Protozoa.
Phylum: Sarcomastigophora.
Subphylum: | Sarcodina.
ciase: Lobosea
filopodos, reticulopodos, o fluido

Superclase: | Rizopoda (locomocion por lobopodos,
rotopldsmico sin produccidon de pseudopodos eruptivos).

Orden Schizopirenida (cuerpo con | Amochida uninucleadas tipicas;
monopodos cilindricos, mas o menos| presentan mitocondrias; no presentan
eruptivos, protuberancias | estado flagelar,

hemisféricas hialinas; uninucleadas
tipicas; divisién nuclear promitética;
estado flagelar temporal en algunas

especies.

Suborden: Acanthopodina (mas o menos bien
tipificadas, algunas veces filiformes,

Pseudopodos hialinos furcados son

producidos a partir de un lébulo amplio

hialino no discoidal; forman quiste

regularmente; division nuclear

mesomitotica o metamitdtica

Familia: Vahlkampfiidae Acanthamoebidae
ry pl.a[- B

Genero: Naegleria
Especies Aisladas de infecciones humanas (se indica sitio (s).
N._fowleri A. astronyxis (SNC).
A. castellanii ( SNC, ojo)
A. culbertsoni ( SNC, ojo)

A. hatcheti (ojo)

A. palestinensis (SNC)

A. polyphaga ( SNC, ojo)
A. rhysodes (SNC, ojo)

No aisladas de infecciones humanas.
A. comandoni

N. gruberi
N. _jadini A. griffini
A. lenrticulata.

N. lovaniensis

N. auswraliensis A. royreba

A. tubiashi.

A. echinulata

A. mauritaniensis
A. lugdunensis
A. quina

A. divionensis




Las caracteristicas generales de los tres grupos que conforman el género

segun Pussard y Pons (1977) son:

1.2.1.1. GRUPO 1
cuyo diametro debe ser

h ba con un qui
con brazos que

un endc q

Comprende cepas de 4
mayor de 18 micras, y se distingue porque pr
dan una apariencia estrellada rodeado por un exoquiste mas o menos redondeado.
Las parcdes externa e interna del quiste estan separadas entre si y solamente se

juntan por una extensién a través de los brazos o rayos que presenta. El namero de

poros y de rayos es el mismo.
Las cepas por lo gencral no crecen a 37 grados centigrados y es dificil

hacerlas crecer en medios axénicos.
Se considera que este grupo no es tan relevante ya que carcce de

representantes patégenos.
1.2.1.2. GRUPO 11

a este grupo tiene una forma
en las esqui

El endoquiste de los or >S per
estrellada o bien poligonal, de manera que las dos capas se j
mas que en los brazos del endoquiste, ¢l exoquiste presenta una forma mas o

menos redondeada.
A este grupo pertenecen las formas de mayor importancia médica.

1.2.1.3. GRUPO Il

En este grupo el exoquiste es muy delgado y a veces se dificulta su

i i as que cl endoqui es mas o menos redondeado y no pr

obser
brazos, puesto que las paredes estan muy juntas entre si.
bios que ha sufrido la taxonomia

En el Cuadro No. 3 se p los
del género desde 1967 hasta 1988.




CUADRO No 3

MODIFICACIONES EN LA ORGANIZACION TAXONOMICA DEL GENERO

Acanthamoeba
Page (1967) Page (1976) Pussard y Pons|De Jonckhcere|Page (1988)
(1977 (1988)
Grupo I Grupo | Grupo 1
A. castellanii A. castellanii A. astronyxis A. astronvxis. A. astronyxis
A. astronyxis A. astronyxis . c lori A ] A c doni
(A. echinulata)
A. polyphaga A. polyphaga | A. echinulat A. echinnle A. echinul
A. palestinensis ) A. palestinensis
A. culbertsoni | Grupo 11 Grupo 11 Grupo 11
A. griffini A. polyphaga A. polyphaga A. polyphaga
A. comandoni | A. castellanii A lanii A. c lanii
(A. terricola) A. gigantea)
A. rk 1 A. rhysode A rh ley
A. griffini A. griffini A. griffini
A A A
mauritaniensis mauritaniensis mauritaniensis
A. lugdunensis A. lugduncnsis A. {ugdunensis.
A. quina A. quina A. quina
A. divii A. divi. A. divi is
(M.
paradivionensis)
A.
paradivionensis
A. riangularis A. triangularis
A. tubiashi
A. haitcheui A. hatcheri
Grupo Il Grupo 11} Grupo Il
A lestir A. palestinensis | A. palestinensis
A. culbertsoni A. culbertsoni A. culbertsoni
Al lara A. lenticulata A. lenticulata
A. royreba A. royreba A. royreba
D losa)
A. postulosa A. postulosa
() = sind segun dios bioquimicos.

Es importante mencionar que, al hacer comrimientos isoenzimaticos de
algunas cepas, no existe una correlacion entre los patrones establecidos para las
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morfolégicas (John,

isoenzimas y la identificacién basada en las
1993).
. De Jonckhccre (1991) basado en la comparacion de isoenzimas de cepas de

Ac h isladas de paci con Queratitis en Europa, concluyé que los
islami s coméal son diferentes con respecto a los descritos en la
clasificacion taxondmica actual. Por otra parte, a pesar de que se observan
diferencias en al i se i una concordancia con respecto a los

corrimientos de enzimas totales.
Penin er al. (1991) aislaron una cepa procedente dc un caso de QA, que al
ser analizada morfoldgicamente y de un modo mas especifico el quiste, se observé

dos de un exoquiste no r .

la presencia de un endoquiste con 6 brazos rod
por lo que fue ubicada dentro de! grupo 11, sin embargo el analisis isoenzimatico
no permitié identificar a la cepa en cuestion, el corrimiento no coincidié con
ningn patréon previamente identiﬁ.cado, por lo que el autor afirma que con ello
queda demostrada la heterogeneidad de las cepas que integran el género y de modo
particular las especics A. polyphaga y A. castellanii.

Se ha visto que cepas aisladas de casos de QA no siguen entre otras cosas:
el mismo patrén de crecimiento éptimo a mayor temperatura como lo hacen las
cepas responsables de EAG. Las cepas procedentes de casos de QA crecen mejor a
37° C, mi as que las aisladas de cavidades nasales lo hacen a 40° C, lo que
impide correlacionar la patogenicidad en ambos tipos de aislamientos. Por otra
parte, paralelo a los aislamientos en cuestion se comenzé a observar una dificultad
para ubi taxonémi te a través de corrimi >s isoenzimaticos a 31 cepas
pato isladas de pisci Se piensa que un ni o limitado de especies es el
que esta involucrado directamente con los casos de QA, los cuales presentan una
heterogeneidad genética, lo que explica las diferencias de los zimogramas entre
cepas de referencia y cepas problema con respecto a los patrones de corrimiento
isoenzimitico (De Jonckeheere, 1991).

En la actualidad siguen los desacuerdos sobre la taxonomia, sistematica y
origenes de las amecbas basada en la tradicional evaluacién de los aspectos
morfologicos. Los progresos al respecto son lentos, la utilizacion de una
metodologia moderna se ha iniciado solamente con el establecimiento de
serologi entre las especies, a pesar de ello se han comenzado a




i 1 écni de biologia molecular como la PCR y el anilisis de la

subumdad pequeiia del RNA ribosomal (Weekers er al., 1993).

Se ha propuesto que una clasificacion mas completa y adecuada es aquella
quimicos de las cep

que toma en cuenta aspectos morfolégicos, fisiolégicos y bic
en estudio (John, 1993).

1.2.2. MORFOLOGIA DE Acanthamoeba

/1 ba pr dos dos de viabilidad

Las amebas del género Ac

biolégica; un estado vegetativo y otro quistico.
El estado vegetativo o nof ico representa a la fase reproductiva que
una forma

morfolégi es facil di ible, p > que pi
amebiana cladsica con sus lobépodos carﬂctensncos
i c do las condiciones no son las apropiadas

El estado q ico se pr
para el desarrollo amebiano, de modo que representa una forma de resistencia y
proteccion a situaciones adversas, ain por periodos muy prolongados. Mazur y
de Acanith ba conservados a 4° C,

Hadas (1994) demostraron que qui
continiian siendo viables por mas de 24 aiios, sin perder su capacidad invasiva.

1.2.2.1. TROFOZOITO

En estado tréfico el género se distingue por presentar finas proyecciones a
lo largo de todo el cuerpo ameboideo llamadas acantépodos (4dcanfos = espinas),
que le dan el nombre ‘al género, ademas de presentar lobspodos hialinos y de gran

unidireccional Estos mowvimientos son lentos con

tamaiio con movi

respecto a otros grupos.
El wofozoito tiene una longitud promedio que va de 13 a 24 micras (Lewis

¥y Sawyer, 1979). La descripcion del estado tréfico se ha llevado a cabo con la
ayuda del microscopio de contraste de fases, en particular se han realizado
estudios con A. aslronyx:s por ser la especie de mayor tamailo con respecto a las
linica como A4. cutbertsoni. A. rhysodes, A. lanii, A.
por otra parte son muy pocos los trabajos donde se

P de i unpor

polyphaga, A. hatcherti,
an los asp »s ultraestructurales del género. Sin embargo, se menciona que




en las células de

los organclos celulares son los que se pr

Eucariotes en general.
Es distintiva la presencia de vacuolas contrictiles que son el resultado de la

asociacién de v 1 periféricas. De igual modo se observa una vacuola
digestiva de mayor tamafio que las contractiles, facilmente observable bajo el

microscopio de luz.
El miicleo es de forma circular con un diametro de 7 a 10 micras con un

nucleolo localizado en posicion central.

1.2.2.2. QUISTE

El estado quistico del género Acamharmoeba es caracteristico, y de la
observacion de éste se diferencian y ubican a las especies que lo conforman.

El tamaiio del quiste varia entre las especies que conforman el género, los
mas pequeiios miden 13.0 a 13.1 p; corresponden a las especies 4. polyphaga y A.
I/ . A rh des, A. culbertsoni, A.

harchetii, los de mediano > A.
astronyxis 'y A. griffini miden de 16.7 a 19.8 u y los de mayor tamaiio A. tubiashi 'y

A. comandoni llegan a medir hasta 19.2 u.
La formaciéon del qui estd p dida de bios morfolégicos y
1 i lasmicos del trofozoito (Page, 1988).

funcionales de los or >s citop
Estudios realizados con microscopia electrénica revelaron que al

presentarse condiciones adversas para el trofozoito (cambios de temperatura,
escasez de nutrientes y disminucién en la concentraciéon de iones) éste comienza a
> rugoso se alarga y sus membranas tienden a
icl Las mito drias por su parte también se

redondearse, el reticulo endopla
envolver a las mitocondrias y al
alargan y se hacen mas angostas, ¢ incrementan las gotas de lipidos, poco a poco
se redondea mas ¢l contorno y se forma la pared del quiste (LLasman et al., 1982).

es de 15 a 28 micras. Este se conforma de

deacd.
as

El fio pr dio del q
una doble pared; la externa o exoqui es
que el endoquiste o pared intema muestra un arreglo poligonal. Es precisamente
este arreglo morfolégico lo que distingue al género Ac h ba con resp o al

resto de las amebas de vida libre (Martinez, 1980).
Las caracteristicas del ecto y endoquiste determinan también la variedad de

d d. redc

especies del género.



Las dos paredes quisticas parecen estar separadas entre si a lo largo del
perimetro celular y se unen solamente en algunos puntos que corresponden a las
zonas angulares del endoquiste. En estas zonas de contacto se forman poros
denominados opérculos con bordes circulares, esta area sc¢ considera que presenta

un baja resi no ob los

qQ son cap de resistir condiciones
adversas del medio, tales como: bajas temperaturas, desecacién, cloracién del

agua, ¢ incluso resisten a una amplia variedad de agentes antimicrobianos.
(Rondanelii, 1987).

Cuando las condiciones del entomo del quiste son favorables, el trofozoito
emerge a través de los opérculos, quedando vacios.

1.2.3. DIVISION CELULAR DE Acanthamoeba

La division celular en Ac h b
se lleva a cabo en los >arios en g

tiene lugar de acuerdo al patron que
1 y se le denomina Metamitosis.

1.2.4. CICLO DE VIDA DE Acanthamoeba

Durante la fase trofica o vegetativa se llevan a cabo los procesos
metabélicos basi y

que permi la ali ion a través de
fagocitosis y pinocitosis, ademas de la sintesis y transformacion de estos
materiales.

Como ya se ha i do, d

las dici del medio ambiente
son menos favorables, los trofozoitos cc a si i 1a pared de los qui
que le permiten reduci bl su bolismo. De tal manera que los
quistes conforman un do de resi ia de la pecie para su posterior
qui i > do las condici asi lo permitan (esquema No. 1).
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Esquema No. 1

Invasion Directa a
ojo

Invasion a
SNC por via
hematogena.

Quistes y
Trofozoitos
en tejido

pueden invadir

2 "
.

@ otros tejidos

\/\

- -~ 4
P ——

Ciclo de vida de Acanthamoeba spp. segin Jonh (1993).
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d los pasos que se llevan a cabo en el

Hasta cl > se
pr de i i > y esqui i >. Se sabe con ceneza que factores del
medio ambleme como el pH, la lemperamra. la falta de nutri la d i6n
del medio pueden iniciar el enqui >. Reci se ha podido demostrar
la p ia de protei tr b les (péptidos de un peso aproximado de
40 kd) presemcs en la superficic de las amebas, capaces de controlar la

lular de Ac ’ ba en ambos sentidos (Villemez et al.,

difer
1992).

1.2.8. ECOLOGIA DE Acanthamoeba.

Acanthamoeba es un géncro ampliamente distribuido en la biosfera, siendo
las amebas de vida libre aisladas con mayor frecuencia. Algunos autores las

consideran el protozoario de vida libre mds comun en 1a naturaleza.
Son b. que an una distribucién cosmopolita en medios

acudticos y terrestres ¢ incluso pucden presentarse como simbiontes. Su
distribucién geogrifica depende en gran medida de las condiciones fisicas y
biolégicas del medio que les rodea (Rondanelli, 1987).

Como ya se ha hecho refer ia, se les a COmMoO Organi: »s de vida
libre en diversos tipos de medios, y bajo determinadas cir ias como pued
ser: la i presion (Murak er al., 1995; Hunt er al., 1995), abrasion

diciones higiéni deficientes en

corneal, padecimientos de curso crénico, cc
usuarios de lentes de contacto (Gray es al.,
odifican su posiciéon como organismos de vida libre y de este modo pueden

m
convertirse en parasitos altamente virulentos responsables de patologias como la
>sa, o la Queratitis Amebiana donde estas

1995; Illingworth er al., 199S),

E falitis Amebi Gr 1
amebas participan como agentes ctiologicos con consecuencias que llegan a ser

fatales (John, 1993).

Como organismos de vida libre se
un eslabon importante en el control de las poblaciones

1i princip de bacterias, de

a que repr
bacterianas. Constituyen el 50 al 90% de los protozoos heterotrofos en suelos y se

consideran los mas imponantes depredadores de bacterias en la biosfera (Weekers
et al.. 1993). Cabe hacer mencion que existe predileccién en cuanto a los géneros
de bacterias que son consumidas en mayor proporcion, por ejemplo los géneros
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Enterobacter y Escherichia son utilizados ampliamente en el laboratorio como
alimento para las amebas por su preferencia por estas bacterias, de igual modo
existen géneros bacterianos que por el contrario, el creci > de las
amebas, tal es cl caso de los géneros Psendomonas, Bacillus y Staphylococcus que
impiden la adherencia de las amebas en las superficies donde se encuentra lo que
repr un probl para las amebas al momento de iniciar la invasién cuando
parasitan o bicn, cuando se bl 1en Iquier medio en la naturaleza (Pérez
et al., 1983). Por otra parte, cepas del género Bacillus liberan sustancias que
resultan ser téxicas para las amcbas. En otros casos, ias pig d.

las del género Serratia no son utilizadas por las amebas como alimento
(Cordovilla es al., 1993).

Estos protozoos tienen una amplia distribuciéon en diversos medios. Se les
puede rar en lquier tipo de agua: salada, dulce, de cloaca, en aguas de
tuberias domiciliarias (Keleti y Sykora., 1992), potable, (Rivera er al., 1979), de
piscinas (Kadlek er al., 1978) También estan presentes en lagos y en aguas
termales (Moore, 1989), en aguas cmbotelladas, en sistemas de aire
acondicionado, en cualquier tipo de suelo y a diferentes profundidades del mismo,
se han aislado de sedimentos marinos. S¢ han reportado trabajos que han
monitoreado la atmésfera de la ciudad de México encontrandose en mayor
cantidad en aquellas zonas donde la contaminacién por particulas es mayor Rivera
et al., (1987, 1991 y 1994) consideran probable que el principal vehiculo de

it

b

tr ision de Ac ( ba es el aire, provocando la dispersién e invasiéon de
‘amebas patégenas en los diferentes medlos (agua, alimentos o personas
saludables). Lo anterior se apoya en aisl s de as de la regién

nasofaringea de personas sanas (Abraham y Lawande, 1982), asi como de la
mucosa nasal de personas aparentemente sanas (Cerva er aI 1973).

Las amebas anfizoicas son p de r plios rangos de
temperatura que van de 0 a 45° C. Han sido aisladas de diferentes zonas de la
region antartica (Rondanelli, 1987).

Es importante mencionar que se les ha encontrado también en tinas de
hidromasaje, en unidades de dialisis (Gunter., 1992) y dentales, lavados
broncoalveolares y muestras de esputo (Allen er al., 1992), lo cual nenc mayor
importancia si se toma en cuenta que algunos paci en rehabili on cursan
con distintas formas de inmunosupresion (Curtis et al., 1992 ; Rivera eral., 1993).
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En animales se les ha encontrado con cierta facilidad. Se han aislado del
intestino de patos salvajes, de gaviotas, de ratas, de peces, de reptiles y de
anfibios, (Rondanelli, 1987). Hasta el se pi que el hecho de estar

pr en los no se a que sea una condicién de las patologias
que causan (Allen er al., 1992).

1 i

1.3. PATOGENIA DE Acanthamoeba

Las patologias ocasi por repr del género Acanthamoceba
en su fase parasitaria se denomi A biasi

Los padecimientos provocados por amebas del género Acanthamocba si
blcn no pueden considerarse como problemas de salud pablica, si son de

ia clinica por las cc que pueden acarrear, las cuales pueden
ser fatales como en el caso de la Encefalitis Amebiana Granulomatosa, en la que
se prod una faliti Granulomatosa subaguda o cronica, difusa,
necrotizante, generalmente iada a pacient que pr algiin tipo de

inmunosupresion. Es una infeccion oportunista que se presenta en individuos
debilitados, diabéticos, alcohdlicos (Martinez, 1980 ; Hunt ef al., 1995).

Se piensa que el protozoario se discmina por via hematogena desde una
fuente cutanea o pulmonar (Gullet er af., 1979). No menos importante es la
Queratitis Amebiana, la cual aunque no llega a ser fatal, si tiene gran importancia
por el mimero de casos que se han presentado en todo el mundo y por los daiios
que causa a la vision de las personas afectadas.

De manera general los padecimientos menos agresivos consisten en una
gastroenteritis, neumonitis, otitis, vaginitis, prostatitis, o una simple diarrea
(Martinez, 1985). Se han reportado también infecciones en la piel de facil
resolucion (Gullett er al., 1979), en realidad, la infeccién a Tepr la
puerta de entrada dcl protozoario hacia ¢l organismo, y a través de la sangre puede
llegar hasta el Sistema Nervioso Central. Se ha observado que algunos pacientes
con EAG desarrollan nodulos en picl dias previos a la aparicion de los signos y
sintomas neurolégicos (Rondanelli, 1987 ; Ockert, 1993).

Las infecciones oculares que no involucran a la cémea son extremadameme
raras, se ha reportado un solo caso de Uveitis relaci do con una
como infeccién secundaria. (Visvesvara e/ al, 1990).
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A la Queratitis Amebiana se le ha dado mayor interés en su estudio y por
ello se han planteado diversos esquemas para explicar la via de entrada y
diseminacion de la infeccion. Gamer (1993) en el andlisis de 30 casos de Q.A.,
considera que los pasos que leva a cabo el protozoo en su invasién son los

siguientes:

1) Infeccién inicial que involucra el rompimiento de la superficic del
epitelio corneal.

2) Disgregacion de los queratocitos por la invasién de los trofozoitos.

3) Respuesta inflamatoria mediada por neutrofilos.

4) Necrosis estromal aunibuida a la actividad leucocitaria.
John en 1989 describié los posibles eventos mas importantes en la invasiéon

de estos organismos a la comea en usuarios de lentes de contacto, dado el mayor
numero de casos reportados en ese grupo (Esquema No. 2).
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ESQUEMA N° 2
MECANISMOS DE PATOGENICIDAD SEGUN JOHN, 1989.

Lentes de contacto contaminados con Acanthamoeba

Estuche de lentes Soluciones
de contacto Preservadoras

Lente

Comea
l ADHERENCIA DE LA AMEBA

Traumatismo menor
Hipoxia
Poco lagrimeo Quiste y trofozoito en los lentes
Roce de la lente en la cémea

Epitelio C‘_Jmeal ASEO INADECUADO DE LOS LENTES
Alteracion
Daiio
Abrasién
Persistencia de la ameba

Diseminacién en comea
Invasion en conjuntiva
Dispersion por lagrimeo
Enquista!nTnto

Inrasién comneal
Ruptura del Epitelio I—o Epitelio corneal intacto

UERATITIS AMEBIANA
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1.3.1. VIRULENCIA DE Acanthamoeba

bas esta determinada por los

Se considera quc la virul ia de las
siguientes factores:

1.3.1.1, ADHERENCIA

La adherencia juega un papel importante para que la infeccién se inicie. Se
han llevado a cabo estudios donde sc d ra la capacidad de estas amebas para
adherirse a diversos medios; como las superficies i d de los 1 de
contacto o el epitelio comeal. La adherencia se ve favorecida por la temperatura y
el tiempo de permanencia en dichas superficies (Moore y Culley, 1989). Por otra
parte existen trabajos que mencionan que hay variaciones en la capacidad de
adhesiéon entre las diferentes especies que conforman el género, lo que puede
explicar la mayor incid ia de 4. llanii y A. polyphaga en los casos
reportados de Q.A. (Morton ef a/., 1991 ; Sharma ¢t al., 1995). Se ha encontrado
también que los quistes son capaces de adherirse de mancra pasiva a diferentes
superficies (Kelly y L. Xu, 1995).

Existen también diferencias en la adherencia dependiendo del tipo de tejido
corneal que se estudie, el tejido comeal del cerdo y del ser humano, evaluado in
vitro, resulté ser invadido mas efici que el tejido corneal de ratén, rata y

conejo (Phidherney er al., 1993).
Bacterias del género Pseudomonas y Staphylococcus impiden que las

amebas se adhicran ecn superficies como los lentes de contacto blandos, lo cual
puede tener un implicacién en la invasién de estos organismos en la cémea (Gorlin

et al., 1996).

1.3.1.2. MIGRACION

La migracién en los tejidos esta determinada por el tipo de movimiento del
protozoo, el cual es lento en cepas de este género, ademas de que la temperatura
Jjuega un papel imponrtante, ya que a 28 grados centigrados migran mejor que en
relaciéon a altas temperaturas, es por cllo que las infecciones que provocan
presentan un curso subagudo o cronico. Ademas explica la mayor cantidad de

21



a infecciones del si nervioso central

casos de invasién corneal, con resp
(Morton et al., 1991 ; Badenoch er al ., 1995).

1.3.1.3. PENETRACION EN TEJIDO

La penetracion de las mucosas es posterior a la adherencia y 1la
colonizacién. Es un paso importante en el proceso invasivo de estas amebas.

Se ha demostrado que producen enzimas citopaticas:
fosfolipasas, esfingomielinasas, pro y el cay de degradar
proteinas del tejido conectivo, como la colagena y la fibrina organizada en un
proceso inflamatorio. Se ha demostrado en particular en Acanthamoeba castellanii
la prod iéon de i col titi que se¢ piensa contribuyen a la

degradacion del tejido comeal (Mltra et al., 1995).

1.3.2. QUERATITIS AMEBIANA

En este trabajo se hace énfasis en el analisis de la Queratitis Amebiana
(Q.A.) dado que las cepas en estudio provicnen de los primeros casos de Q.A. en
Meéxico, ademas por la imp ia clinica quc esta patologia ha adquirido en las

altimas décadas.

Se define a la Queratitis Amebiana como una infeccién corneal de curso
crénico. Poco a poco ha ido aumentado su diagnéstico a medida que este se
incluye en los diagnésticos diferenciales y las técnicas para su deteccién se han
ido perfeccionando, es una patologia con consecuencias devastadoras a la que por
desgracia no se le ha encontrado un tratamiento adecuado para erradicarla. En
muchos dec los casos los pacientes llegan a perder el ojo afectado por diversas
circunstancias; ya sea porque el diagndstico no fue oportuno, el esquema
terapéutico empleado no fue el correcto, o incluso el trasplante de cérnea - cuando
es necesario realizarlo - no se llevé a cabo bajo las condiciones adecuadas (Moore,
1989). El estado quistico juega un papel muy importante en esla mfecc:on ya que
es altamente resistente a la mayoria de los ag obianos a las

raci que se al en la comea y que se pucden tolerar en la
superficie ocular, por lo que el tr i es extr d dificil (Kilvington
etal., 1990).
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Se desconoce hasta ¢l momento, si es el qui oecl fozoito el agente

infe ylad idad del indculo que d a la infecciéon (B et al.,
1992).

Aitken ef al. (1996) reportaron amebas del género Vahlkampfia y
Hartmannella en estuches de 1 de cc de un paci con Queratitis con

etiologia Amebiana, aunque no fue posible identificar el aislamiento con certeza
en los raspados cornéales.

1.3.3. EPIDEMIOLOGIA DE LA QUERATITIS

El primer caso de Q.A. como ya se mencioné en los antecedentes, se
reportdé en 1973 en EUA. De 1973 a 1981 solamente se reportaron S casos. Este
namero se incrementd con unos cuantos casos de 1981 a 1984 y la cifra ha

tado considerabl de 1985 a la fecha.

Hasta julio de 1989 se habian reportado al Centro de Control de
Enfermedades de EUA 250 casos de Q.A., por lo que se le dio wvalor
epidemiolégico. Se estima que hasta el momento son mas de 400 los casos
reportados de Q. A. en todo el mundo (Visvesvara, 1991).

Bottone ef al. (1992) encontraron que existe relaciéon entre climas

templados y la mayor incidencia de la infeccion.
Hasta el momento no se cuenta en nuestro pais con datos confiables que nos
muestren el panorama de la Queratitis Amebi Su dio se tra en una

etapa temprana de investigacion y sélo se cuenta con la informaciéon de unos
cuantos Hospitales con interés en su cstudio; Hospital Asociacion para evitar la
cepuera en México, El Hospital de 1a Luz y el Hospital Conde de la Valenciana.

En un estudio rcalizado en la ENEP Iztacala con la colaboracién del
Hospital Asociacién para evitar !a ceguera en México se llevé a cabo 1a busqueda
de casos de Q.A_, en donde se detectaron los primeros tres casos de esa patologia
en nuestro pais y son los que se describen en este trabajo. No obstante lo anterior
cs necesario llevar a cabo estudios retrospectivos y prospectivos que permitan
tener una idea clara de la situacion real que impera en México.
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1.3.4. FACTORES DE RIESGO DE LA QUERATITIS

De los casos reportados de Q.A. se considera que ¢l 85 % de las infecciones

estd relacionada con usuarios de lentes de contacto (Kilvington er al., 1990), un
30% de los casos corresponde a paci con algin taumatismo comeal con

introduccion de un cuerpo extrafio y en ¢l 2% no hay razén aparente de su
presencia (Visvesvara, 1991).

La Q.A. se asocia con un dafio o traumatismo corneal en una tercera parte
de la poblacién afectada y poco mas de las dos terceras partes restantes
corresponden a usuarios de lentes de contacto, lentes de tipo blando en su mayoria.
En éste grupo las soluciones utilizadas para su preservacion, el lavado inadecuado
de los estuches dec lentes de contacto y la contaminacién de las botellas de
esterilizadores quimicos juegan un papel importante para la adquisicién de la
patologia y constituyen un factor de riesgo, es frecuente que se utilicen pastillas de
sal disueltas en agua destilada, o bien bajas peraturas como  si de
desinfeccién, de a quc no siempre las condiciones en las que ésta sc realiza
son las adecuadas (Illinworth er al., 1995).

Es relativamente facil aislar b del género Ac '’ ba en
. soluciones preservadoras de lentes de contacto, de personas tanto asintomaticas

como sintomaticas de Queratitis Amebiana (Larkin, 1990).
Los lentes de contacto blandos son mais susceptibles a ser contaminados por
las amebas, el material del cual se elaboran juegan un papel importante y se ha

probado que los trofozoitos se adhieren con facilidad a éstos (Thomas er al.,
1991).

Ademas deben tomarse en cuenta los cambios coméales inducidos por la
tilizacion de los lentes de contacto:

u
= Hipoxia y alteraciones metabolicas.
=

Efectos mecanicos sobre 1a superficie comeal.

= Cambio de la flora normal de la superficie comeal.

= Toxicidad y alergia a los materiales del lente y de las soluciones empleadas.
Bottone er al. (1992) resal la impor ia que puede tener ¢l hecho de

encontrar bacterias asociadas a los | de cc

de usuarios con la infeccion,
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mencionan que esta relacion puede ser sinérgica y sea un paso inicial en la
invasion de las amebas en la comea.

1.3.5. CUADRO CLIiNICO

Los hallazgos clinicos quc sugieren la pr ia de Acanth ba son :

Individuos sanos e inmunocompetentes.

=>
= Historia de contacto directo en coémea con :
Fluidos contaminados (agua destilada, de la llave, agua de tuberias, sol.
salina).
= Lentes de contacto en general y lentes de tipo blando en particular.
= Cuerpos extraiios que produzcan un trauma mcnor.
= Severo dolor ocular.
= Reaccion en camara anterior .
= Usualmente es una infeccién unilateral.
= Erosiones recurrentes del epitelio en estadios avanzados de la patologia.
= Presencia de hipopi6n.
= Curso crénico y progresivo resi al o >
= Cultivos repetitivos negativos a Bacterias
= Infiltrado lar y lesi 1i (Moore, 1985).
No es posible hasta el momento hacer una descripciéon certera de los
eventos que se dan en los paci que pad esta infeccion, solo se cuenta con
las evid i que an los p en casos aislados dectectados en

diferentes estadios y curso clinico, y no es posible hacer generalizaciones (John,
1993).

1.3.6. DIAGNOSTICO CLINICO DE LA QUERATITIS AMEBIANA.

A la Queratms Amebi dificil se le toma en cuenta en los
di Osti dife les inicial De a cotidiana se considera a los virus,

cspccnfcamcmc a los Hcrpes virus en cl diagndstico. posiblemente por la
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apariencia no supurativa de los infiltrados estromales, acompaiiado del epitelio

corneal casi intacto y la for ion de dodendritas. Posteriormente se
considera a las Bacterias como los agentes euologlcos del daiio, mas que nada por
Ia at d ia de patologias originadas por estos organismos, lo cual retarda el

diagnostico y por lo mismo permite que las amebas anfizoicas se multipliquen en
el tejido comeal y lo destruyan ( Beattie er al., 1990).

Al fr en el i > por erradi la infeccion se piensa que pueda
tratarse de una Queratitis micotica, pero por desgracia no e¢s sino después de

1as o incluso de haberse cstablecido la enfermedad que se considera

como posible ag etiologico a Acani/; ba y desafortunadamente para cse
momento la evolucién del daifio es grave y casi irreversible (Cohen er a/, 1985).

Cabe mencionar que, no ob se considere a Ac / ba como el
agente etiolégico de 1a patologia, éste puede ser dificil de confirmar si las muestras
se toman de manera superficial, debido a que el epitelio comeal casi siempre csta
intacto en la fase inicial de 1a misma. Es por cllo que se recomienda hacer biopsias
cornéales para asegurar el hallazgo de la ameba. Estas biopsias de preferencia
deben ser tomadas en quiréfano y por personal calificado, que solamente toque la
zona afectada, de lo contrario el dafio que se provocaria seria mayor que antes de
dicha toma.

En México esta patologia es desconocida por gran parte de la poblacién
médica. Como ya se mencioné son pocos los Hospitales especializados que la
estudian, por lo que es mas dificil que aparezcan en los diagnésticos diferenciales

iniciales.

1.3.7. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

El diagnéstico de la Queratitis Amebiana puede ser confirmado haciendo un
raspado vigoroso de la cémea con un hisopo o espatula. El matcrial obtenido se
tifie con la técnica de Giemnsa, Gram o PAS, se recomienda de a especial el
uso del Calcoflior blanco, y se observa bajo el microscopio de luz o de
fluorescencia, sin embargo en ocasiones no es posible observarlos cuando el
epitelio comeal esta i ), P |} si el infiltrado esta localizado en el
estroma y cubierto por el epitelio corneal. Es por cllo que cuando la infeccion es
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recurrente o dificil de erradi se r ienda hacer una biopsia comneal

(Wilhelmus, 1986).

Los raspados cor
enriquecido con Enterobacter aerogenes inactivado por calor (medio NNE) para el
islamiento de Acani} ba.

Si el paciente cs usuario de lentes de contacto; tanto los lentes, como las
soluciones preservadoras son también sembradas en el medio para su busqueda
(Lindquist et al., 1988 ; Mathers, 1987).

Si la infeccién esta en un periodo crénico, al paciente se le practica una
queratoplastia, de modo que una porcidén de la cornea se debe colocar en un medio
de transporte estéril o bien ser depositada directamente en los medios ya
mencionados y de esta manera, si las amebas estan pr en el tejido, migran
hacia e! agar ¥y en un periodo de 24 a 48 horas se pueden observar bajo el
microscopio. Otra porciéon se fija para rcalzar cortes histolégicos, y técnicas
inmunolégicas (inmunofluorescencia indirecta) o a través de tinciones especificas.

En México no se cuenta con sueros policlonales y mucho menos con sueros
monoclonales para la identificacion de estos organismos, lo que complica la
identificaciéon,. ademais que son pocas las personas capaces de identificar
positivamente a estos organismos a través de la observacion de las muestra en

tal se siembran en pl de agar no nutritivo

P

cualquier tipo de microscopia.

Se han comenzado a utilizar técnicas de Biologia molecular como el PCR
para la deteccién de estos organismos, aunque solo se han estandarizado las
técnicas, su uso no se ha implementado en un diagnéstico oportuno en laboratorios
de diagnédstico clinico por su costo y poca accesibilidad.

En la medida en que se realicen diagnésticos tempranos de ésta patologia,
> que se pueden probar

la posibilidad de un o > exitoso 4, p
diferentes esquemas terapéuticos antes de que daiio llegue a ser irreversible

(Cohen et al., 1985).

1.3.8. HISTOPATOLOGIA DE LA QUERATITIS AMEBIANA.

d infl por
fibroblasti variable y

La Queratitis Amebiana se caracteriza por pr
infiltracién dec células linfocitarias con una r
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necrosis -guda o subaguda. La conjuntiva puede p una 2 on i
e infl da o sub da (Moore y Mc Culley, 1985).
Los trofozoi y los qui estan g 1 localizados en el estroma
o mas profundos en el cuerpo

comeal y por dclante de la membrana de D
ciliar y el tejido uveal. La iritis y uveitis pucden ser el resultado de una

diseminacion hematogena mas que de una invasion directa.
La ruptura del tejido comeal, el edema y la infiltraciéon de neutréfilos es

consecuencia de 1a accién colagenolitica de las amebas, de 1a cual ya se ha hecho

referencia ( Yu Guang er al, 1990)
1.4. TRATAMIENTO

> no ha sido del todo satisfactorio, en parte

Hasta el > el tr
puede atribuirse a algunos o varios de los siguientes puntos:

Baja incidencia de la infeccion.

Curso indefinido de la infeccion.

Diagnodstico tardio del padecimiento.

Virulencia variable de las cepas.

Duracién variable de la infeccion.

R ia de las bas a los farm antib i antifang

antivirales c ! P

icos, ¥

Lyuouy

Amstrong (1994) enfatiza la impor del diagnéstico oportuno en base a
Ia obscrvacion de las amecbas. Debido a que no ha sido posible establecer

diferencias clinicas que permitan distinguir el agente ctiolégico de la patologia. Sin
embargo no es facil identificar a estos organismos si no se cuenta con cierta
experiencia en su identificacién, para ello se han propuesto diversas estrategias
para su aislamiento e identificacion, las les no pre r 1 exitosas, lo que
trae como consecuencia que la identificacién de estos protozoos sea solamente a

nivel genérico en el mejor de los casos.

Se han realizado osas in
esquemas terapéutico que ayuden a limitar el daﬂo que provocan estos protozoos
anfizoicos. Los farmacos que han sido utilizados con cierto éxito son: Itraconazol,

i i ori d. a probar
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icina (Cohen et al.,

i de Propamidina y Tobr

Ketoconazol, Miconazol, I

1987).
Osato y Robinson (1991) realizaron estudios para evaluar compuecstos

antimicrobianos con actividad antiquistica: Paro ici N a,
ici en donde los r itados no fueron uniformes con las

Ketoconazol y N. a,
b lead algunos como la Paromomicina y

diferentes cepas de Acant/ p
Neomicina presentaron un efecto aditivo, y sin embargo no fue posible establecer

un esquema tcrapéutico, que se pudiera sugerir como de eleccion. La mayor
dificultad a la quec se enfrentd el investigador fue la de no encontrar una
correlacion del efecto de los antimicrobianos in vivo e in vitro.

Otros autores han reportado estudios del efecto de diversos fanmacos, como

la Propamidina, Hexamidina y Octamidina (derivados de diamidinas) sobre cepas
A ba con 1 Itados contradictorios (Elder er al., 1994), una

1 os considerar es que, desafortunadamente solo se cuenta con

informaciéon de reportes de casos clinicos aislados, lo que complica la
ion de un '] terapéutico especifico y de uso generalizado, o

P
imp
simplemente reconocer la eficacia de éste, dado a que clinicamente los casos son

detectados en diferentes estadios y no se establecen controles para el mangjo de la
binadas con antib ianos. La cronicidad de

del géncro Ac
deb

yiens que

patologia o se pl terapias
la infeccién también influye ya que la infeccién se controla con relativa facilidad

solo en los primero cstadios, asi que, entre mds tiempo transcurre mis dafio se
presenta en la comea y se dificulta ain mas su eliminacién.

Algunos reportes son contradictorios, mientras que algunos autores apoyan
la idea de utilizar la Propamidina como farmaco de eleccidon, otros como Perrine et
al., (1992) consid que su aplicacion no es da porque la diamidina no es
efectiva para eli i de Acanth ba, lo que explica en parte las fallas
reportadas en el tratamiento de la QA.. D’Aversa er al., (1995) plantean la
posibilidad de utilizar el Isotianato de Propamidina, Neomici y Clotri ol

- bicos ideal

como los far 3
Ishibasi et a/. (1990) fueron los primeros en reportar la eficacia del

Itraconazol en pacientes con Q.A., aunque su utilizacion no ha sido tomada en

de a generalizad 1 autores lo consideran adecuado.
Junes er al. (1994) evaluaron el efecto del Itraconazol y Ketoconazol,
ionan son di les eficaces en el tr i > contra ag: bianos y
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fungicos, son bien tolerados y pueden emplearse en aquellas infecciones

diagnosticadas como no virales y no bacterianas. La ion del 1 1y
Ketoconazol a nivel molecular no ha sido estudiada en amebas, sélo se cuenta con
la informacion de su efecto en hongos donde cc 6 a ser utilizado, se sabe que

afecta la permeabilidad de las membranas y da como resultado una alteracion en el
equilibrio hidrico.

A pesar de lo expuesto con anterioridad no hay un esquema especifico que
se considere como de eleccion. En parte esa contradiccion se debe a que se han
evaluado los farmacos con diferentes técnicas.

Kilvington et al., (1991) indican que existen diferencias inherentes a las
cepas lo que les permite ser resistentes a determinados farmacos y a otros no,
también afinma que se pr una resi ia adquirida lo que puede complicar el
tratamiento. Lo anterior lo sustenta con el hallazgo de una cepa de Acanrhamoeba
de un paciente con Q.A., la cual fue aislada en tres ocasiones en un periodo de¢ 7

meses, observé que el primer aislamiento era susceptible al Isotianato de
Promamidina y en los dos muestreos siguientes resulté ser resistente. Se corroboro
con la técnica de la huclla digital del ADN que se trataba de la misma cepa, lo que
indicé que la cepa original adquirio resistencia a lo largo del tratamiento.

Como ya se menciond se han probado diversos farmacos en estudios in
vitro, sin embargo existen grandes discrep ias sobre los resultados obtenidos
entre una especic y otra, aunado al hecho de que éstos sdlo se han evaluado en
unas cuantas cspecies. Por otra parte al probar dichos farmacos in vive los
resultados varian en gran medida. Es importante mencionar que, los dafios en la

coémea pueden ser per ain do los farmacos utilizados sean efectivos,
como ia de las plicaciones inmunes que puedan seguir a la lesién
del organo.

Cuando se dificulta ¢l tratamiento y la patologia evoluciona puede ser
necesaria la queratoplastia. En este caso es muy importante delimitar la zona que
se debe eliminar, cuidando de no dejar zonas contaminadas con amebas, de este
modo se evita una infeccion recurrente (D Aversa ef al., 1995).

No se recomienda el uso de esteroides ya que, la i presion p

#facilitar la invasion de las amebas, aunque por otro lado ayudan a contrarrestar la
inflamacién y la participacion de mecanismos inmunes en la cémea, lo que ha

h

ocasionado contraindicaciones en los tratami En >s casos se ha

d
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requerido de una intervencion quirargica, sin que por ello se obtengan resultados
positivos, pucs para ese momento el dafio que las bas han do es de
gravedad y a veces se una segunda inters i6n e incl los paci
pueden perder el ojo afectado (Zanetti er al., 1995).

1.S. PREVENCION

En una evaluacién mas profunda, referida al papel que juegan los lentes de

contacto como un factor de riesgo cn la adquisicion de la patologia, Aitken et al.,
idados en la desinfeccion y el

{1996) mencionan que deben extremarse los
mantenimiento de éstos, y de manera muy especial en aquéllos de uso prolongado.
No obstante aunque se tome en cuenta lo anterior, el riesgo no se elimina del todo

(Gray et al., 1994). Como ya se¢ ha do las b anfizoicas se
ampli distribuidas a lo largo del planeta, asi que es factible

entrar en contacto con ellas en cualquier tipo de medio. Lo importantc es tomar las
medidas necesarias para evitar que éstas puedan introducirse a la cérnea como
organismos patogenos. En el caso especifico que nos ocupa debemos tomar en
cuenta los factores de riesgo de la Queratitis Amebiana:

Prescentar alguna lesién comeal
Ser usuario de lentes de contacto
defici de los | de cc

by

Higiene

De éstos, el primero no es posible evitarlo, no asi los dos siguientes los

cuales dependen de un asco adecuado y la utilizacion correcta de soluciones
it¢ de infecci 1 de la

preservadoras de las lentes. A este respecto el
Asociacion de Ofitalmologos que prescriben lentes de contacto en EUA, ha
presentado una serie de recomendaciones entre las que se encuentran las de evitar
luci B preparadas en casa, cvitar el uso de los
de algiin deporte acuidtico con ellos, asi como evitar

lavar las | con sc
1 en pisci ylapr
ponerlos en la boca y "limpiarlos™ con saliva para colocarlos en los ojos de nuevo.
Otras medidas practicas para la prevencion y control de las infecciones
del pablico, asi como un mayor conocimiento de la

4

I incluiria la
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comunidad médica sobre el problema potencial que implica ¢l contacto con estos
organismos anfizoicos (Moore, 1989).

de desinfeccion en contra de

Recientemente se han probado
Acanthamoeba:

Desinfeccioén con calor 70°C - 80°C 10 min.
H>O: al 3%2% durante 2 -3 horas

Timerosal con edetato al 0.001% durante 4 horas
Cloruro de benzalconio al 0.005% durante 4 horas
Clorhexidina al 0.004%  durante 1 hora

bevuy

Kilvington ha demostrado que la desinfecciéon por calor es la mas efectiva

para poder eliminar a quistes y trofozoitos de Ac¢ h enl de cc >
La mayoria de las casas comerciales sacan al mercado sus productos de sol.
debid. para evitar la

conservadoras de lentes sin tomar las pr
permanencia y proliferacion de las amcbas.

1.6. IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

bi se a €n una etapa

En México el estudio de la Queratitis A
temprana de investigacion, la cual dio inicio con el hallazgo de los tres primeros
casos reportados de esta patologia en 1993.

Con éstos tres primeros casos se comprobé el papel que juegan las amebas
i de esta patologia.

anfizoicas del género Acantt ba como ag i
Esto no es mas que el comienzo de una primera etapa en la que es importante la
difusion de informacién dirigida hacia los circulos médico: ializados para ser
tomada en cuenta en los diagnosticos diferenciales lmcnalcs Yy postenormente
en un tr i > optimo de la patologia.

b das sc llevo a cabo con la

evaluar fartnacos que fil
La ubicacion taxonomica de las

ayuda de las claves de identificacion de Page (1988). En primera instancia se
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utilizé el criterio morfolégico para la difer iacion de las b del

fozoito y qui demas de la or izacion del endo y qui . Si se
en cuenta las caracteristicas morfolégicas observadas a través del microscopio
dptico v los tres aislami >s se ubi dentro de la especie
A h ba polyphaga, sin bargo por medio de corrimi isc imatico:

se encontré que de las tres cepas aisladas, dos de ellas corresponden a la especie
A. polyphaga y la r no p corr d i

a de las especies hasta
el momento descritas (cepas del ATCC ubicad taxonémi
Acanthamoeba polyphaga por sus caracteristicas de morfologicas e
isoenzimaticas). Esta cepa que comresponde al primer hallazgo de Q.A. no
coincididé con ningun patron de corrimiento con respecto a las cepas consideradas
como de referencia. Por tal motivo se realizaron otras pruecbas como la
determinacion de la huella digital de ADN, llevada cabo por el Dr. Kilvington en
Ingl Ta, ad as de la repeticion de 1a prueba isoenzimatica en el laboratorio del
Dr. Visvesvara en Atlanta EUA, y en todas ellas se llegé a la conclusion de que se
trataba de una esp hasta el > no descrita.

John (1993) considera que es necesario establecer criterios que pernmitan
una mejor organi i6n y ubicacion de las anfizoicas.

De tal manera que resulta importante el llevar a cabo un estudio que
permita bl I diferencias biolégicas entre las tres cepas consideradas
en un inicio como de la mi peci demas de definir las caracteristicas
biologi mas rele de la cepa considerada como nueva especie: como
conocer su comportamiento antigénico, su ultraestructura a través de la
observacién al microscopio electronico y comparar €stos r ltados con resp > a
las cepas ya definidas.

En base a lo anterior sc p! una prop referente a la
utilizacion de otros criterios para la identificacion Amebiana.

Por otra parte, de los casos positivos de Queratitis Amebiana reportados cn
la literatura internacional, la mayoria emite sus juicios de identificacion en base a
criterios inicamente morfologicos llegando en algunos casos a la identificacion a
nivel genérico solamente, lo que trae como consecuencia confusion en el
diagnéstico y por ende en el i con el igui de los casos
sin resolver ademas de un mal prondstico.

h

ry
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Es importantec mencionar que hasta el momento no ha sido exitoso un
q péuti pecifico en contra de las bas. Algunos prop
la utili i6n de un nu o limitado de fanmacos, sin embargo en nuestro pais no
se cuenta con cllos y por otra parte la misma literatura llega a ser contradictoria en
cuanto al éxito o fracaso de su utilizacion.

Se cucnta con la experiencia de haber utilizado con éxito al Itraconazol
como tratamiento cn los tres primeros casos de Q.A., de manera que, es importante
evaluar el efecto in vivo e in vitro de éste y otros farmacos para poder hablar de
cllos como ] de el ion terapdéutica que ayuden a minimizar los efectos
dc las amebas en ¢l ojo de los pacientes afectados.

Hasta el momento se ha tratado sin mucho éxito el montaje de un modelo
experi } de Qu itis Amebi que permita dil sus ismos de
patogenicidad en la comea. Existen trabajos en que se ha intentado ensayar un
modelo en ratén y rata, sin mucho éxito. Por otra parte se han reportado algunos
trabajos en conejo, pero los resultados son contradictorios. De manera que se
considera importante bl un delo experi 1 que permita conocer los

»s de patogenicidad de las bas y evaluar farmacos i vivo.

=3
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1.7. OBJETIVOS

1.7.1. OBJETIVO GENERAL

ESTABLECER POSIBLES DIFERENCIAS MORFOLOGICAS, DE
DESARROLLO, SEROLOGICAS , PATOGENICIDAD IN VIVO Y
TRATAMIENTO ENTRE TRES CEPAS RESPONSABLES DE LOS PRIMEROS
CASOS DE QUERATITIS AMEBIANA EN MEXICO.

1.7.2. OBJETIVOS PARTICULARES

AXENIZACION DE LAS CEPAS AISLADAS QUE PERMITA LLEVAR
A CABO LOS ESTUDIOS SEROLOGICOS, ISOENZIMATICOS Y DE
PATOGENICIDAD.

EVALUAR EL EFECTO DE DIFERENTES FARMACOS SOBRE LAS
AMEBAS AISLADAS EN MODELOS /N VITRO E IN VIVO.

DETECTAR POSIBLES DIFERENCIAS ENTRE LAS CEPAS
ENCONTRADAS POR MEDIO DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
BARRIDO Y TRANSMISION.

ESTUDIAR Y COMPARAR LA ULTRAESTRUCTURA DE CEPAS
CONOCIDAS CON RESPECTO A LOS TRES NUEVOS AISLAMIENTOS.

MONTAR UN MODELO EXPERIMENTAL QUE PERMITA MOSTRAR
POSIBLES DIFERENCIAS ENTRE LOS MECANISMOS DE
PATOGENICIDAD DE LAS CEPAS ENCONTRADAS.

ENCONTRAR POSIBLES DIFERENCIAS SEROLOGICAS ENTRE LAS
TRES CEPAS, PARA SER UTILIZADAS EN SU DIAGNOSTICO.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. ORIGEN DE LAS CEPAS EN ESTUDIO

Las cepas utilizadas en el pr dio se aislaron de los tres primeros
casos de Q.A. en México:

2.1.1. REPORTE DE LOS CASOS CLINICOS POSITIVOS

2.1.1.1. CASO CLIiNICO No. 1

El primer caso positivo correspondié a una paci del sexo fe ino de
31 afios de edad residente en la ciudad de Mexicali, Baja California, la cual acudié
a consulta en su ciudad natal por pr imi de la conjuntiva y
sensacion de cuerpo extrafio en su ojo |zqulerdo, se le extrajo un fragmento de

plastico y se le traté topi con dex por un periodo de 3 dias.
Posterior se le administré G icina sin éxito, al no encontrar mc_]ona se
le administré Aciclovir de Gpica y ides de a 3 pero
sin resultados positivos por lo que se le dministré K 1 via sistémica y
Tobramicina y Cefalosporina de manera topica sin lograr ninguna mejoria, mas
bien se observo que disminuyé iderabl ia vision de la paciente.

Con los d i d acudié al "Hospital Asociacion para

evitar la ceguera en México” donde se tomaron en cuenta los siguientes signos y
sintomas:

= fotofobia

= dolor ocular severo

= disminucion significativa de la vision

= presencia de una alcera paracentral de 2 mm de profundidad
= hipopidn

= enrojecimi de las juntivas

—2

sensacion de cuerpo extraiio
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= infiltrado estromal presente

La presidn ocular era normnal, el area afe da sc b d izada y
el infiltrado estromal abarco el limbo y el centro de la comea.
Clini tc la lesién fue considerada como una infeccién micética

(Queratomicosis). Se iniciod el t con K ol y G ici sin
lograr cambios positivos.

Se tomo la decision de hacer una debridacion comeal con el objeto de
buscar los agentes ctiologicos del padecimiento, asi es que la muestra se colocéd en
cajas con medios especificos para el desarrollo de Bacterias, hongos, y amebas.

El raspado comeal se realizé en el guiréfano y la muestra fue tomada con
un bisturi y se deposito directamente en las cajas de Petri con los medios
correspondientes, mismas que fueron incubadas a 37°C durante 24 horas, después
de las cuales se observaron numerosos quistes y trofozoitos amebianos.

La pr ia de los qui fue confirmada de inmediato a través de la
tincién con Calcoflior Blanco y la posterior observacién al microscopio de
Fluorescencia.

Después de la observacion de los trofozoitos y quistes ¢n las cajas en
incubacion y confirmar el papel de las amebas como agentes etioldgicos de la
Queratitis de la paciente se modificé el esquema terapéutico. Se le administré
Itraconazol por via oral con una dosis de 150 mg una vez al dia, de manera tépica
dministré Tobramicina en gotas (10.6 mg/ml) cada dos horas.

Dos dias después se practicé una pequefia intervencidon quinargica, la cual
consistid en cubrir a la cormea con el tejido conjuntival. Lo que al cabo de dos dias
redujo notablemente el dolor, por otra parte no se observaron trofozoitos cn la
conjuntiva necrotizada.

Una semana mas tarde el hipopidn se redujo casi en su totalidad, asi como
el dolor y la fotofébia, la ulcera se redujo y su diametro era de 2 mm
aproximadamente.

Catorce dias posteriores al tratamicnto la ulcera se redujo ain mas
midiendo 1 mm de diametro, el hipopion y la fotofobia desaparecieron, por lo que

se redujo la administracion de 1a Tobrami a una gota cada 6 horas.

se
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Al mes del i d i

p 1os defi les v cpitclial
y sol quedd un | d La quimi apia topica se pendid, no asi
el Itraconazol, el cual dejoé de administrarse 6 d 3

Ocho meses mas tarde el leucoma se redujo nomhlememe vy la visién se

bré notabl

2.1.1.2. CASO CLINICO No. 2

El segundo caso comespondié a un paciente masculino de 26 aiios,
originario y resid del Distrito Federal. Sus antecedentes oftalmoldgicos
refieren ser usuario de lentes dc contacto blandos, con poco cuidado y aseo
periddico y desproteinizacion.

En su visita inicial refirié los siguientes signos y sintomas:

Dolor intenso en su ojo derecho, asi como fotofobia y baja agudeza visual
considerable, con una evolucién de 10 dias,
sin referir mejoria.

Exploracion ojo derccho‘ Agudeza visual: vision de bultos.
Conjuntiva: Hip

se aplicé Gentamicina topica

con gestion periqueratica xxx.
Cémea: Ulcera redonda, paracentral a las 8, temporal,
superficial infiltrado, lecho ulcerativo
retroqueraticos.

by

con estroma
limpio, no hay depositos

Y

Camara anterior: Reaccion infl ia, i en células y flare xx,
no se observa hi ién, cristalino i

PoP

tr P

Fondo de ojo: el paciente no cooperd con el estudio.
Exploracidn ojo izquierdo: Agudeza visual 20-20.
Segmento anterior y fondo de ojo normal

tuuy

En el diagnéstico inicial se pensé en una ulcera bacteriana, secundaria a la
mala higi de sus 1 de

Se tomo un frotis de la comea del ojo afectado y se sembré el material en
una ca_]a de Petri con medio NNE enriquecido con £. aerogenes. Donde se observé
cr > bi a las 24 horas posteriores a la siembra.

Se inicié tr i > con Tobr topica reforzada cada hora,
Itraconazol oral 300 mg V.O. diariamente.
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48 horas post-tratamiento: Ojo derecho: mismos hallazgos clinicos.

Una post-tr ni Ojo derecho se aprecia disminucion en el
area de defecto cpitelial. con menor fijacion de fluoresceina.

El infiltrado estromal comeal no sufrié modificacién en cuanto a extension
o profundidad, persistiendo la fotofobia.

10 dias post-tratamiento: Mejoria en cuanto a Ia lesion epitelial, la cual se
mostré reducida en extension, casi sin fijacion de tintura de fluoresceina. La lesién
estromal no parecid haber do en > ni en profundidad, dada esta
mejoria cpitelial se consideré que la evolucién fue muy favorable, no obstante

persistié el dolor y la fotofobia.
15 dias post-tratamiento: No se presento lesion epitelial, la lesién estromal

permanecioé con un aspecto ble, con una opacidad en el estroma, ya no
habia r ién infl >ria en la ca a anterior.

La sintomatologia desaparecié.

Desafor d. el paci comenzd a ser irregular en sus visitas,
continué su tr > con Itraconazol con una dosis de 150 mg.

60 dias post-tr. i >: El paci se pr 5 con ién de cuerpo

extrailo, sin prescripcion médica se automedicé gotas de esteroides tépicamente,
desarrollando descematocele, por lo que se le solicité tejido corncal urgentemente,
icindose un transp! comeal de emergencia.

El resuitado postoperatorio fue muy satisfactorio, se continué con esteroide
tépico, en esta ocasién se indico ¢l esteroide tépico por el tejido donador ajeno,
ademas de Tobramicina topica y solo 150 mg V.O. de Itraconazol

El transplante se encontré claro, con visiéon 20-20, 15 meses post-
tratamiento sin cuadros de repeticiéon de lesién comeal.

pr

2.1.1.3. CASO CLIiNICO No. 3

El tercer caso correspondié a un paciente del sexo masculino de 35 aflos de
edad, residente del D.F., sin antecedentes heredofamiliares y personales

patolégicos de importancia para el caso.
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Los d oftalmi refieren ser usuario de lentes de contacto
blandos, de 11 afios previos a la fecha del padecimiento, refiriendo b habi
de limpieza, nadé con ellos en piscina 14 dias antes.

En su visita inicial refirié los siguientes signos y sintomas:

= Dolor muy intenso en su ojo derecho, con 8 dias de evolucién con baja
agudeza visual, por lo que acudi6 a consulta con un médico general, ¢l cual
le indicé esteroides tépicos (Dex ona), ido el dolor y la
fotofébia 24 horas después de iniciar el tr i >, por lo que acudié a
cC Ita con un oftalmélogo, mi > que lo refirié al Hospital para evitar la
ceguera en México, con el diagnéstico de tlcera posiblemente de origen
bacteriano.

A la exploracion se encontré lo siguiente:

= Ojo derecho: Agud visual: dedos a 2 metros.

= Cérmea: Muestra lesion de 2 mm ulcerada en la regién paracentral temporal,
con minima infiltracién estromal, bordes epiteliales necréticos. No se
presentaron lesiones satélites estromales.
Camara anterior: Con celularidad da (XX).

= Segmento posterior: No valorable.

= Ojo Izquierdo: De caracteristicas normales.

. Se tomé frotis y cultivo, dadas las caracteristicas de excesivo dolor en una
lesién pequeiia, se sembré la muestra en medio NNE enriquecido con E.
aerogenes.

Se inicid el tratamiento a base de Tobramicina topica cada hora 2 gotas y
oralmente 300 mg de Itraconazol.
Dos dias después se confirmo la pr ia de q ianos en el medio de

cultivo con £. aerogenes.
72 horas después de iado el tr iento: el p refiere dolor

ocular, persistiendo la fotofébia y la alcera de 2 mm de diametro, con bordes de

aspecto necrético. Se inué con el mi tr
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la fotofobia era casi nula, el dolor casi habia

1 semana mas tarde:
desap ido por completo, la lesién tenia 3] p > en los bord 1
di inuyélar ion infl ia en la ca a anterior.

28 dias posteriores a partir de la primer visita al Hospital, se comprobd que
el epitelio corncal cstaba integro, sin lesion estromal. Asi mismo la evolucion fue

asintomatica.
Dada la localizaciéon paracentral de esta lesion, la visiéon fue de 20/60 lo

cual es muy satisfactorio.

2.1.2. DESCRIPCION BIOLOGICA DE LAS CEPAS RESPONSABLES DE
LOS CASOS
DE QUERATITIS AMEBIANA

A las cepas responsables de los casos de Queratitis Amebiana se les
denominé HCI-1, HCI-2 y HCI-3, utili do las inicial del Hospital de la
ceguera (HC) uniéndolas con la inicial de I la (I) respecti in el

orden en el que se aislaron.
A continuacién se describen los estudios que se llevaron a cabo con las
dimi > experi I de este trabajo:

cepas en dio, antes de li el pr

2.1.2. MEDIOS DE CULTIVO

2.1.2.1. Cultivo en medio monoxénico (NNE) .- Las tres cepas se

desarrollaron y crecicron bien en el medio no nutritivo enriquecido con £.

aerogenes (De Jonckheere, 1977).
Se hizo un seguimiento del modo en que estas cepas se desarvollaron en las

cajas de Petri por un periodo de 7 dias.

Se realizé una cuantificacién de las amebas por dia de crecimiento. La cepa
HCI-1 pr 6 un creci > radial, uniforme, constante y con gran proliferaciéon
Amebi de tal a que, un dia desp de la sicmbra, las bas habi
salido del cuadro de agar y se encontraban a 0.5 cm de éste y a los 7 dias las
amebas se encontraban en los extremos de las cajas con el mismo patron de
crecimiento con un 95 % de trofozoitos y un 5% de q aproxi d La
cepa HCI-2 crecié mas bien dc manera desordenada, no se p 5 un imi
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1 hahi;

radial y uniforme. Al do dia de la siembra sol algunas
salido del cuadro de agar y al tercer dia un 60 % de la poblacion estaba enquistada
y el otro 40% estaba formado por trofozoitos dispersos en el medio. La cepa HCI-
3 pr 6 un imi 31 al de la cepa HCI-1, éste fue radial, uniforme,
constante y con una gran proliferacion Amebiana. De igual modo al séptimo dia de
crecimiento en las cajas de Petri la amebas alcanzaban los extremos del agar.

Los quistes fueron viables por un periodo de un aiio en ¢l caso de la cepa
HCI-1, la HCI-2 por 4 meses y la cepa HCI-3 por un periodo de 6 meses. Se
dieron diferencias significativas en el crecimicnto de las tres cepas a partir del

tercer dia de su siembra.

2.1.3. IDENTIFICACION DE LOS ORGANISMOS

a las cepas aisladas se realizaron las

Para bi tAaxC
siguientes determinaciones:

2.1.3.1. MICROSCOPIA DE LUZ

Se observaron las formas tréficas y quisticas a través un microscopio de

contraste de fases a 10, 40 y 100 X (Zeiss Mod. HI).
En las tres cepas se observaron los lobopodos y acantépodos, asi como las

formas quisticas con una doble pared caracteristicos del género Acanthamoeba.
2.1.3.2. MORFOMETRIA

Las mediciones de los trofozoitos y de los quistes se llevaron a cabo a
través del microscopio de contraste de fases con un aumento de 40 X. Se hicieron
mediciones de 100 trofozoitos y 100 quistes.

Los pre dios de los Itados obtenidos se an en la sig

cuadro:
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CUADRO N° 4.
Morfometria de l1as amebas aisladas de los primeros casos de Q.A. en México.

CEPA TROFOZOITO QUISTE
Largo Ancho Diametro | Diametro Numero de brazos del
del Niicleo quiste maduro
HCI - 1 | 18 micras 15 micras 2 micras 15 micras 5 -6 brazos
HCI - 2 | 17 micras 15 micras 2 micras 15 micras 4 - 5 brazos
HCI - 3 | 17 micras | 14.5 micras 2 micras 14 micras 5 - 6 brazos

2.1.3.3. LOCOMOCION

Con un microscopio de contraste de fases, se observd el movimiento de
cada una de las especies aistadas asi como los lobopodos caracteristicos de la clase
a la que per las bas encontradas, asi como las finas proyecciones a lo
largo del cuerpo ameboideo que aparecen y desaparecen a medida que se mueven
los acantépodos que le dan el nombre al género al que forman parte.

Los movimientos observados son lentos y pareciera ser que no tienen una |

d d, 1

direccién especifica estos or i se P

2.1.3.4. QUISTES

2.1.3.4.1. For ién de prequi - Se col on a observar prequistes
entre el cuarto y quinto dia de haber montado los microcultivos. Los prequistes son
trofozoitos que al disminuir los nutri del medio comienzan a adoptar una
forma redondeada sin que por cllo formen todavia una doble pared caracteristica
del género.

2.1.3.4.2, For i6n de quistes.- Los qui ya formados con su doble
pared se observaron a partir del sexto dia de haber claborado los microcultivos.

Se determiné un numero de 4 -5 brazos en los qui de las esp
aisladas.

Entre el sexto y séptimo dia de haber elaborado ltos microcultivos, la

poblacion en un 95 % estaba formada por quistes, un 4 % por prequistes y el 1%
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por trofozoi con movimi >

mas lentos y localizados en los extremos
del pozo (tal vez en busca de oxigeno).

2.1.3.5. PRUEBAS DE TEMPERATURA

Se probo la capacidad de estas cepas para desarrollarsc en diferentes
temperaturas.

El crecimiento se pr o

en mejores condiciones cuando la temperatura

era la del ambiente. Temperaturas probadas: temperatura ambiente, 30°C, 37°C,
40°C y 42°C.

HCI-1
Esta cepa crecié mejor a una temperatura bi el crecimicnto fue
menor a dida que se ba la peratura, de manera que, a 42°C el
crecimi fue minimo y rapid. se enqui las b
HCI -2

La forma en la que se comporté esta cepa de acuerdo a las diferentes
temperaturas fue muy irregular. La
su crecimi sin b

peratura bi 116 ser 1a opti para

£0 aun a temperatura ambiente la cepa facilmente se
enquistaba en un periodo de ticmpo muy corto (tres dias).

HCI-3
Al igual que las cepas anteriores ésta se desarrollé de manera Optima a
atura bi (aprox 20 °C). El compor iento fuc al de la

cepa HCI-1, a mayor temperatura, menor crecimiento.
De acuerdo al modo en que se desarrollaron las tres cepas encontradas se
desprende que las tres poblaciones se desarrollan mejor a una temperatura
ambiente.
La HCI-1 presenta un mayor rango de tolerancia a la temperatura, lo que no
sucede con la cepa HCI-2 1a cual ademias de no ser viable a temperaturas mayores
de 37°C se enquista en un periodo no mayor de tres dias independientemente de la
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temperatura a la que se esté incubando. La cepa HCI-3 tolera también rangos
amplios de temperatura.

2.1.3.6. IDENTIFICACION BIOQUIMICA PRELIMINAR

A través de las pruebas bioqui se ubicaron 5 a las
amebas encontradas, las cuales de acuerdo a los cormi y las cepas de
referencia utilizadas se pudo decir que las cepas HCI-1 y HCI-2 correspondian a la

pecie Acanth, ba polyphaga.

La cepa HCI-1 presenta similitudes con r
pertenecientes al grupo 1, sin bargo no coincid

p a las pas corridas
en su totalidad.

Al encontrar un patron de corrimiento diferente a los patrones de referencia

se enviéo a la cepa HCI-1 al laboratorio del Dr. Govinda Visvesvara para su

alisis, los r ltados que obtuvo coinciden con los

os, por lo que el Dr.
sugirio que se trata de una especic diferente a las que hasta el momento s¢ han
descrito en las claves de identificacion.

Los estudios realizados en este trabajo se llevaron cabo con las tres cepas

descritas anteriormente y se compararon con las cepas P23, Ap y PQ, las cuales
son cepas de referencia del ATCC ubicadas taxonéd
y fucron utilizadas como patrones de ¢

como A. polyphaga
paracion rep de 1a especie A.
polyphaga. Es importante mencionar que 1a cepa P23 fue utilizada por Pussard y
Pons para describir a 1a especie.

La Ap es una A. polyphaga tipo, proporcionada por el Dr. Simon Kilvington
del laboratorio del Hospital de Salud Pablica de Bath Inglaterra.

La PQ (polyphaga Queratitis) es una Acamhamoeba polyphaga que
proviene de un caso de Queratitis de Inglaterra prop bié
Simon Kilvi ta cual sol

por el Dr.
se utilizé en las pruchas seroldgicas.

2.1.3.7. CULTIVO DE LAS CEPAS

Todas las cepas de Acanth ba:

PQ, Ap, HCI-1, HCI-2, y HCI-3, se

hicieron crecer en cajas Petri con medio de cultivo NNE, con bacteria
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Enterobacter acrogenes inactivada por temperatura a 65°C durante 30 minutos
(Anexo No. 1).

Para la axenizacion de las cepas, se utilizaron los medios de cultivo Chang,
Bactocasitona, y medio Casoy (Anexo Na. 1).

Se tomdé un cuadrito de medio NNE de aproxi d 1 cm?, giendo
la zona en la cual se encontrara la mayor cantidad de trofozoitos. Se coloco el
cuadrito en tubos con 2.7 ml de medio de cultivo liquido mas 3 % de suero fetal de
bovino.

2.2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

2.2.1. Ratones.- Se usaron ratones (AMus musculus) de la cepa CD-1,de 4 a

6 semanas dc edad, >s, los \| se ieron en el bioterio cn
condiciones normales, sin tr i previo.

2.2.2. Conejos.~ Se utilizaron conejos albinos (Orictolagus cuniculus) de la
raza Nueva Zelanda de 2.5 - 3 kg. de peso, a la mayoria de ellos se les mantuvo
bajo condici normales, sin ningun tipo de tr i ) previo. A otro grupo de
conejos se les 6 un i i p con hidrocortisona (0.5
mg/ml DEXVETS. B. Parfam. S.A.) dias previos a la infeccion experimental de la
QA.
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2.3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
2.3.1. MICROCULTIVOS

Con el propésito de evaluar mas objetivamente algunos aspectos de la
biologia de los organismos en estudio, asi como la accion de los farmacos, se
elaboraron los microcultivos segan la técnica de Pussard.

Se utilizaron camaras de Pussard, las cuales se preparan sobre un
portaobjetos simulando peq os ecosi cerrados constituidos por un
sustrato de agar, una cierta cantidad de amebas y gran cantidad de Bacterias vivas;
Enmterobacter acrogenes como alimento (Pussard, 1973).

En este tipo de sistemas las amebas crecen del centro hacia los extremos
creandose en csa pequeiia superficie diferentes regiones de estrés. Lo que permite
que en este sistema cerrado se puedan monitorear a los organismos en las distintas

fases de su ciclo celular.

2.3.1.1. Procedimiento.- Sobre una laminilla de vidrio se deposité una capa
delgada de bactoagar al 1.5 %.
Se hizo una excavacién en el agar de aproximadamente S mm?>.

Se cortd un fragmento de papel celofan, ¢l cual, con ayuda de una pmza se
bas en >

puso en contacto con la superficic de medio NNE con
pasando varias veces el celofin para capturar la mayor tidad de b

El fragmento de celofan se colocé sobre el espacio libre de agar, con la
parte impregnada de amebas hacia arriba.

Con una pipeta Pasteur se tomé una P ion b iana y se colocé una
gota sobre el cubreobjetos y se volteé de manera que la gota con bacteria quedara
suspendida por debajo del cubreobjetos. De este modo se colocé sobre el trozo de

celofan con las amebas.
Fue importante hacer coincidir la gota con Bacterias con la superficie de

celofan con las amebas.
Se sellé la preparaciéon con parafina refinada y se guardé en camaras

hamedas a temperatura ambiente.
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Se observo cada microcultivo al microscopio (Invertoscopio NIKON FX -
35 DX) diariamente por un periodo de sicte dias para observar los distintos
estadios del ciclo de vida de 1as amebas y llevar un registro de los cambios.

2.3.2. PRUEBA DE SENSIBILIDAD A FARMACOS

Se llevo a cabo la evaluacién de la sensibilidad de las amebas en estudio a
diferentes farmacos utilizados en los primeros casos de Queratitis Amebiana. Se
siguieron dos esq de 1 ion: Sensibilidad a farmacos in vitro y
sensibilidad a farmacos in vive cn ¢l modelo experimental en conejo.

2.3.2.1. Sensibilidad a farmacos in vitro

Se realizé la prueba de acuerdo a la técnica de sensibilidad a farmacos
(prueba cualitativa) propuesta por Kilvington (1991), a la cual se le hicieron
modifi i para considerarla como i itativa.

Las cepas en estudio se hicieron crecer masivamente en cajas de Petri
conteniendo medio no nutritivo (NNE) enriquecido con Bacterias inactivadas por
calor, empleando una cepa de Enterobacter acrogenes.

Se dejaron incubando a temperatura ambiente por un periodo de tres a cinco
dias dependiendo del crecimiento de las cepas.

Se observaron diariamente bajo el Invertoscopio ( Zeiss 476005-9901) hasta
encontrar que las amebas se habian desarrollado en el 90 % de la caja y la
poblacién de trofozoitos era de aproximadamente el 80% con relacion a la
poblacién quistica del 20 %.

2.3.2.a.1. C 6 de iIas amebas.- Una vez crecidas se
concentraron las amebas en un tubo de ensaye, haciendo un barrido de las mismas
con una varilla de vidrio y 0.5-1 ml de agua destilada estéril o sol salina por cada

caja de Petri, hasta alcanzar un volumen final de 4-5 ml ios para reali las
pruebas de sensibilidad.
2.3.2.1.2. C de las bas .-(la técnica original no contempla un

A

bas, estas se contaron con

conteo de los organismos) Una vez las
la ayuda de un hemocitémetro para asegurar una poblacion promedio de 29 000 a
30 000 células/ml.
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2.3.2.1.3. Tr fe in a pl de ELISA.- Esta se llevé a cabo con
micropipetas de 100-1000 ul, para depositar en los pozos p
un volumen final dc 300 pl conteniendo una cantidad aproximada de 9000
protozoos en cstado trofico y quistico ( 80 % - 20 256 ) (Se hizo esta modificacién a
la técnica original , para considerarla i itativa).

Se dejaron las placas a temperatura ambiente por un periodo de una hora
para permitir que los trofozoitos y quistes se adhiriesen al fondo de éstas. Al final
de este tiempo se decantd el liquido excedente.

Se contaron los trofozoitos que se adhirieron al fondo de los pozos.

2.3.2.1.4. Adicién de los férmacos en diferentes concentraciones.- Se
probd la acciéon de la Tobramicina, Itraconazol, y Neomicina. Se utilizaron las
dosis ini de to con la comea semejando las dosis terapéuticas
prescritas por los oftalmélogos del Hospital “Asociacion para evitar la ceguera en
México™.

a

CUADRO 8. C i de fér utilizados en mg/ml
TOBRAMICINA
2,72 mg 1,36 mg 0,68 mg
ITRACONAZOL
2,0mg 1.0 mg 0.50 mg
NEOMICINA
0.70 mg 0.35 mg 0.175 mg

Se incubaron las placas durante 24 horas a 30° C en un ambiente humcdo.
Se d on las soluci y se lavaron con agua destilada para eli
restos de los farmacos. Los lavados se Hevaron a cabo tres veces.
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Se¢ observaron a través del Invertoscopio para hacer un registro de las
condici de los organi
i con alteraciones morfologicas y en su

Se hizo un de los os
on las de destruccién celular.

€aso se ¢« d
Se reinstalaron las condiciones ideales de desarrollo amebiano agregando a
los pozos agua destilada estéril y £. aerogenes. Se incubaron por 24 horas.
Nuevamente sc observaron las placas en el Invertoscopio para determinar el
porcentaje de poblacion viva y las condiciones en las que se encontraban (Ver

diagrama de flujo).
Las pruebas se realizaron por triplicado.
Se tomaron secuencias fotograficas de los cultivos normales y tratados.
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Esquema No. 3

PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A FARMACOS

imi > en pk: transferencia a D ion del agua
placas de ELISA + o sol salina
solucién salina o H:O dd
(después de 30 min. observacion al microscopio)
Adicién de los farmacos
en diferentes
concentraciones
24 hrs 30°C
Agregar agua

Decantacion de las

destilada estéril Observacién at soluciones + agua

+ bacteria (. -——m8m——

aerogenes) microscopio destilada o sol salina
Incubar 24 hrs Observacion al
a 30°C microscopio
El proceso se hace por triplicado con qui y trofozoitos

51



2.3.3. AXENIZACION

La axenizacion fue un proceso indispensable para cubrir los siguientes
objetivos, ya que era necesario contar con cultivos masivos libres de Bacterias
para llevar a cabo los dios biolégi perti

Con ese propdsito se probaron tres medios de cultivo diferentes (medio
Casoy, Bactocasitona y Medio Chang), y con el objcto también de dar oportunidad
a Ias cepas de crecer en los medios idéneos, pues no siempre lo hacen bajo las

condi no ob se pretendio en todo momento que los cultivos se
mantuvieran bajo las mismas condiciones de crecimiento para evitar la presencia
de variables extrafias. El medio Chang es €l mas ampliamente utilizado y del cual
se hace referencia en trabajos reportados a nivel intemacional, de modo que se
probo con los cultivos masivos. Por otra parte tenemos referencia que cuando se
h corrimi isc imaticos de Entamoeba histolytica procedentes de
diferentes medios de cultivo, se obtienen patrones de corrimiento distintos, 1o cual
reforz6 el criterio de mantencr las cepas en un mismo medio de cultivo (Anexo
No. 1).

2.3.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA BARRIDO

Las cepas se hicieron crecer masivamente en medio PBSGM (Chang)
enriquecido con suero fetal de bovino.
El contenido de una pipeta Pasteur con trofozoitos se deposité sobre

cristales de 1 cm’ previ lavados y desengrasados con el objeto de permitir la
formacion de una pa (se ailade medio liquido Chang sobre éstas).

Se fijaron las as en gl Idehido al 2 % durante 2 horas.

Se lavaron las as con soluciéon amortiguadora de fosfatos pH 7.2 tres

veces por 10 min. cada uno y se deshidrataron con diferentes alcoholes, desde
alcohol al 40 %% hasta alcohol al 100 %.

Posteriormente se secaron a punto critico ( CO; ).

Se cubrié con una capa de oro de 150 A de espesor en cobertor idnico, para
después observarlas al microscopio de Barrido (JEOL. JSM 258).
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2.3.5. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Se inicié el estudio con cepas axénicas en medio Chang.

Las cepas en estudio se hicieron crecer masivamente en botellas de cultivo
de tejidos de 15 ml de capacidad hasta formar una monocapa.

2.3.5.1. Fijacion de las muestras.- Se prefijaron las muestras en
glutaraldehido al 1.5 2 durante 2 horas.

Se lavaron tres veces las muestras con buffer de cacodilatos 0.1M 10 min
cada vez., posterionmente se centrifugaron a 1500 r.p.m. durante 3 minutos.

La pastilla se resuspendié en tetroxido de osmio (1:1 en cacodilato de sodio
0.2 M de tal modo que el tetréxido preparado al 2% quede al 126 y el cacodilato
quede a 0.1M).

Se lavaron las muestras con cacodilato al 0. 1M, por tres veces.

2.3.5.2. Deshid ion de las ras.- Se deshidrataron con alcohol
etilico a diferentes concentraciones ( 40% hasta 60 %), 15 min cada vez.

Se continué la deshidratacion con alcohol al 7026 hasta llegar a alcohol

etilico del 100 26 por 10 min en cada paso.

2.3.5.3. Inclusién en EPON

Mezcla A Mezcia B
Epon 812......62 ml Epon 812...., 100mi
Plastica < Dureza
D.D.S.A...... 100m! NMA............. 89 ml
(anhidro de cenilsuccinico)
Agitar 30 min Agitar 30 min

En un vaso de precipitado se colocd la mezcla B y se agregé la A, se agitd
con mosca por 5 minutos. Se agregé gota a gota ¢l DMP-30 (polimerizado) y se

guardo en el congelador.
2.3.5.4. Cortes ultrafinos.- Se realizaron con una cuchilla de diamante.

2.3.5.5. Tincién negativa .- Se utilizé acetato de uranio al 5% y citrato de

Pb Reynolds.
Se observacion con un microscopio de transmisién y se tomaron

fotografias.
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2.3.6. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

Se llevé a cabo el establecimiento del modelo experimental de EAG en
> en la fase endozoica de las

ratén con el objeto de comparar el compor
amebas en estudio. Este se dividié en diferentes fases a saber:

2.3.6.1. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD EN RATON

Esta prueba se utiliza después de que se aislan las amebas de diversos
medios, con el objeto de evaluar la capacidad amebiana de provocar infeccién en
el sistema nervioso central del ratén, y asi determinar en forma indirecta la posible
patogenicidad hacia los humanos. Esta prueba fue introducida por Culbertson
(1959) quien encontré que el ratén es un buen modelo para evaluar la EAG y la
MEAP.

La prueba se realizo en 2 fases; por inoculacién intracerebral e intranasal.
las bas en

2.3.6.1.1. Inoculacién Intracerebral.- Se cc aron
cultivos axénicos en fase log. por centrifugacion a 2500 r.p.m. durante 10 min

Las amebas se contaron con un hemocitdmetro y en promedio se utilizaron
los cultivos con una concentracién no menor de 1 x 10" amebas/ml.

Con una jeringa de insulina se inoculé un lote de cinco ratones de 2 a 6
semanas de edad por cada cepa en estudio.

A cada ratén se le inoculé un vol. de 0.02 ml del cc do de b
asegurandose de introducir no menos de 1 x 10* org: os. La i lacién se
hizo a través de los huesos parietales, hacia la linea media del craneco o a la altura

de las orcjas.
2.3.6.1.2. Intr L.- Se siguieron los tres primeros pasos

expuestos con anterioridad. Con una jeringa de 1 ml se pusieron (0.02 ml) de la

suspension Amebiana en los orificios nasales de un lote de cinco ratones.
Los ratones inoculados de las dos maneras se vigilaron diariamente por un
periodo dec 21 dias durante el cual se llevé un registro de los cambios en el
compor o de los r sc registraron las manifestaciones clinicas de la
patologia cuando ésta se presenté. Se llevo un registro de la ingesta de agua, de los
movimientos, respiraciéon, sudoracién, reflejos y fecha de fallecimiento en caso de

T Iacid

que la cepa fucra patégena.
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A los ratones que murieron antes de los 21 dias se les realizé la necropsia
laciéon fue i ebral. Se extrajeron los

extrayendo el cerebro cuando la i

siguientes organos: cerebro, higado, pulmén y rifién, do la i lacion se
realizé de a intr 1, los les se braron en cajas de Petri con medio
ar las bas y d ar

NNE y £. aerogenes. Se incubaron a 30° C para r P
de esta manera, que fueron las responsables del daiio. Cuando los ratones no
murieron antes de los 21 dias, se sacrificaron y se les extrajeron los érganos para
sembrarios del mismo modo que los anteriores, para saber si las amecbas
sobrevivicron cn los ratones e invadieron los 6rganos aunque no hubieran causado

su muerte,

2.3.6.2. MODELO EXPERIMENTAL EN CONEJO

Se siguieron dos esquemas para el ecstablecimiento del modelo
Uno de cllos se llevé a cabo en las instalaciones de la ENEP

expcrimental:
Iztacala, donde la inoculacién se realizé6 a través de goteco previa imritacién

superficial de la cémea.
El segundo esquema se hizo en el Hospital “Asociaciéon para evitar la Ceguera en

Meéxico™ en el laboratorio de Microbiologia y Patologia experimental, con una
inoculaciéon intraestromal, asi como la evaluacion de farmacos in vivo (ver

esquema metodolégico).

2.3.6.2.1. INOCULACION POR GOTEO

blecimi del delo experimental con la inoculacion de

Se inici6 el
la cepa HCI - 3. Se eligié por su répido crecimiento en fase log y por la virulencia
que mostré en la prueba inicial de patogenicidad en ratén. -La cepa HCI-1 fue mas
vir sin bargo en ese momento no fue posible utilizarla por 1la
contaminacion bacteriana que impedia su desarrollo-.

La cepa axénica se hizo masi en botellas de cultivo de tejido
de 15 ml de capacidad hasta formar una monocapa.

Se centrifugo el contenido de las botcllas a 2500 r.p.m. por 10 min.

La pastilla Amebiana se resuspendio en 2 ml de solucion Ringer estéril.

Se contaron los trofozoitos con un hemocitometro, con el objeto de asegurar

un promedio de 1.6 x 10’ trofozoitos/ml.
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Se para \] la flora bacteriana y ascgurar que no
hubiese amebas antes de la inoculacién.

Se utilizo talco estéril para provocar una abrasiéon corneal ligera previa a la
inoculacién de la pensién Amebiana.

Se utilizé hipoclorito de sodio a una concentraciéon de 2.25% y se aplicé
una gota momentos antes de la inoculacién, con el proposito de provocar un
cuadro de irmritacién comeal.

La inoculacién se llevé a cabo con micropipetas de 100 pl, dejando caer las
amebas en solucion sobre el ojo derecho de cada conejo.

Se realizé una evaluacién clinica diariamente para observar y registrar los
cambios en la comea de los animales.

Esq de I lacién: Se trabajé con un lote de 20 conegjos, el cual se
dividié en dos grupos de 10 conejos cada uno, segun el esquema No 4.
La inmunosupresion se llevé a cabo iny do diari 60 mg de

hidrocorntisona (DEXVET S. B. lab. PARFARM) por via intramuscutar, 5 dias
previos a la inoculacidon y 10 dias posteriores a ésta.
Se utilizo talco estéril para provocar abrasion comeal ligera semejante a la

que se produce con el polvo del ambiente, momentos previos a la inoculacién de la
ion A bi

Se utilizé hipoclorito de Sodio en una concentraciéon de 2.25 % y se aplicd
una gota momentos antes de la i lacion, a efe de inducir un cuadro de

qucratoconjuntivitis e irritacion quimica del epitelio corneal.

2.3.6.2.2. INOCULACION INTRAESTROMAL

La inoculacio i omal se llevd a cabo en el laboratorio de
microbiologia del Hospital “*Asociacién para evitar la ceguera en México™. Se
utilizaron 34 conej 1bi (Nueva Zclanda), con un peso aproximado de 2.5 a
3.0 kg. Se utilizaron 10 congjos para el modelo de Queratitis, 12 conejos para la

valuacion del Ketc 1 ¥ 12 conejos para 1 1a accion del Itraconazol
(oral y 16pico en cada caso).

Se examinaron las coérneas de todos los conejos momentos previos a la
inoculacion, para confirmar su buen estado, ademas s¢ tomaron muestras de la
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hubi i que pudicran interferir

flora comeal para asegurar que no

con los resultados.
La inoculacién se llevé a cabo con una suspensién de 4. polyphaga (HCI-3)

con 1 x 107 trofozoitos/ml crecida del mismo modo que la inoculacién por goteo.

La poblacié biana ba cc ituida por mrofozoitos (95%) y quistes (5%)
diluidos en una solucion de fosfato sédico de d a una cc aciéon
de 4 mg/ml.

Se anestesiaron los concjos con ketamina a dosis de 20 - 25 mg/kg.
Se deposité el inoculo amebiano con una jeringa de insulina y aguja del No.

22 en el estroma corneal.

Se inocularon tres puntos equidi
uno, usando como referencia la zona superior para el primer punto y en la zona
inferonasal intema c inferonasal externa bajo microscopio de microcirugia, el total

del ojo d ho con 0.03 ml cada

del inoculo fue de 0.1 ml.
A el ojo izquierdo de cada conejo no se le aplicé nada para usarse como

testigo.
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Esquema No. 4

| Crecimiento masivo de la cepa axénica dc un caso de Q.A. ]

l Concentracion por centrifugacion ]

' Poblacion amebiana con 95% de trofozoitos, 5% de quistes (1.6 X 107/ml) l

1
L Inoculacién intraestromal 34 J
T

i 1 e 1
Inmunosupresién Sin inmunosupresion Inoculaciéon de 24 10 concjos para
10 conejos 10 concjos conejos seguimiento
de la Q.A.
I 1 I 1 8 dias posteriores
Hipoclorito Talco Hipoclorito Talco
de sodio estéril de sodio estéril I 1
5 conejos 5 conejos| 5 conejos 5 conejos Ttraco 1 Ketoconazol
r L L ' 12 conejos 12 conejos
F“""cw" por 8°'°‘ﬂ Via oral Via topica Via oral Via topica
3 mg/kg. al 2%% 1.5 mlkg. en susp. al
cada 24 hrs. cada 4 hrs. en sol. 0.82% 1% cada
6 conejos 6 conejos cada 24 hrs. 6 4 hrs.
conejos 6 conejos
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2.3.6.2.2.1. EVALUACION CLINICA

fueron inados con una la a de
lacién y I hasta 38

Bajo anestesia gencral los
hendidura los dias 3, 7, 10 posteriores a la i

dias después de la inoculacion.
La evaluacién clinica se llevé a cabo considerando la opacidad comeal en

grados como sigue:

DO CARACTERISTICAS

Sin opacidad cormeal ( normal).
Opacidad visible solamente con luz.
Opacidad visible por retroiluminacién que permite observar los vasos

del iris.
Opacidad visible a la retroiluminacion que no permite observar con

detalle los vasos del iris.

G

17 N-c?

Se llevé una bitacora en la que se anoté la evolucién de cada uno de los

conejos.

Lote No 1

Evaluacién clinica de Ia Q.A.

Se enuclearon los dos primeros conejos al 3° dia posterior a su inoculacién:
dos conejos al 7° dia: dos concjos al 10° dia de la inoculacién, otros dos se
enuclearon el dia 30 y 2 el dia 38.

Posterior a la enucleacién del ojo. 1a cémea fue separada del globo ocular,
seccionada en forma aséptica y sembrada en medio NNE con £. aerogenes para
bas. Se consideré perti utilizar una
de los organi o sus

poder recuperar en forma viable a las
prucba especifica y precisa para determinar la pr
restos en la cdmea de los conejos, por lo que se utilizd la técnica de PCR, la cual
se realizé en el Hospital Infantil de México Dr. Federico Gomez, en el laboratorio

de parasitologia, bajo la direccion de la Dra. Enedina Jiménez Cardoso.
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Lote No. 2

Sensibilidad a firmacos in vivo

Este lote de 24 conejos se dividié en 4 grupos y se inicié el tratamiento 8
dias después de haber sido montado el modelo.

Lote 2 a .- Este lote se traté con Itraconazol oral en dosis de 3.0 mg/kg.
suspendido en sol. salina al 0.85% cada 24 horas. Administrado diariamente por
un periodo de 38 dias, Observando la evolucién de la Queratitis. Al término de 38
dias se practico la enucleacion, y se aplicaron las técnicas ya mencionadas para la
identificacion de las amebas.

Lote 2 b .- Este lote fue tratado con Itraconazol por goteo (via tépica) en
suspension al 2 % en hidroximetilcelulosa cada 4 horas en un periodo de 38 dias,
después de los cuales se ecnuclearon los ojos aplicando las técnicas antes

das para la bisqueda de trofozoitos y qui

Lote 2 c.- Este lote fue tratado con Ketoconazol oral en dosis de 1.5 mg por
kg. de peso, el i > bién se aplicé por 38 dias, durante los cuales se
observé la evolucién de la Q.A.. Después del tiempo prop o se learon los
ojos y se separ6 la cérmea para detecciéon de quistes y trofozoitos de la cepa en

estudio.
Lote 2 d .- Con este lote se probé el watamiento por via tépica con una

suspension del Ketoconazol en solucién de hidroximetilcelulosa al 1% a pH 7 cada

4 horas en 38 dias.
Se realizd una exploracién oftalmica de los conejos con una lampara

de hendidura a los 3, 8, 15, 22, 29 y 38 dias.

2.3.7. ISOELECTROENFOQUE

2.3.7.1. PREPARACION DE LOS CONCENTRADOS DE AMEBAS PARA
1EF

Se cultivaron las amebas en botellas para cultivo de tejidos de 25 c™ con

10-15 ml de medio Chang por tres dias a 30 ° C o hasta observar una monocapa de
trofozoitos, 1o cual debe de representar alrededor de 10° células por ml.
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do las botellas durante 3 min. a una

'y

Se cc on las pe
temperatura de -20 ° C teniendo cuidado que el medio no sc congelara. Se agitaron

vigorosamente las botcilas y el medio se vacié en tubos de centrifuga de
clul bi: se cc aron por centrifugaciéon a

polipropileno de 15 m! Las
2500 g durante 10 minutos y se d ho cuidad el sob d.
La pastilla de células se pendié en agua destilada y se transfirié a
S nuev te a 3500 g por 10

tubos de microcentrifuga de 2.0 m! y se co
minutos. Se tiré con cuidado el sobrenadante, cuidando que la pastilla quedara

intacta.
Se agregaron 10 mi de tritén X-100 y la muestra se congel6 y descongelé 2
veces a -20 ° C para lisar las células y liberar su contenido. Cuando este

concentrado no se utilizé inmediatamente se guardé hasta 1 mes a -75° C o en

nitrégeno liquido.
it 1 oenfoque, se¢ descongelaron las

Para los cc
muestras a 37°C (De Jonckheere, 1983).

2.3.7.2. PREPARACION Y USO DEL GEL DE AGAROSA

ados en isc

El isoelectroenfoque con geles de agarosa IEF se llevd a cabo vaciando la
agarosa IEF (Pharmacia LKB) sobre hojas hidrofilicas de poliester (gel bond) se
obtienen muchos beneficios utilizando los geles de ese modo: Son faciles de
mangjar y no flotan durante el proceso de fijacion y tincién, son épticamente
claros para ser observado bajo luz visible, y los resultados pueden ser

1 dos.

con

2.3.7.3. PREPARACION DEL GEL

Para formar un gel de 11 x 225 mm en un mawaz Erlenmeyer de 50 mi de

capacidad se disolvié en bafo de agua hirvi 30 ml de solucion de agarosa que
contenia 0.3 gr. de agarosa IEF, 3.6 gr. de sorbitol, 27 ml de agua destilada,

mientras se disolvia la agarosa se preparé el molde.
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2.3.7.4. PREPARACION DEL MOLDE

lacion perfc horizontal.

Se utilizé una tabla de ni
Se vaciaron 2 ml de agua destilada en la mitad de la placa de nivelacién.

Se colocd una hoja de pelicula gel bond sobre la placa de nivelacion con la
superficie hidrofilica hacia arriba.

Con ayuda de un rodillo se hizo presion sobre la pelicula y contra la placa
de nivelacién para quitar el exceso de humedad y las burbujas que se
pudieran haber formado bajo el gel. Se seco la pelicula y sus orillas con

papel absorbente suave.
Se colocé el marco de acrilico sobre la pelicula y se sujeté con grapas para

buu

formar el molde.

Cuando la agarosa se disolvié completamente, se dejo enfriar hasta 75 ° C
Se agregé el anfolito (1.9 ml), se 16 sua evitando formar burbujas y
se vacié rapida y de manera uniforme dentro del molde, dejando gelificar la

solucién por 10-15 minutos.
Se retird el marco acrilico de la tabla niveladora cuidando de no daiiar el gel

y se dejé que la agarosa gelificara completamente t ha 4 °C.

Sc agregaron 2 ml de agua destilada sobre la placa de enfriamiento de la
unidad de electroforesis y se coloco encima la pelicula con el gel asegurandose de
que el agua se extendiera en una delgada pelicula sin burbujas bajo el gel. Se quité
el exceso de agua con toallas de papel absorbente.

Se sumergicron los electrodos en las soluciones del anodo y del catodo
rcspcctlvamemc Se secaron los electrodos colociandolos sobre papel filtro por 1

para q el > de liquido (los electrodos no deben gotear) y luego se
colocaron sobre el gel aproximadamente a 1 mm de los extremos.

Se aplicaron las muestras utilizando los papeles aplicadores de muestra (25

ub).

Se colocé la tapa del equipo de electroforesis y se revisé que hubicra buen
contacto entre los electrodos de la tapa y los electrodos colocados sobre el gel.

Se ajusté la fuente de poder a 15W, 1500 V y cosriente ilimitada.

Se quitaron los aplicadores de muestra después de 45 minutos.

62



Se dcjaron pasar 45 minutos mas, se apagé ¢l equipo, se levanté la tapa y se

quitaron los electrodos del gel.

Se revelaron los geles en las sol correspondientes (Anexo 2).

2.3.7.5. REVELADO DE LAS ENZIMAS

Se colocd el gel en los revelados de i fosf: acida (FA),
leucinaminopeptidasa (LAP), propionilesterasa (PE), fosfoglucomutasa (FGM) y
glucosafosfatodeshidrc (GFI) por un periodo de 30 a 60 minutos, de

acuerdo Dec Jonckheere (1984).
Una vez que se completo el tiempo, el gel se sccéd de la siguiente forma: se

colocaron toallas de papel sobre ¢l gel, enseguida una placa de vidrio y encima un
peso de 1 kg. Después de 15 minutos, el gel se secé con una secadora manual.

2.3.7.6. REVELADO DE LAS PROTEINAS TOTALES

Se fijo el gel en una solucion fijadora (acido sulfosalicilico 5% y acido
tricloracético 1026) por 30 minutos.

Se lavé el gel dos veces (25 minutos cada vez) en la solucién (metanol:
acido acético: agua destilada 3:1:6).

El gel se seco colocando tres capas de papel filtro sobre su superficie
seguidas de una placa de cristal y un peso de alrededor de 1 kg. Después de 15
minutos se removid todo y el gel se secod con una secadora de pelo.

El gel ya seco se coloco en una solucion teilidora de azul de Coomassie al
0.2% por 15 minutos.

- Se destifié con sol. destefiidora hasta que el fondo del gel estuviese claro.

Y finalmente se seco la pelicula con una secadora de pelo.

2.3.8. PRUEBAS SEROLOGICAS

Se cultivaron las cepas amebianas en medio axénico Chang con suero cn
bi hasta al Ia fase log.

botellas de cultivo a peratura
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Se utilizé6 la cepa PQ (polyphaga Querahns) procedente de un caso de
Quecratitis Amebi en Lond I Ta, as de las cepas ya mencionadas
con anterioridad.

Se centrifugaron en tubos estériles a 2500 r.p.m. durante 10 min., se

eliminé el sob d para ob una pastilla, la cual fue sometida a ciclos de
gelaciéon y descongelacion para lisar las células.
Ademas de las cepas en dio se compararon los sigui organismos a
través de 1a técnica de Westemn-blot:
= Escherichia coli

s Salmonella sp. y
= Shigella sp.

2.3.8.1.C ifi ién de protei por el método de C i

Se ificé la ion de protei de las cepas en estudio de
acuerdo al método de Coc

Se realiz6 una curva patrén de glucosa con las sigui cc raciones:

10, 20, 50 y 100 ug.
Las muestras se llevaron a un volumen de 50 pl con sol. salina mas 5 ml de
reactivo de azul de Coomassie.
Se realizaron mediciones a 595 nm.
La metodologia se a en el sigui q




Esquema No. S

[ OBTENCION DE LAS CEPAS l

{

o)

lla

ichia coli,

DE LAS 3 PRIMEROS CASOS

HCI-1, HCI-2 Y HCI-3, CEPAS
DE Q.A. EN MEXICO

AP, PQ Y P23
CEPAS DE REFERENCIA

oo
CEPAS CONTROL

y Shigella

l

T

CON SUERO FETAL DE BOVINO

l CULTIVOS MASIVOS EN MEDIO AXENICOJ

1

[

OBTENCION DE EXTRACTOS
CENTRIFUGADO A 2500 R.P.M.,
LISADOS Y CON INHIBIDOR

(

OBTENCION DE EXTRACTOS
CENTRIFUGADOS A 2500
R.P.M. SIN INHIBIDOR

l
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WESTERN BLOTS INMUNODIFUSION DOBLE INMUNIZACION DE
HCI3 CONEJOS UTILIZANDO EL
;:ARRIL 1j2]a3Jes]sTe 7 [= ESQUEMA DE
fUESTRA o INMUNIZACION PARA
Hei2 /o o \Pr23 ANTIGENOS SOLUBLES
CON ADYUVANTE DE
1. MARCADOR DE PM FREUD COMPLETO E
2. E.coli HCl-l \_ © O /ap INCOMPLETO
3. Salmonella o
4. Shigella
5. HCI-1 PQ SANGRADQ 39 DIAS
6. HCI-2 DESPUES,
7. HCL-3 ALMACENAMIENTO DE
8. P23 SUERO A -20°C

[

TITULACION DE SUEROS ]




2.3.8.2. INMUNIZACION DE CONEJOS
Con una jeringa de 5 ml se tomé 1 ml de adyuvante completo e i pleto
de Freund y 1 ml del extracto de b Se laron hasta obtener una
emulsion.
Con esa mezcla emulsificada se aplicaron las inmunizaciones por via
bcuta a los 1] previ ctiquetados de acuerdo al protocolo de
i i6n para i

TR ]

INYECCION |[DIA | DOSIS

500 ul del antigeno disuelto en 2 ml de solucién salina
1 0 {emulsificado con 2 ml de adyuvante completo de Freund,
via subcutinea..

500 ul de antigeno disuelto en 2 ml de solucion salina

2 15 lemulsificado con 2 ml de adyuvante incompleto de
Freund, via subcutanea.
3 30 |50 j del antigeno en solucién sali via intramuscular.
4 34 [ 100 pl del antigeno en solucion salina, via inramuscular.
3 35 |200 pl del antigeno en solucidn salina, via intramuscular.
Sangrado B 39 |Sangrado de animales por puncién cardiaca.

Para la obtencion se sueros se colocé la sangre de los conejos en tubos de
centrifuga, se removié el coagulo, y se centrifugd a 2000 r.p.m. por 10 min. El
suero se separé en alicuotas de 100 ul y se mantuvieron a 4 °C hasta su
utilizacion.

2.3.8.3. TITULACION DE LOS SUEROS

La titulacion de los sueros se llevo a cabo con la técnica de precipitacion en
medio liquido en tubos capilares.
Se dividieron los tubos capilares en tres partes iguales con la ayuda de un

marcador.
Se hicieron diluciones seriadas al doble de la solucién original del antigeno,

se colocaron 0.5 ml de solucién salina isotdnica en tubos de ensaye.
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En el tubo No. 1 se colocaron 0.5 ml de 1a solucién de antigeno y sc mezclé
muy bien con ayuda de una pipeta (dilucién | : 2), con una pipeta diferente sc
tomaron 0.5 ml del tubo No. 1 y se pasaron al tubo No. 2 y se mezclé bien con la
misma pipeta (dilucién 1 : 4). Se repitioé el procedimiento con los tubos siguientes
hasta que se alcanzé la dilucion 1 : 16 284,

Se absorbié con un tubo capilar 1a solucién de anti > correspondiente
hasta la primera marca del tubo cuidando de dejar libre de antigeno la superficie
externa del tubo.

El tubo capilar se giré 180° y se hizo descender el liquido hasta el otro
extremo.

De manera similar se hizo descender el antisuero a probar hasta llegar a la
segunda marca; de igual manera que en los casos anteriores se limpio el borde del
tubo capilar con un papel absorbente.

Se mezclé en contenido de los capilares por medio de inversiéon repetida,
teniendo cuidado de no derramar el contenido del tubo, y se coloco en una gradilla
de piastilina.

Se llend un capilar con antigeno sin diluir y uno mas con el antisuero a
titular empleando hasta la segunda marca de los tubos. Estos tubos se utilizaron
como testigos del antigeno y antisuero.

Los tubos se dejaron de 10 a 15 min. a peratura bi y
posterior se incubaron a 4 °C en un periodo de 24 a 48 horas.
T rido ese tiempo se determind la idad de precipitado en mm de

altura en el tubo.

2.3.8.4. IMUNODIFUSION SIMPLE RADIAL
Los sueros ot idos se evaluaron por medio de esta técnica con el objeto
de averiguar posibles similitudes o diferencias entre ellos.
Sc prepararon 30 ml de suspension de agarosa al 1.2 % en solucién salina
isotonica.

Se calento la suspension hasta disolver complctamente la agarosa.
Se dejo enfriar el agar hasta 55 - 50 ° C manteniéndolo en bafio Maria y se
afiadié entre 1 - 5 % (v-v) del antisuero landolo perfe y se vacio en
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una placa de ca de el fi is Hyland. La cual se¢ habia colocado sobre una
mesa perfectamente plana y horizontal, se de_|o gelificar a p a bi

Con la ayuda de un Ide ad se hici 7 perfor; .

En cinco pozos se colocé un volumen conocido de la soluciéon de antigeno
en diferentes concentraciones.

Se incubaron las placas en una camara hiumeda a 37 ° C por 24 - 48 horas.

2.3.8.8. WESTERN-BLOT
2.3.8.5.1. ELECTROFORESIS

Se mezclaron 7 pl del buffer de muestra y 3 pl de marcador de peso
molecular (200-40 kilodaltones), 10 ul de buffer de muestra y 10 pl de la
muestra problema (Escherichia coli, Salmanella thiphymurium, Shigella boydi,
HCI-2 HCI-3 y P23 respectivamente) y se colocaron en un baiio de agua
hirviendo durante tres minutos para separar las proteinas.

Se llen6é la camara para la electroforesis con solucién reguladora de
cormrimiento, eliminando cualquier burbuja que se formara entre ésta y el borde
del gel, con esta misma solucion se enjuagaron los pozos en los que se
col las as.

Se conectaron los electrodos a la fuente de poder a una corriente de 20
mA para 100 Volts.

2.3.8.5.2. INMUNOTRANSFERENCIA

Se corté un pedazo de papel de nitrocelulosa de 0.45 pum de poro de 10 x

10cm y se coloco en 200 ml de r lador de transferencia.

En un cassette de la camara de electroforesis se colocd la esponja
“Scotch Brite” h decida en regulador de ¢ ia. Sobre la esponja se
colocaron 3 rectangulos de papel filoo bién h decid con buffer de

wansferencia y sobre ellos se coloco el papel de nitrocelulosa procurando no
formar burbujas.

Se colocé el gel sobre el papel de nitrocelulosa.
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Se pusieron otros tres rectingulos de papel filro y finalmente otra
esponja.

Se cerré el cassctte y sc colocd en una ca adei fe

La camara se colocé a la fuente de poder a 0.2 mA y 15 Volts.

2.3.8.5.3. FIJACION Y TINCION

Al sacar el gel de la ci de 1 ferencia, se¢ puso en una
solucion fijadora durante 10 min. en agitacion constante.

Se coloco el gel en una solucion fijadora y posteriormente en una sol.
desteiiidora (con butanol al 10%) en agitacion constante.

Se lavo el gel con agua destilada y se guardo en un plastico a 4 °C.

2.3.8.5.4. INMUNODETECCION

El papel de nitrocelul se bloqg con una soluciéon de leche
descremada al 5% en PBS durante una hora a temperatura ambiente, en
agitacidn constante.

Se hizo una solucién de anticuerpo anti HCI-2 en dilucién 1:500 (5pul en
2.5 ml).

Se coloco la placa de nitrocelulosa en una bolsa de plastico transparente
junto con al anticuerpo. Se sell6 e incubé en refrigeracién a 4° C una noche.

Se lavé tres veces la placa con PBS-T en agitacion constante .

Se agregé 2 ml de conjugado de peroxidasa IgG de cabra
antiinmunoglobulina de conejo, diluido 1:1000 en regulador de bloqueo y se
incubé una hora a 37°C.

Se hicicron tres lavados (10 min. cada uno) en agitaciéon constante con
PBS-T y se agregaron 2 ml de sustrato de peroxidasa. Se incubaron 10 min.
hasta la aparicion de las bandas (ver diagr dolégico).

69



ESQUEMA No. 6
TECNICA DE INMUNOBLOTS

Primera fase: electroforesis en geles de poliacrilamida
Y electrotransferencia a membranas de aitrocelulosa.

Preparar geles de acrilamida

Gel Get

(0N T, 2.7%C) ¢ (4% T.2.7%C).

Preparar la muestra amebiana en
Amortiguador de tratamiento
D izar la dici
En un vol igual de i de i 2x

Calentar ia muestra cn ¢ agua hirviendo 90 scg.

Corrimiento electroforético
(15 ug de proteina/ carril. Utilizar amortiguador de electroforesis)
Adicionar cn un carril dc peso

Durante 1 hr. a 20 MA ¢ corriente constante

Desmontar el gel y equilibnr
En amortiguador de tr

Agitar ¢ duranie 20 min.

Transferencia de las proleinnl -mebun-s
A una ana de nitr
Utilizar i de

Durantc 90 min. A 400 ma ¢ corrienic ctc. y agitaciéon

D Ia brana y verificar la transferencia
De Ias proteinas amebianas.

Tincién con rojo de ¢ lavar por 5 min
Ponceau pof $ min, Con PBS (1%)*
Segunda fase: i ion de las pr i bi.
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Cortar en tiras Ia brana de nitr Jul ¥ bloq con leche descremada al S
% en PBS.

Incubar 1 hr. atae ¢ tavar S min. Con pbs-t*
Adicionar ia muestra de suero

Incubar 2 hrs. a t.a, ¢ tavar 3 veces [0 min. Con pbs-t *

Adici el conjugado de cabra anti ]
Marcado con peroxidasa; diluido 1: 1,000 en PBS

Incubar 1 hr. at.a. Iavar 3 veces 10 min, Con PBS-T*

Revelar ias pr i r por los i pos especificos adicionando el
sustrato y el cromogeno correspondientes.

I haswa que tas lavar 2 veces 3 min. Con PBS
C: lar el peso b lar de las band:

* Todo €l proces a mantione tn agitacién constamte
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3. RESULTADOS
3.1. MICROCULTIVOS

Se hicieron los microcultivos de acuerdo a la técnica de Pussard (1973) con

cada una de las cinco cepas en estudio.
Fue posible hacer observaciones en las diferentes fases del ciclo de vida de

estos protozoos sin la presencia de los farmacos. En las fotografias No. 1 y No. 2
se muestran las caracteristicas morfologicas distintivas del género.

Registro fotogrifico:

Fotografia No. 1
Trofozoito de Acanthamoeba. Cepa HCI- 3
Cultive axénico de siete dias de crecimiento. 40X.

I= lobopodo
vec = vacuola contractil. i

a = acantopodo.
n = nicleo.
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Fotografia No. 2

Qui de A ba. Cepa HCI-1
Cultivo monoxénico de 28 dias de crecimiento. 40 X

ex = exoquiste

en = Endoquiste
o = opérculo
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Se tomoé una secuencia fotografica de la cepa HCI-1, en la que se observa el
proceso de division celular. La cepa presentdé un desarrollo sincrénico en el
pequerio ecosistema creado artificialmente.

Fotografia No. 3 a la No. 12
Secuencia de eventos de la division celular de la cepa HCI-1. microcultivo
de 7 dias de crecimiento vista en el microscopio de contraste de fases.
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3.2. SENSIBILIDAD A FARMACOS /N VITRO

Los accién de los farmacos fue evaluada después de 24 horas de incubacién
con las amebas.

Se consideré la maxima inhibicion Amebiana (MAX) a la concentracién del
farmaco capaz de inhibir el crecimiento y la divisién celular de los protozoarios o
bien provocar la destruccion del organismo en un 90% de la poblacion en estudio.

Se consideré que habia una minima inhibicién Amebiana (min.) cuando 1a
concentracion del farmaco era capaz de inhibir el crecimiento y la divisién celular

de los protozoarios o bien provocar la d ion del organi en un 25% o
menos de la poblacién en estudio.
Losr Itados se an en el sigui cuadro:
Cuadro 6.
SENSIBILIDAD FARMACOS IN VITRO
Efecto de los fir en cepas de A th b
Cepa Itraconazol Tobramicina Neomicina
D. min. | D. MAX. D. min. D. MAX. | D. min. | D. MAX.
inh inh inh. inh inh inh.
HCI-1__| 0.5mg i.0mg | 068mg | 1.36 mg - -
HCI-2 0.5 mg 10mg 0.68 mg 1.36 mg | 0.70 m, -
HC1-3 1.Omg 20mg 0.68 mg 1.36 mg - -
P23 - 0.5 mg 0.68 mg 1.36 m 0.70 mg -
| Ap - 0.5 mg - 1.36 mg - -

No se observaron alteraciones en el desarrollo y crecimiento de

trofozoitos y quistes.

Se hicieron observaciones de los microcultivos P
farmacos y se realizé un registro fotografico de las cepas en estudio.

Los cambios morfologicos observados para las prucbas de sensibilidad a
farmacos in vitro fucron homogéneos para las cinco cepas en estudio.

En las observaciones al microscopio de contraste de fases se encontraron

»>s a los di

las sig I iones morfolog; -

#0 DiBE
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3.2.1. Itraconazol

Los trofozoitos presentaron alteraciones morfolégicas importantes en el
> de >, dismi ién de los Spodos en

como también aumento en el tamafio y namero dc las

95% de la poblacion:
numero y tamaito, asi
vacuolas, en algunos trofozoitos se observé un lobépodo mis amplio de lo normal.
sin guardar proporcién con el resto de la ameba.

En los quistes ya maduros se observaron diferentes efectos; la mayoria de
los quistes estaban vacios (70 %6), o sea que solamente se encontraban restos de
exoquistes, en algunos se observé una alteracion de la morfologia del endoquiste
en dondc se perdié la estructura y organizacién caracteristica (20 26), en otros sin

embargo no se observaron alteraciones morfoldgicas importantes (10 %6).
bién la pr ia de prequi sin una organizacion celular

Se observo

caracteristica (fotografia No. 13)

Fotografia No. 13
Trofozono de la cepa P23. El rofozoito muestra un aumento en el numero
de vacuolas y d ién en el ni oy fio de los acantépodos 40X.
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3.2.2. Tobramicina

Los trofozoitos también pr alter: morfoldgicas en el 90 %6
de la poblacién; dismi ion de los Spodos en ni oy ), se observd
un disminucion en el volumen total de las amebas, asi como un aumento del

> de las v .
Las formnas quisticas se afectaron en una proporcion del 60 % y el 40 %%

restante no presento alteraciones significativas (fotografia No. 14).

Fotografia No. 14.
Trofozoito de la cepa AP se observa la alteraciéon de la morfologia normal
de 1a ameba. Hay un lobépodo amplio, no se observan acantépodos y la vacuola
contractil es de mayor tamailio que lo normal.
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3.2.3. Neomicina

No se observaron cambios significativos del efecto de este farmmaco en
ninguna de las cepas. En la cepa HCI-3 fue posible observar una secuencia de un
organismo en division celular (fotografia No. 15).

Fotografia No. 15
Cepa HCI-3 40X
Trofozoito con morfologia normal en presencia de Neomicina, que no
impidié la division celular del organismo.



3.3. AXENIZACION

Se evalué el i > bi en los medios ya descritos. Las cinco
pas se i Los tiempos de izacién y el i en fase log. se
1 n en disti tiempos:

Se dificulté la axenizaciéon de la cepa HCI-I1, debido a que se contaminé
con una t ia Gram iva que i idié 1a adherencia de la ameba en
los tubos y botellas utilizadas para la axemucnén. Fue necesario utilizar una

la de k icina y penicilina para eliminarla.
El medio en el que obtuvo mejor crecimi biano fue el medio
Chang.
AXENIZACION
medios de cultivo evaluados.
Cepas en Casoy Bactocasitona Chang
estudio
HCI-1 + + *
HCI-2 +-+- - froes
HCI-3 it 4+ A
P23 ++ =+ At
Ap ++ 4 gt
+ imi lento y 5%6 de adherencia en las botellas de cultivos

- crecimiento con el 20% de adherencia en las botellas de cultivo
-+ crecimiento con el 50% de adherencia en las botellas de cultivo
-+—+++ crecimiento con el 75% de adherencia en las botellas de cultivo
-+ formacién de una monocapa en las botellas de cultivo

Tiempos de a i ién de las cepas en estudio reportado en semanas.
Semana 1 2 3 4 s 6 7 8

P23 X

Ap X

PQ X
HCI-1 X X X X X X X
HCI-2 x X X X
HCI-3 X X
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Los estudios biolégicos posteriores a la axenizacion se llevaron a cabo con
amecbas crecidas en el medio Chang por las razones expuestas en la metodologia.
Se logro llegar a la fase logaritinica de crecimiento en diferentes tiempos.

La cepa P23 lo hizo en 24 horas, la Ap y PQ en 36 horas. La HCI-3 en 48 horas, la
HCI-2 en 7 dias y la HCI-1 en periodos mas prolongados (10 6 mas dias).

3.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Se¢ siguié la técnica ya descrita. Se tomaron fotografias de las cepas en
estudio. En ellas se muestran los acantépodos de distintos tamafios, grosor y

cantidad.
Se encontraron diferencias importantes en los tamaiios promedio de cada

cepa, en algunos casos el aumento necesario para ser observados con detalle varié

de 2500 a 10,000 x.
Al hacer las preparaciones de las muestras se observé que las cepas en

dio se adhieren de a diferente al vidrio.
Se determiné que ia cepa P23 se adhiere mejor a las superficies de vidrio de
a bas en dio. Le sigue la cepa Ap,

los medios de cultivo mejor que las d
HCI-3, HCI-2 y HCI-1. La cepa P23 fonna una monocapa en las botellas de cultivo

de tejido en las 24 horas posteriores a su siembra.
La cepa HCI-1 no lleg6 a formar una monocapa aun 10 dias posteriores a su

siembra.
El resto de protozoos en estudio se desarrollé en periodos comprendidos

entre 24 horas y 5 dias.
Fue posible observar a la cepa Ap en division celular ( fotografia No. 16).
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Fotografia No. 16
Acanthamoeba polyphaga cepa Ap ea division celular a 3000 x
microscopia electrénica de barrido.

Barra = 10 micras
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Se tomaron fotografias de la cepa HCI-1 en cultivo monoxénico con la

bacteria contaminante. Se observé que la superficie bi. tenia perfc i y
b

FYery d

daiio celular evidente, pc Iite » por la
(fotografia No. 17).

1a  CC

Fotografia No. 17
Trofozoito de Acanthamoeba spp.
Cepa HCi-1 2000 x con perforaciones en ¢l cuerpo ameboideo

pr posibl por Ia bacteria contaminante, se observa una
dismi ion del na oy fio de los épod:

Barra = 10 micras
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Se tomaron fotografia de las cepas en diferentes momentos de su ciclo de
vida (fotografia No. 18 y 19)

Fotografia No. 18
Trofozoito de A. polyphaga de la cepa HCI-2 a 7000 x.
Se observan acantépodos grandes y amplios en 1a superficie amebiana.
Barra = 10 micras
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Fotografia No. 19
Prequiste de A. polyphaga de 1a cepa HCI-3 a 4500 x
Barra = 10 micras
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Es importante ionar que en todas las cepas se observaron cavidades
sjand. les bien definidos de¢ aproximad. media micra, parecidos a
los pr en Nacgleria (fotografias No. 20y 21).

Fotografia No. 20
Cepa HC1-1 mostrando una cavidad de aproximadamente media micra que al
parecer atraviesan el cuerpo amebiano, comparables a los amebostomas
presentes en ¢l género Naegleria. 3000 x.
Barra = 10 micras
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Fotografia No. 21
Cepa Ap. se observa una cavidad que posiblemente atraviesa el cuerpo
amebiano. 3000 x.

Barra = 10 micras
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3.5. MISCROSCOPiIA DE TRANSMISION

Las cepas en estudio se fotografiaron en ¢l microscopio de transmisién
(Zeiss EM 10). Se compararon entre ellas y entre cepas de referencia descritas con
anterioridad.

Fue posible observarlas en distintos momentos de su desarrollo desde el
estado tréfico hasta el quistico. :

No se observaron diferencias significativas entre ellas que permitieran hacer
una distincion clara entre las cepas ( fotografias No. 22 y 23).

Fotografia No. 22
trofozoito de la cepa HCI-2

n nucleo ve vacuola contractil
m mitocondrias r ribosomas
gl granulos de lipidos a acantopodo
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En la observacién al mi pio de tr ision de la cepa HCI-3 se
encontré la presencia de bacterias endosimbiontes en trofozoitos y quistes, las
cuales se encontraron en el citoplasma e incluso una de ellas en proceso de
divisién celular (fotografia No. 23 y 24)

Fotografia No. 23
Trofozoito de Ia cepa HCI-3

Se muestra ¢l hallazgo de b ias endosimbi en el citopl del
trofozoito
N nicleo ve vacuola contractil

a acantopodos

n nucleolo
be b ia endosimbi

mn membrana nuclear
m mitocondrias
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Fotografia No. 24

Quiste maduro de ia cepa HCI-3
Se muestra el hallazgo de bacterias endosimbi en divisién dentro del
quiste.
ex exoquiste n nucleo
en endogquiste m mitocondria
mp brana pl ati gl granulos de lipidos
be b ia endosimbi

op opérculo
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Se observé en una secuencia fotografica un fenémeno no descrito con

anterioridad en donde un quiste bi al p. ya duro (se observa el
endo y exoquiste bicn forrmados) csta dentro de un trofozoito, 1o que hace pensar
en la exi ia de un feno > de ibalismo o troglocitosis (fotografia No. 25).

fotografia No. 25
Se muestra el hallazgo de un quiste de 1a cepa HC1-3 dentro de un trofozoito
de la misma especie.
Este fenémeno no ha sido descrito, es probable que se trate de troglocitosis o
canibafismo. O bien que el quiste se haya formado en una zona del trofozoito.
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3.5.1. Ultraestructura de otras cepas

Los estudios de miscroscopia electronica de transmisién reportados en la
dond se las caracteristicas generales del género
A. ¢ llanii (Bowers y Kan 1968)
los diferentes

literatura
Acarnithamoeba, se realizaron con las esp
y A. astronyxis (Lasman, 1982). En cllos se describieron
componentes celulares

Son amebas desnudas, por lo que no se observa material fuera de la

membrana pl itica. Esta ra una estructura trilaminar, la cual parece ser
asimétrica ya que la lamina exterior se observs mis densa que la interior.

Los acantépodos estan compuestos de citoplasma hialino sin vacuolas ni

organelos.
Se observa un ectoplasma hialino cn el que tampoco hay organclos, sélo se

observan granulos de glucégeno, ribosomas libres y tibulos.

El aparato de Golgi comprende cisternas separadas entre si por un espacio
aproximado de 200 °A, las vesiculas tienen un didmetro aproximado de 300 °A.

El reticulo endoplasmico rugoso esta dispuesto en secciones semicirculares

y longitudinales cortas.
Las vacuolas son el conspicuos del citopl comp d al

mcnos dos sistemas separados: las vacuolas pulsatiles y las vacuolas digestivas.
Los trofozoitos presentan gotas de lipidos como reserva, son esféricas con

un diametro promedio de 0.5 micras, no estin rodeadas por una membrana

trilaminar.
Se observan también reservas de polisacdridos en forna de glucégeno.

Las mitocondrias pueden observarse en dos formas: Elongadas en forma de
pequeiias pesas o esféricas, las crestas se forman por anastomosis de extensiones
tubulares de la membrana mitocondrial.

Los microtibulos estan presentes en todo el citoplasma, tienen un diametro
aproximado de 250 °A.

Los trofozoitos de A4 k &

cultivos de agitacio pued pr se or >
La observacion de las cepas en estudio y en particular de la cepa HCI-1, con
descritas con anterioridad, permite afirmar quc no hay

leado que en
multinucleados.

resp > a las P
diferencias significativas entre cllas.
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3.6. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

3.6.1. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD EN RATON

en estudio muestran diferencias

Las pruebas de patogenicidad de las cep
irnportantes entre ellas en lo que a la virulencia se refiere.

Cepa HCI-1.- La eval i6n inicial de la vir
se muestra en el siguiente cuadro, provocé una EAG en todos los ratones y el

reaislamiento fue positivo en todos los casos, por lo que se le consideré altamente
virulenta (Cuadro No. 7 ). Sin embargo sc repitieron las inoculaciones i 1

e intracerebrales 2 afios después de la pri y se
significativas. La ameba fue incapaz de matar al lote de ratones y solo conservé su

de la cepa HCI-1 como

aron difer

capacidad invasiva (Cuadro No. 8).

Cuadro No. 7
Eval ion de la patogenicidad de la cepa HCI-1 i di después de su
aislamiento en ¢l primer caso de QA en México

Recu cion de Amebas en:

No. de Inoculacion No de diasde | Cerebro Pulmén Higado | Rifi6n
ratén fallecimiento

1 Intranasal 7 + + + +

2 Intranasal 9 + + + +

3 Intranasal 12 + + + +

4 Intranasal 18 + + + +

s Intranasal 18 + + + +

1 Intracerebral 1 +

2 Intracerebral 1 +

3 Intracerebral 2 +

4 Intracerebral 4 +

5 Intracerebral 4 +

+ recuperacion positiva de la cepa en medio de cultivo NNE.
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Cuadro No. 8

Evaluacién de |a patogenicidad de i1a cepa HCI-1, dos afios después de su
aislamiento del primer caso de QA en México.

Recuperacion de Amebas en:

No. de Inoculacién No de diasde | Cerebro | Pulmén Higado Rifién
ratén fallecimiento

1 Intranasal 21* + + + +

2 Intranasal 21 + + + +

3 Intranasal 21* + + + +

4 Intranasal 21 + + + +

s Intranasal 21* + + + +

1 Intracerebral 21* +

2 Intracerebral 21* +

3 Intracerebral 21* +

4 Intracerebral 21* +

3 Intracerebral 21* +

* sacrificio de los ratones a los 21 dias posteriores a la inoculacién
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Cepa HCI-2.- En la prueba i bral los murieron en un tiempo
muy corto (3 dias), sin r perar a la ba del bro. En la prucba intranasal
no fue capaz de provocar daiio en tres de los cinco ratones, los dos restantes
murieron a los 7 y 11 dias posteriores a la i lacién, sin recup Ia cepa de los

érganos en ningun ratén. (Cuadro No. 9)

Cuadro No. 9
islami del

Evaluacién de Ia patogenicidad de ia cepa HCI-2 p ior a su
segundo caso de QA en México.

Recuperacion de Amebas en:

No. de Inoculacion Dias de Cerebro | Pulmén | Higado Rifon
ratén fallecimiento

1 Intranasal 7 - - - -

2 Intranasal 11 - - - -

3 Intranasal - - - - -

4 Intranasal - - - - -

S Intranasatl - - - - -

1 Intracerebral 3 -

2 Intracerebral 3 -

3 Intracerebral 3 -

4 Intracerebral 3 -

S Intracerebral 3 -

- recuperacion negativa de la cepa en medio de cultivo NNE
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dol

Cepa HCI-3.- Esta cepa en ambos tipos de i lacié
enfermedad, aun i

inmedi

&

no

P &
P

cercbro en algunos ratones solamente. (Cuadro No. 10)

Evaluacién de Ia patogenicidad de la cepa HCI-3, p
del tercer caso de QA en México.

Cuadro No. 10

2 = ol
107 & su

de haber sido aislada del
paciente del tercer caso de Q.A. Fue necesario sacrificar a los ratones para
recuperar la cepa, la cual se aislé del cerebro de los ratones inoculados
intracerebralmente en todo el lote. De la prueba intranasal se aislé de pulmon y

Cepa HCI-3
Recuperacion de Amebas en:
No. de Inoculacion No de dias de | Cerebro | Pulmén | Higado Rifién
ratéon fallecimiento
1 intranasal 21* + + - _
2 Intranasal 21 + -+ - .
3 Intranasal 21* - + - -
4 Intranasal 21° - + - -
S Intranasal 21* - - - —
1 Intracerebral 21* +
2 intracercbral 21 +
3 Intracerebral 21* +
4 Intracerebral 21* +
S Intracerebral 21* +

+ recuperacion positiva de la cepa en medio de cultivo NNE

- recuperacion negativa de la cepa en medio de cultivo NNE

* Sacrificio de los ratones 21 dias posteriores a su inoculaciéon
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Cepa P23.- La cepa P23 a pesar de ser considerada como altamente
virulenta al momento de adquirirlia del aAlogo de refi ia de la ATCC, no

6 el i H en el laboratorio, cabe mencionar que
transcurrié un periodo de 2 afios desde su compra hasta ¢l momento de realizar
esta prueba (cuadro No. 11)

Cuadro No. 11
Evaluacién de ia patogenicidad de 1a cepa P23

Recuperacion de Amebas en:

No. de Inoculacion No de dias de Cerebro | Pulmon | Higado | Rifion
raton fallecimiento

1 Intranasal 21* - - - -

2 Intranasaf 21 - - - -

3 Intranasal 21* - - - -

4 Intranasal 21* - - - -

5 Intranasal 21° - - - -

1 Intracerebral 21* -

2 Intracerebral 21* -

3 Intracerebral 21* -

4 Intracerebral 21°* -

5 Intracerebral 231" -

- recuperacion negativa de 1a cepa en medio de cultivo NNE

* Sacrificio de los ratones 21 dias posteriores a su inoculacion



Cepa Ap.- Esta cepa también corresponde a una ameba adquirida de la
ATCC dos aiios anteriores a su utilizacion en este trabajo, 1a cual no produjo la

infeccié do se i 16 i 1} qQ invadié pulmén cuando se
analizaron los organos obtenidos por sacrificio de los ratones. En la prueba
ints bral 1 6 la infeccion en tres de los cinco ratones con

recuperacion positiva en cerebro (Cuadro No. 12).

Cuadro No. 12
Evaluacién de 1a patogenicidad de la cepa Ap.

Recuperacion de Amcbas en: |

No. de Inoculacién No de dias de | Cerebro Pulmén | Higado | Rifidn
raton fallecimiento

1 ntranasal 21* - + - -

2 ntranasatl 21* - + - -

3 ntranasat 21" - + - -

4 Intranasal 21* - + - -

5 Intranasal 21* - - - -

1 Intracerebral 6 +

2 Intracerebral 6 +

3 Intracerebral 7 +

4 Intracercbral 21* -

5 Intracerebral 21 -

+ recuperacion positiva de la cepa en medio de cultivo NNE
- recuperacion negativa de la cepa en medio de cultivo NNE
* sacrificio dc los animales 21 dias posteriores
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b ivas por pecriodos

Se observé que después de hacer

prolongados de las cepas axénicas, éstas perdieron su virulencia.
importante mencionar que al hacer estudios colaterales de

Resulta
patogenicidad en ratén, y luar cortes histopatolégicos de dife Gorganos, no
se encontraron lesi ni id i de infl ion o dafio sugestivo que
indicara la pr ia de las b sin bargo sc observé poliploidia y

megalocitosis en higado caracteristico del daiic que provoca la ingestion de
aflatoxinas. Se analizé cl alimento utilizado para los ratones y se encontré una
concentracién aproximada 2 a 3 microgramos por g > de alir Evwvaluad

por la QFB Carolina Moreno Ramos del Laboratorio de Tecnologia de Calidad de

Alimentos de la FES Cuautitlan.

3.6.2. MODELO EXPERIMENTAL EN CONEJO

3.6.2.1. INOCULACION POR GOTEO

Con este esq de inc supetficial se observdo que los conejos
on una < dConj

P q ivitis leve (grado 1), en los tres primeros dias
posteriores a ésta. En los dias subsiguicntes se observé una recuperacién notable,
1a cual en cl periodo comprendido entre 7 - 9 dias se consideré como recup ién

total.

Se observé un dafio levemente mayor (grado 1-2) en el lote de concjos

inmunosuprimidos.
No se observaron diferencias entre ¢l grupo de conejos con abrasion corneal

superficial con talco e hipoclorito.
Se repiti6 el esquema de inoculacion 1 m
condiciones inicial obteniendo los mi >S T I J
Dada la recuperacion total de los j no se consideré i0 su

sacrificio para enucleacion.

es después, bajo las mismas
d
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3.6.2.2. INOCULACION INTRAESTROMAL
Evaluacién clinica de 'a Queratitis Amebiana

El 80 % de los conejos presenté hiperemia conjuntival, el 70 % edema
epitclial y estromal, ¢l 70 % infiltrado estromal, ¢l 10 % infiltrado estromal anular,
el 60% leucoma corneal, el 50 9% rubeosis iridis, ¢l 40 % reaccion inflamatoria en
camara anterior y ¢l 10 % vascularizacién comeal.

En el lote de conejos destinados a la evaluacion clinica de la QA se
presentd mejoria en el cuadro clinico a los 12 dias y curacién en los 25 dias
posteriofes a su inoculacién.

Eval i6n de fér in vivo

Ketoconazol

El grupo tratado de ketoconazol via oral presenté una mejoria del cuadro
clinico a los 15 dias y curacion a los 27.

El grupo tratado con ketoconazol via tépica presenté una mejoria del cuadro
clinico a los 15 dias y curacion a los 27.

itraconazol

El grupo tratado con Itraconazol via oral presenté mejoria del cuadro
clinico a los 13 dias y curacién a los 21.

El grupo tratado con Itraconazol via topica presentd mejoria del cuadro
clinico a los 9 dias y curacidon a los 22 dias.

R ¥ ién de las bas por si a en medio NNE
En el 6% de los conej leados se r perd la cepa de Acanthamoeba

polyphaga (HCI-3), en las 48 horas posteriores a su inoculacién, en el resto de los
animales fue negativa la recuperacién de la cepa.

Reaccién en cadena de polimerasa PCR.

Se pr on Itados positivos en el 90 % del grupo control .

Para ¢! grupo tratado con ketoconazol via oral fue negativa en ¢l 30 % de
los conejos a los 14 dias de tratamiento y en el 70 % a los 28 dias.
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A,

Para el grupo > con b 1 via topi Ia prucba fuc negativa en
el 33 % en los primeros 14 dias de tratamiento y en el 67 %6 a los 28 dias

Para ¢l grupo tratado con Itraconazo! via oral, la prucba fue necgativa en el
70 %6 de los animales a los 14 dias de tratamiento y en el 30 26 a los 28 dias.

Para el grupo do con Itra 1 via top 1a prueba fuc negativa en el
70 %% de los conejos 9 dias y en el 30 % de los animales a los 28 dias.

Es importante mencionar que, se ecvaluaron tres sueros elegidos
j los !

R 1ad

aleatoriamente de los 31 »s  intraestr
presentaron titulos altos de respuesta a la cepa HCI-3:

No de Conejo titulo del suero
21 1:1024
22 1:156
27 1:1024

3.7. ISOELECTROENFOQUE

Se hici los corri imati de las cepas en estudio
paréandolas con cepas de refe ia de la ATCC repr de las especi
de importancia que conforman el género:

A. polyphaga, A. mauri is, A .h hetii, A. quina, A. llanii, A.
rhysodes, A. griffini, A. pale is, A. divi is, A. Ibertsoni, A.
lugdunensis.

Se evaluaron las pr les y las sigui

lato deshidrog Icohol deshidrog 1 in aminopecptidasa,
gl > deshidrog; y fc 8|

Se observé una similtud de bandas en el corrimiento de protei les de

las cepas HCI-1, HCI-2, HCI-3, con respecto a las cepas de referencia PQ, Ap,
P23.

Se observé que en los corrimi >s con las d enzi i algunas
diferencias entre las cepas ya mencionadas.
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FOSFOGLUCOMUTASA (FGM)

A.divicnensis

A. palsstinensis
A.lugdonensis |

A rhyzodss

A _griffini

A .castelianii (Neff)

A .castellanii (AC) !

A hatchetii

A.Quina

A potyphaga (PQ)

A pelyphaga .
A.polyphaga (F-23) .-
A.mauntaniensis (1652) :
A.mauritanisnsis (SH1097)

HCI-1
HCL3
HCIL2
HCL1
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A. divionensis

A palestinensis |

A lugdunensis

A.griffini

A mauritaniensis

Arhyzodes
A.castelianii
A .castollanii

A.quina

A hatchetti -

Alugdunensis (Garcia)
A mauritani ensis

A polyphaga

A polyphaga

A polyphaga (PQ)
HCI-1

HC1-1

HCI-2

HCI-3
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MALATO DESHIDROGENASA (MDH)

A. divionensis.
A.palestinensis
A_lugdonensis:
A.rnyzodes'
A_castellanii (NefY) -

A _castallanii (ACj):
A hatchetii -

A.quina’
A polyphaga (PQ)
A.polyphaga (PQ)
A.polyphaga
A _.polypnhaga (P-23)
A.mauritaniensis (1652)
A.mauritaniensis (SH187)

HCH1
HCI-1
HCI-2
HCI-3:

107



LEUCIN AMINOPEPTIDASA (LAP)

A. divionensis_v

A palestinensis -

A.lugdunensis

A gnffim °

A mauritaniensis -

A rhyzodes

A. castelianii

A castaltami
A.quina

A hatchatti

A. lugdunensis {Garcia)
A.maun!aniarnsisf_’: -
A polyphaga )
HCL
HCK1 )
HCL2 |
HCLS
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ALCOHOL DESHIDROGENSA (ADH)

A. culbertson: -
A. palestinensis
A_ lugdunens:s
A lugdunensis
A. rhyzodes
A.qrifini

A. castollani

A, castaellanii

A hatcheati
A.quina
A. polyphaga

A. polyphaga |
A, mauritaniensis
A mauritaniensis

HD
HCI-1
HCI-2
HCI-3
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GLUTAMATO DESHIDROGENASA (GDH)

A. divionensis
A. palestinensis
A. lugdonensis :
A. rhyzodes
A Griffini 3
A. castellanii (Neff) :
A. casteilanii (AC)
A. hatchetii
A. quina
A. polyphaga (PQ)
A. polyphaga |
A. polyphaga (P-23)
A. mauritaniensis (1652) :
A. mauritaniensis (SH1097) :

HCI-2
HCI-1
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PROTEINAS TOTALES (PT)

A culbertsoni
A. palestinensis
A.lugdunensis ©
A lugdunensis
A thrvzodes
A. griffini
A castellanit
AL castalianii
A hatchem
A. quina
A polyphaga -,
A polyphaga
A mauritamensis ¥
A. mauritanméensis
HO
HCI-1
HCI-2
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3.8. PRUEBAS SEROLOGICAS

Se obtuvicron sueros anti-dcanthamoeba de cuatro de las cinco cepas en
estudio. No fue posible obtener el suero anti -dcanthamoeba de la cepa HCI-1
porque habia contaminacion bactcriana en los cultivos y fue muy dificil su
axenizacidon.

3.8.1. Titulacidén de los sueros
se obtuvicron los siguientes titulos:

HCI-2 2048

HCI-3 8192
Ap_ 8192
P23 1 6384

3.8.2. Inmunodifusién.- se observé una reaccion de identidad total entre las
cepas de referencia P23, AP y PQ. La cepa HCI-1 presenté una reaccion de no
identidad con las cepas de referencia.
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3.8.3. Western-blot.- Por falta de sucro anti-concjo, se¢ hizo un sélo

comimi con las cepas HCI-2, HCI-3, P23, Escherichia coli, Salmonella sp. y
Shigella sp. y suero anti-HCI-2.

El suero anti-HCI1-2 reaccioné con las tres cepas bi rec iendo
proteinas de bajo peso molecular. Se observaron diferencias comparando las
protcinas de alto peso lecular. Es importante que para la
determi ién de p it s¢ obtuvieron concentraciones muy bajas de proteinas
en Ias cepas bacterianas y muy altas para las amebas, de manera que rebasaron las
concentraciones de la curva patrén. No ob la baja acion de proteinas

y la débil tincién de las bandas no se observé una reaccion del anti-HCI-2 con
p alas P b jana
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HCI-3
HCI-2

AP
Salmonella

Shigellla
E. coli
P23
HCI-1
HCI-1

Marcador de PM

E. coli
Salmonella

Shigelila

Marcador de PM




4. DISCUSION

4.1. MICROCULTIVOS

La implementacién de los microcultivos fuc importante para la observacién
de las diferentes fases del desarrolio de las amebas y permitié complementar los
estudios de farmacos in vitro. A través de ellos fue posible observar con mayor
detalle su accion, ya que la técnica propuesta por Kilvington (1991) es cualitativa
y sugiere la observ: de las bas en los p de las pl de ELISA, lo que
no permite una observacion tan minuciosa y detallada del efecto de los farmacos
como con los microcultivos.

La observaciéon del microcultivo de la cepa HCI-1 en divisién celular,
permite asegurar que de mancra general no cxisten diferencias en este punto en

particular entre esta cepa con resp > a las d a pecies en estudio que
conforman el género 4canthamoeba.
Las condiciones ideales de imi > que permi los microcultivos,

favorecicron el desarrollo en fase log. de los organismos de la cepa HCI-1 (ain
pocos dias después de haber sido descontaminada) y de todas las especies en
estudio. También se lograron cultivos en fasc log. de las cepas: HCI-3, Ap, y P23,
que permitieron determinar tiempos de duplicacién variable (de 6 horas en la HCI-
3 hasta - 8 horas en la HCI-1). La cepa HCI-2 crecié de manera irregular sin poder
determi los ti aproximados de duplicacion. El crecimi de las b,

descrito con anterioridad coincidio con la capacidad de adhercncia y la forma en la
que colonizaron la cémea de los pacientes afectados (descritos con mayor
profundidad mas adelante), de manera que pone en evidencia diferencias entre las

cepas en estudio en lo que se refiere al desarrollo, la adherencia, asi como la

invasiéon en la cémea y d a que | estos organi ten
aspectos importantes como el morfologico y modo de duplicacion, tamblen
pr difer ias que deb ser ftc das en para su descripcion al

> de ser ubicad

Con la utilizacion de los microcultivos se complementa la informacién al

poder observar detalles de la actividad normal, bajo condiciones ideales y de stres
de las amebas anfizoicas.
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4.2. EVALUACION DE FARMACOS IN VITRO E IN VIVO

Pese a que se han reportados estudios exi eval do el efe de la
Neomicina sobre las amebas anfizoicas (Osato y Robinson, 1991; D Aversa et al.,
1995), los resultados de este trabajo mostraron un cfecto contrario. En la literatura
se menciona que su accién impide la si is de prc sin embargo en las
fotografias obtenidas las amebas se observan en divisién celular y sin alteraci
aparentes (fotografia No. 15).

Es probable que la Neomicina no haya presentado un cfecto en contra de
las amebas por haberse inactivado su efecto bajo las condiciones decl modelo de
evaluac¢ion in vitro, el farmaco ni siquicra penetré en las amebas, o bien que los
mecanismos mectabodlicos en la ameba sean independientes del efecto de éste.

La Tobramicina presenté un efecto sobre las b. fue evid la
d bilizacion de la or izacion bi con su pr ia. En la literatura no
se menciona a este farmaco como terapia de eleccid i bi Vale la pena
probarlo con un mayor m o de especi demas de bar su i6n en

pruebas in vivo. Se cuenta con cl antecedente de haber sndo utilizado en un
paclen(e con QA aunque en una terapia combinada con el Itraconazol, lo que

g e la ion de far cn diferentes dosis y en combinacién con el
Itr >l por ejemplo, tal y como se administrd clini
En este estudio el Itraconazol pr 5 un efe y homogéneo en

fas cepas evaluadas y concordé su efecto en las pruebas in vitro e in vivo que se
lievaron a cabo, afectando la accion de estos farmacos a las dos formas de vida de
las amebas (trofozoito y quiste), de igual modo el Ketoconazol evaluado in vitro
en un estudio preliminar, e in vivo en este trabajo presenté un efecto similar al

Itr Ademas sec con el dente de que fueron probados con
éxito en los tres primeros casos detectados de Queratitis Amebiana en México.

Cabe mencionar que en el transcurso del trabajo experimental se presentd
un caso de EAG como complicacion a un tumor neuroectodérmico en un infante,
mismo que fue reportado en un estadio avanzado, ya que el daiio en cerebro era
del 70 %, a pesar de ello se aplicé Anfotericina B intratecal por un periodo de 15
dias, se observdo una leve mejoria al disminuir la poblacion amebiana, pero las
amebas crecieron nuevamente, por lo que se tomo la decision de utilizar
ftraconazol como alternativa, basados en la experiencia de su utilizacion en
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pacientes con QA. Después de su aplicacién por un periodo de 7 dias la poblacién

i bargo las 1 cr

trofica y quistica disminuyé iderabl sin
e irreversibles del paci no permiti || 1a accion del farmaco en ese
sitio en particular de manera mas amplia, ya que el infante murié después de 2
meses de haber sido tratado.

La accion de estos farmacos en las amebas parece ser muy similar a la que
se presenta en la investigacion de Junes er al., (1994) con respecto al estudio del
efecto de los diazoles en los hongos; Las observaciones al microscopio de
contraste de fases indicaron una alteracién del equilibrio hidrico; se observé un

aumento del nu o y vol de las v las contractiles y redondeamiento de
los organismos, con la co pérdida de la organizacion celular y posterior
destruccion de las amebas. Esta observacion compl losr Itados ob id

Yy penmite afirmar que la ion del Itracc 1 y Ketoconazol es semejante.

Es posible que se pueda considerar al Itraconazol como un farmaco de
eleccion eficaz contra la QA, si se evaliia su accién con un nimero mayor de cepas
de la misma especie y con otras involucradas con la patologia, para evitar

contradicciones en los resultados que impidan un andlisis correcto de su papel
como posibles vias de curacion.
Las contradicciones en la impl ion y dacién de un esq

terapéutico de eleccion se debe en gran medida, a que se han evaluado los
farmacos con diferentes técnicas (cada autor propone una distinta manera de
validar su prueba), por lo que la principal razén que da origen a la confusién de
elegir a uno u otro farmaco radica en la falta de una metodologia estandarizada
para su evaluacién, 1o que no permite tener un patréon de comparacién que sea
equivalente entre ellos. Ademas no se han do en las difer

intraespecificas que se encontraron en este trabajo, o sea que no es posible
considerar exitoso un farmaco solamente cuando se prueba con una cepa de

referencia que sc considere sea repr iva del género, ya que como se observé
en este estudio existen diferencias bioldgicas importantes que favorecen
comportamientos de modo distinto entre ellas. Kilving (991) r 1 d a
las difercncias inherentes a las cepas que les permi ser resi a

determinados farmmacos y a otros no.
Debe considerase que las discrepancias que se observan entre el efecto de
los farmacos in vivo e in vitro pueden deberse a que en los animales de
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s e £

experi sc p que deben ser tomados en cuenta; La
presencia de ou'os patégenos en los animales de experi i6n, los i

de resi inh del organi > 1t do como modelo, ademéas de
considerar la P i del animal de experi ion, la ptibilidad
genética de cada organi i i predisp como traumatismo o
irritaci quimi que al el buen funci i de la cémea.

Seria dabl en las sigui consid i para
lograr encontrar un tratamiento 6ptimo de la QA y/o confirmar la eficacia del
Itraconazol y Ketoconazol como farmacos de eleccion:

Uno de los p mas impx a tomar en cuenta, son las dosis dq los
medi utilizad las vias de administraciéon (oral o tdpica), asi como los
tiempos de exposicion del farmaco. por ejemplo es importante hacer menciéon que

las amebas que sobrevivieron a la accion del los farmacos estudiados, al
w1

T las condici ideales para su desarrollo, crecieron con normalidad, es
por ello que se recomienda que las terapias sean implementadas por tiempos
prolongados.

Osato y Robinson (1991) mencionan la importancia de encontrar un
farmaco capaz de eliminar al 100% de la poblacion amebiana, por lo que piensan
que no debe considerarse como exitosa la utilizacion de ningun farmaco que no
cumpla con este requisito, si bien es una condicion ideal y debe buscarse como
meta final, no se debe olvidar que el restablecimiento de una visién adecuada y la
conservacion del ojo afectado bien vale la aplicacién de terapias prolongadas
mientras ésta se logra.

Debe considerarse también ¢l efecto de los farmacos en los diferentes
estadios tanto tréfico como quistico, edad de los cultivos, tipo de medios en los

1 se prueb peracion de los organi (viables) después de la
exposicion a los fanmacos.

El esq de evaluacién de farmacos in virro que se utilizé en este
trabajo s¢ tomé del propuesto por Kilvington (l99l), las modificaciones
que se realizaron permitieron hacer evaluaciones wtitativas por lo que es

mas confiable su interpretacion.
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4.3. AXENIZACION

A pesar de que en un inicio no se idero perti en la
axenizacién como un objetivo de trabajo, ya que es parte de la metodologia
cotidiana para estudiar las amebas anfizoicas, se le dio mas importancia por las
diferencias tan marcadas que se presentaron con las distintas cepas en estudio, en
cuanto a los tiempos de axenizacion y forma en la que se logr6é. Lo que demostré
diferencias significativas a partir de este punto de trabajo.

Todas las cepas presentaron tiempos de desarrollo optimo diferentes, no
obstante que se encontraban bajo las mismas condiciones de temperatura, pH y
mcdio de cultivo.

La axenizacion permite en todo caso llevar a cabo los estudios bioldgicos
nccesarios para describir y comparar a las amebas en un mismo ambiente y
asegurar que no existe ningu gentc externo cap de modificar los resultados,
sin embargo al encontrar b ias dosimbiontes en bas ya a izadas es
necesario ahora definir el papel que desempeiian cada una de éstas en la biologia
de las amebas.

Se sabe que algunas bacterias cndosimbiontes aumentan su diversidad como

resultado de una inter ién con 4 h ba (Tyndall et al.,, 1992). Fritsche
(1993), encontré que cxisten bacterias dosimbiontes obligadas que cohabitan
con amebas del catialogo del ATCC idas en dios axénicos, asi como en

amebas aisladas de diversos medios. Es importante conocer si estas bacterias
participan activamente en la sobrevivencia de las amebas, modifican, exacerban o
son las responsables (parcial o \! ) de la virul ia. De confirmarse csta
participacién conjunta, se explicarian parte de las diferencias intraespecificas
encontradas, ya que la cepa HCI-3 en donde estan presentes las bacterias
endosimbi pr 6 una virul ia de mayor grado que la HCI-2 que no las
tiene. En lo que se reficre a la cepa HCI-1 no fue posible hacer esa comparacion,
ya que al momento de hacer los cultivos estaba contaminada con otra bacteria
externa. Esta propuesta de estudio, aportaria datos sobre los mecanismos de
patogenicidad en su fase parasitaria, por lo que es importante determinar si estas
bacterias estan presentes también en amebas en su fase de vida libre. Se sabe que
algunas Acanthamoebas dependiendo del medio en el que se¢ encuentren muestran
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una capacidad distinta de liberar i 1] liti (Mitra et al., 1993) y tal

wvez estas bacterias participen activamente en este hecho.

4.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

La observacion de las cepas a través del microscopio electrénico de barrido
permitié encontrar diferencias morfologicas de los acantépodos entre las cepas en
estudio.

Lap ia de los 6podos, su forma, nimero y tamaifio, deben jugar
un papel importante en la adherencia a las distintas superficies. Los acantdpodos
cortos y abundantes, es posible que faciliten la permanencia de estos organismos
en la cémea y lentes de contacto, y por ende permitan la invasion en estas
superficies. Se observé que existe una relacién entre las cepas con este tipo de

6podos y la efici ia en la adhesién a las superficies de las botellas de
cultivo de tejidos. Es importante comprobar que en efecto existe una relacién entre
las cepas con este tipo de acantéSpodos y la eficiencia en la adhesion a las
diferentes superficies. 4. polyphaga es una de las especies aisladas con mayor
frecuencia en casos de QA, es posible que la adhesién a la superficie corneal o de
lentes de contacto se vea favorecida por la presencia de este tipo de acantépodos.

En la actualidad los lentes de contacto son mas hidrofilicos para favorecer
el recambio de gases en 1a superficic comeal, lo que constituye un vehiculo ideal
para la adhesion de los trofozoitos, los acantépodos cortos y abundantes podrian
amoldarse con mayor facilidad a la superficie porosa y hiimeda de los 1 lo
que permite gurar la per de los or i »s sin ser removidos con
facilidad lo que permite iniciar a su vez el proceso de invasién a la cémea.

Si se rclaciona el namero, el tamafio y forma de los acantépodos de las
amebas en estudio encontramos que:

- Las cepas P23 y Ap presentan una gran cantidad de finos y pequeiios
acantépodos en todo ¢l cucrpo amebiano (fotografia No. 16), son las cepas que
crecieron mejor y mas rapidamente en las cajas de cultivo de tejidos, en donde se
adhirieron y formaron monocapas en unas cuantas horas. Desafortunadamente no

fue posible probar estas cepas en el modelo experimental en conejo para
corroborar que esta facilidad en el desarrollo de monocapas esta relacionada entre
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otras con los acantépodos y por 1o mismo con las p de 1a in ién de
estos protozoos en la cérnea. .

La cepa HCI-3 que pr 6 bién un mi bund de
aunque en menor cantidad que la cepas mencionadas con anterioridad (fotograﬁa
No. 19), fue capaz de formar una monocapa cn las cajas de cultivo de tejido
(medio axénico) y también en medio monoxénico crecieron de forma uniforme y
radial en las cajas de Petri y lo hicieron en un tiempo corto (3 dias). En este caso si
fue posible hacer una correlacion clinica, ya que la infeccién corneal que origind
fue capaz de producir una lesiéon ulcerada de 2 mm en la regién paracentral
temporal, de 8 dias de evolucién, la cual se resolvié en 1 mes, utilizando
Itraconazol oral y Tobramicina topica. La gran ventaja para el paciente es que su

2 A

diagndstico fue temprano y permitiéo impl. tar un ] d do para su
eliminacién.

-La cepa HCIi-2 bajo el microscopio clectronico de Barrido presenté
acantépodos mas grandes y anchos, en un nil o mas reducido que las cep
anteriores. En medio axénico, formé monocapas en un ticmpo mas prolongado. En
el medio monoxénico se desarrollé de a desord da, sin crecimi > radial,
asincrénico y en poca cantidad. Esto coincide bién con ia a en ia que se
comporté en el paciente, 1as lesiones que causé no fucron graves ni aparatosas, al
realizar un raspado corneal no se encontré gran idad de or i Se inicié
el tratamiento con Itraconazol y Tobramncma y en un periodo de 15 dias la lesion
corneal era ini desafor el paci suspendid y cambié su
tratamiento por corticoides, por lo que fue nec io 2 después hacer un

transplante de cémea.

-En lo que respecta a la cepa HCI-1, desp de su
caso reportado de QA en México, la cepa pr 6 un crecimi > homogéneo,
sincrénico en medios sé6lidos de un modo muy semejante a la forma en la que
invadié la comea del paciente, ya que un periodo de 1 mes invadié casi el 100%
de la cornea, desafortunadamente no fue posible relacionar esta exitosa invasién

del primer

con la pr ia de los opodos y adherencia a la comea, a través de la
microscopia de barrido, por la contaminacién bacteriana que presentd, es probable
que la b ia i d i que impidan la adherencia, de

manera semejante como lo haccn algunas bacterias de los géneros Pseudomonas o
Sthaphylococcus (Gorlin et al., 1996), o bien es factible que exista competencia
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entre las amcebas y las bacterias por los sitios de adherencia y dado que las
bacterias se dupllcan en periodos de tiempo mas cortos, la poblacién bacteriana

en po los espacios disponibles.
El hallazgo de las alteraciones morfologicas de 1a cepa HCI-1 en presencia
de las b ias i abre un camino de investigacién, ya que es

necesario determinar el tipo de bacteria, conocer e identificar el o los productos
bacterianos que provocan las lesiones en la superficie bi
posibilidad de utilizarlos como una nueva estrategia de tratamiento en base a una
sustancia producida de forma natural por las bacterias, tal vez como un mecanismo
de defensa propio de estos organismos.

El hallazgo de esttucturas semecjantes a amebostomas en las cepas
estudiadas debe tomarse en cuenta con mas detalle. En el géncro Naegleria se
relacionan con fagocitosis y virulencia. Es importante continuar la biasqueda de
estas estructuras en otros integrantes del género, ademas de conocer el papel que
desempeiian en la virulencia de estos protozoos. Solo existe un reporte que
menciona a estas estructuras. Diaz (1991) estudiando la fagocitosis de amebas del

a y determi la

género 4 h b giere su p ia y las considera j a las de
Naegleria y expone fotografias muy i a las d en el pr
trabajo.

4.5. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

La observacion de las cepas en estudio y en particular de la cepa HCI-I,
con respecto a las cepas descritas por Bowers y Kom (1968) y Lasman (1982),
permite aﬁrrnar que no hay diferencias morfoldgicas significativas entre ellas, las
difer exi pucden ser mas bien de tipo fisiolégico, como las siguientes:

Se observaron diferencias: Al momento de crecer en medios especificos, las
cepas asimilaron los nutrientes de manera diferente, 1o que favorecié el desarrollo
de una cepas y de¢ otras no.

Las cepas presentaron diferentes grados de virulencia, no obstante todas
ellas crecieron y se mantuvieron ¢n medios artificiales por tiempos prolongados.

La produccion de i o zimc diferentes en los corrimientos

electroforéticos, en algunas especies y en otras no, incluso entre las cepas
consideradas como de referencia.
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Por otra parte también lHama la atencion el hallazgo de un quiste dentro de
un trofozoito de la cepa HCI-3, lo que hace pensar en la posibilidad de la
exi ia del fené de troglocitosis o canibalismo.

Niederckon er al., (1994) caracterizaron ¢l efecto citopatico de

4 h bay iona que no hay evidencia de troglocitosis o fagocitosis de

células en cultivo de tejidos y que mas blen sc da un contacto con éstas a través de
1 del leto. Sin ecmbargo Diaz (1991)

9

canales de calcio y
considera probable la existencia de la trogocitosis en integrantes del género. Otra
del duro dentro de! trofozoito pucde ser la

explicacién sobre la pr
formacioén del quiste en una zona del trofozoito, sin involucrar a todo el cuerpo

biano, de una a como lo hacen las bacterias que producen
esporas. Vale la pena ampliar el estudio que permita aportar mas informacién
sobre este hallazgo, determinar si el trofozoito se destruye y perdura el quiste que
se sabe es resistente a un entomo agresivo, si el proceso de cnquistamiento
“parcial” es parte de un proceso de economia que permita conservar la minima
cantidad de estructuras necesarias para la sobrevivencia del organismo al momento

encontrar condiciones ideales para su desarrollo, o bien que las condiciones
nbi y solo una regién especifica ¢ importante

desfavorables se pr on
del trofozoito se protegié del entomo agresivo.

4.6. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

4.6.1. MODELO EXPERIMENTAL EN RATON

Se considera al ratén como el animal ideal para seguir la infeccién que se
provoca en el SNC por la similitud del cuadro clinico entre el ratén y el humano
(Martinez, 1993).

La evaluacion de la patogenicidad de estas cepas muestra también
diferencias en ¢l compor > de las b Mientras que la cepa HCI-1 fue
muy virulenta en una primera evaluacién de su poder patégeno, las demas fueron
invasivas sin presentar la virulencia que mostré la HCI-1.

Llama la ion la dismi ion de la virul ia después del aisl. >
de las cepas y posterior manutencion en medios artificiales, aunque no se pierde la
capacidad invasiva, que a través del tiempo conservan estos organismos. Lo
anterior puede cxplicasse por las condiciones tan diferentes en las que sc mantiene

123



a la cepa con respecto al medio en el que se encuentra cuando esta en la cémea, en
los medios artificiales no ¢s indisp ble Ia lib ion de i P 1iti ya
que los nutrientes necesarios para su desarrollo forman parte de los medios de

cultivo. Lo que sugiere que para la realizacion de cualquier prueba es importante
que do ecstas fueron

P

asegurarse dc que la virulencia sea la

aisladas.
Al hacer una correlacién de la virulencia y el cuadro clinico que produjeron
las tres cepas aisladas de los primeros casos clinicos de QA, se encontré que
el dafio do en cérnea y la virulencia reportada.

ia. Se iona que

coincide perfc

Existen reportes que indi como la vir
es necesario inocular las amebas intranasalmente en serie de tres para asegurar este
aumento de virulencia, lo que debe considerarse como una regla antes de cualquier
estudio de correlacién clinica (Hadas y Mazur, 1993).

Tanaka (1994) enfatiza que la patogenicidad de 4
ain no ha sido dilucidada del todo, se conoce el daiio que se produce ¢n el sistema
nervioso central y se sospecha que la via de di i idn es h égena, pero no

se ha descrito el dafio en los otros érganos, por lo que resulta conveniente hacer un
> de la invasion en los diferentes 6rganos y la manera en

3, ba en h os

seguimi > mas cc
la que produce el dafio en infecci créni del si nervioso central.

Vale la pena considerar la i presion que provoco en los ratones la
ingestion de ali inado con aflatoxinas, la cual puede facilitar el
desarrollo de la infeccién. Seria conveni en esa inmunosupresion
cuando se trate dc la vir en r de modo que facilite la
invasion de las amebas en un tiempo mas corto de lo esperado, con el consecuente

to de la vir Sin bargo en prucbas rutinarias para eval la

patogenicidad de cep isladas de casos clinicos, es necesario utilizar ratones
sanos para determinar ¢l daito que estas amebas sean capaces de provocar a través
de mecanismos de patogenicidad propios, de lo contrario es probable que la
inmunosupresion permita la invasién de las amebas por no existir mecanismos que
lo impidan, mas que por la penetracion en tejido y liberacion de enzimas
especificas. Lo que traeria resultados erréneos de interpretaciéon del papel que
dos pr patoldgicos de etiologia no bien

Jjuegan estos protozoos en deter
determinada.
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Por otra parte r lta inter idk si las P invasivas no

patégenas modifican su  virul i al pr e algin proceso de
inmunosupresion, como el que se dio con los ratones. O bien que un proceso
inmunosupresor facilite la invasién de las b sin pr se un p

inflamatorio, que no permita una correlacién clinica ad da del daiio real que

produzca la ameba en éstos.

4.6.2. MODELO EXPERIMENTAL EN CONEJO

El analisis de los q de i lacién en el modelo
experimental en conejo mostré un curso clinico irregular. La abrasién comeal
superficial no fue suficiente para provocar la QA con un curso clinico semejante al

que se p aenelh o. La inoculacion intracstromal permite que la ameba
prod una infeccion corneal leve con tendencia a autolimitarse.
El modelo que se dié fue impl do con un por aje muy alto de

trofozoitos (90%), es probable quc éstos no pudieran invadir la cérnea por las
siguientes razones:

& Modelo de inoculacion por goteo.- El talco y el hipoclorito produjeron una
abrasién comeal muy leve que no daiié el cpitelio comeal lo suficiente para
permitir la entrada de las amebas como se esperaba, la queratitis que se presenté se
resolvié en unos cuantos dias.

& Modelo por i lacién i omal.- Aunque la i laciéon intracstromal
provoca un dafio en la cémea, este no es suficiente tampoco para dar inicio a la
infeccion, s6lo en aquellos casos en los que por error, se produjo un dafio mayor al

delai lacion fue que se presenté 1a patologia.

¢ Los trofozoitos apar no se adhirieron a la cérnea de los conejos y
pudieran haber sido facilmente removidos, es posible que el pH del vehiculo de
inoculacién afectara a los trofozoitos desde un inicio. Si se toma en cuenta a la
adherencia como el primer paso para la invasién de estos organismos, se explica la
ausencia de sintomas en algunos casos y lo limitado de las lesiones, en otros
parece indicar que la adherencia pudiera no haberse dado. Otra posibilidad es que
las amebas pudieran haberse adherido sin causar lesiones y la invasion del esroma
se detuvo en otra fase del proceso. Dado que las amebas pueden evadir la
respuesta inmune local del humano y provocar una lesién crénica severa que
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pudicra ser agravada por la resp i del paci En b del

pudieron actuar mecanismos propios de i ia en el > en el
humano.

e Las b d ser cap de evadir la respuesta inmune local en la
cémea del humano ¥y provocar una lesién crénica y severa, facilitada posiblemente
por la ptcsencm de antigenos de superﬁcle ) al hc d vy por se la
cérmea un sitio i i privilegiado. Lo que explicaria en cierta forma

1a afinidad por el tejido comeal humano y el del cerdo.

& Owro aspecto que merece consideracidon es el hecho de que se inocularon
cepas axénicas que habian sido subcultivadas in viiro bastante tiempo, por lo que
la virulencia de la cepa HCI-3 al momento de inocularla en el concjo no fuera la
Sptima y no hubiese produccion de i colagenoliticas y pr¢ en gencral
capaces de continuar con la invasién comeal.

@ Se debe tomar en cuenta la posibilidad de la existencia de especificidad de
las cepas amebianas a dlsnntos tipos de organismos. Niederkon (1992) probd que
una cepa de Ac h llanii se adhiere de manera distinta a 1a superficie
comeal de ratén, rata, y conejo, aprox. S - 20 trofozoitos en 7.07 mm 2 de
superficie comeal, que con respecto a la cornea de hamster, cerdo y el ser humano
(aprox. 100 - 200 trofozoitos en 7.07 mm? de superficie comeal).

& Stopack ez al., (1991) realizaron un estudio en el que evalué la afinidad de
Acanthamoeba spp. a cultivos de células epiteliales y queratocitos, sugiriendo una
de la c6rmea como sustrato para su

def d ia a los compc

desarrollo.

o Existen datos contradictorios con respecto al modelo experimental Cote es
al., consideran al conejo como un buen animal de estudio de 1a QA. En su trabajo
inocularon 1.5 x 10° (90% trofozoitos y 10% quistes) de Acanst b
castellanii, reportaron opacidad comeal a las 24 horas de haber llevado a cabo la
inoculacion la cual se hizo mas evidente a las 72 horas.

o Jiménez e¢r al. (1996) consideran que la evolucion clinica de conejos

inoculados con cepas de Acamthamoeba polyphaga, que se presenta en los

'Y <

primeros tres dias posteriores a la inc ién, son sufici para co
exitoso ¢l montaje del modelo, sin embargo no se presenta un dafio comeal que
pueda ser comparativo con el que se produce en la cérnea de los pacicntes con esta
patologia, lo que impide conocer los ismos de patogenicidad de las b

ar
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anfizoicas en su invasién en la comea h
éni con

experimental en conejo con i lacién i 1 con
r le positivos en los 4 dias posteriores a la inoculacion. Es

probable que las diferencias del modelo descrito y el clab do en el p
trabajo radica en cl hecho de que en el pri 1a pr iadelas b ias y sus
productos pueden influir de manera importante en el cuadro clinico que se
presenta en los conejos, lo que sugiere que las bas y b ias 1 de
manera sinérgica para producir el dafio en ia cémea.

e Un aspecto poco estudiado son la bacterias dosimbiontes como posibl

participantes en la invasién comeal de las amebas.
La falta de un modelo experimental adecuado no ha facilitado entre otras

cosas: una identificacién y descripcion del modo de accion de estos organismos en
la cémea, que permita establecer si €l modo de invasién es el mismo para todas las

Tead, 1

cepas involucradas en esta patologia.
Es importante continuar con la busqueda de un modelo idoneo para la QA,

en donde se hagan ensayos de i lacién con pobl; de qui y trofozoi
en diferentes proporciones y determinar en primera instancia si la QA se inicia
en la cé6mea o bien si esta induccién se

después de que enqui los organismo:

da por la pi ia del trofozoito, y id a este evento como el inicial para la
invasién amebiana.

El blecimi de un lo experimental en cerdos puedc dar mas
informacion referente a los pasos que dan inicio a la infeccién y los ),
de p icidad que se p

imitaci del delo, fue posible evaluar el efecto de 2

A pesar de las li
farmacos de interés clinico en cl tratamiento de la QA. el Itraconazol resulté ser
mis efectivo en su accién las bas en dio, en la eval ién in vivo e
in vitro, lo que permite continuar con el estudio de otras cepas del género.

La técnica de PCR permitié el seguimiento de las amebas o fragmentos de

amebas en la cérnea del conegjo.
4.7. ISOELECTROENFOQUE

El analisis de las diferencias encontradas en los comrimientos isoenzimaticos
de los tres primeros aislamientos de QA en México hizo pensar en un inicio que se
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estaba frente a una espccie del género Acanthamoeba (HCI-1) nunca antes
descrita, sin bargo se 6 en dife reportes que el comportamiento de
las cepas aisladas de casos de QA no siguen entre otras cosas: el mismo patrén de
crecimiento 6ptimo a mayor temperatura como lo hacen las cepas responsables de
EAG. Las cepas procedentes de casos de QA crecen mejor a 37° C, mientras que
las aisladas de cavidad les lo h a 40° C. Lo que impide correlacionar la
patogenicidad en ambos tipos de aislamientos. Por otra parte paralelo al
aislamiento de la cepa en cuestién se comenzoé a observar la dificultad para ubicar
taxonémicamente a través, de corrimientos isoenzimaticos a 31 cepas patdgenas

islad de pisci De Jonckheere (1991) basado en la comparacién de
isoenzi de P de A ki ba aisladas de pacientes con Queratitis en
Europa, concluyé que los aislamientos cornéales son diferentes de los descritos
hasta ese momento, aunque s¢ observan difer i en al enzimas y
cc d ia en pr i totales, lo que sugiere se trata de un grupo especifico
involucrado en 1a QA.

Penin (1991) encontré6 una cepa procedente de un caso de QA, que al ser
analizada morfolégicamente y de modo especifico el qui pr ba un
endoquiste con 6 brazos rodeados de un qui no reticular, por lo que fue
ubicada dentro del grupo II acorde a la clasificaciéon de Pussard y Pons, sin
embargo el andlisis isoenzimatico no permitié identificar a la cepa en cuestion, el
corrimiento no coincidié con ningin patrén previ identificado, por lo que el
autor afirma que con cllo queda demostrada la heterogeneidad de las cepas del
géncro y de modo especial A. polyphagay A. castelianii-

Jacobson y Band (1987) reportaron aislamientos de A. polyphaga
procedentes de suelo que mostraron heterogeneidad genética, lo que hace pensar

que puede aplicarse la misma idea para aquellos casos proced de i
coméales.

De Jonckheere (1991) consid que un no 0 limitado de especies es el
que esta dir relaci da con los casos de CA, los cuales presentan una

heterogeneidad genética lo que explicaria las divergencias en los patrones
isoenzimaticos cuando se comparan con cepas tipo o de catalogo.

Las diferencia encontradas en los corrimi S i ima >S CC dan
con lo expuesto con anterioridad. Existen similitudes en algunos corrimientos que

nos hace pensar que estamos frente a cepas de la misma especie, sin embargo en
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d funden el diagndstico. Esas

otros se pr fife ias tan que
difi tas no sol se pr entre las cepas de estudio, sino que se
fe ia, lo que impide aan mas la

observan entre las cepas utilizadas como de
id ificacion ad d.
Un gran i o de
solamente por las caracteristicas morfolégicas de las amcbas, y la mayoria de éstos

se ubica en la especie 4. polyphaga, pese a que este grupo de organismos que
conforma a la especie esta integrado por representantes con una heterogencidad

que no permite un diagnoéstico certero, y por ende que impide la impl
i d do, con la desorgani ion

islami clinicos de comea se diagnostican

de un esq de tr:
biolégica y clinica que impide también saber hasta el momento si se esta
trabajando con especies diferenciables a través de técnicas més especificas, que
comparten morfologia y difieren en la fisiologia, las les i > puedan tener
mecanismos de patogenicidad semejantes o diferentes. O simplemente se trata de

en los diferentes ambientes

Ilindose exitc

una especie cosmopolita, desar
en donde es capaz de crecer, con la consecuente adaptacion fisiolégica que ha

permitido la controversia.

A pesar de las limitaciones que trac consigo la utilizacién de técnicas
isc Ati en la identificacion bi ésta fue la uUnica herramienta
confiable por muchos ailos para organizarlas y ubicarias taxonoémicamente.

En la actualidad podrian ensayarse otras como los anticuerpos
monoclonales dirigidos contra antigenos de superficie, las sondas génicas dirigidas

contra el RNA ribosomal y los mapas de oligonucleétidos, asi como las secuencias
conservadas y no conservadas de las amebas.

4.8. SEROLOGIA

antigéni sin

Las cepas en estudio comparten entre si deter
bién al, »s que sol s¢ observan en cada cepa, lo

bargo pr g
que indica hay diferencias significativas entre ellas. Tal vez sea ésta una

explicacién de las confusiones que se pr al > de r

diagnosticos seroldgicos e i los tr i >
Visvesvara (1993) Enfatiza la dificultad que implica la identificacién

bas que integran el grupo I, ya que se utilizan basicamente

ifica de las
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criterios morfologi de do que, sugiere 1a identificacid

de los organi a
través del uso de 15 sueros dirigidos contra estas especies, sin embargo no
especifica si, éstos han sido producidos una vez caracterizados o identificados los
determinantes antigénicos de cada especie, asi como la adsorcion de los mismos en
caso de pr se una ion cr da, de no ser asi la utilizacién de dichos
sueros no s de gran utilidad para la identificacion especifica lo que trae consigo
errores al momento de realizar los diagnésticos.

Seria conveniente llevar a cabo un estudio que determince e identifique los
diferentes antigenos de superficie de las especies que conforman el géncro, ademas
de conocer si la expresion de los determinantes antigénicos de superficie varia de
acuerdo a la virulencia de las amebas, con el tiempo o con el crecimiento en

pr de i Tpos especificos, complemento y macrofagos.

Osato y Robi (1991) ionan que las pruebas inmunolégicas con
estas amebas son poco especificas y se presentan reacciones cruzadas.

Es importante tomar en consideraciéon la resp i tégica que
despertaron las amcbas en los conejos inoculados intraestromalmente, a pesar de
no haberse pr do una 1 corneal de consideracion, falta saber si esa
respuesta confiere proteccion a los conejos. Seria conveniente evaluar también, si
se despierta una respuesta mucosal en estos animales de experi

Es io i con la busqueda de org

i6n

>s bacterianos o bien
otros protozoos patoégenos, para evaluar si existe o no un cruce antigénico, entre

éstos y las amebas, que puedan ser los responsables de titulos elevados de
anticuerpos, o bien comprobar con mas representantes del género si son altamente
antigenicos en general, lo que explicaria los titulos altos de anticuerpos que se

presentan en personas sanas sin contacto previo aparente con cstas amebas
anfizoicas.
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S. CONCLUSION

El género Acanthamoeba en general y la especie 4. polyphaga en particular

es un grupo heterogéneo de protozoos con una organizacion mas pleja que la
planteada en la actualidad. La h idad ética les ha dado la posibilidad
de adaptarse con éxito a diferentes medios, ha facllludo su capacidad de invadir y
desarrollarse en diferentes bi como organi: >s de vida libre y patégenos,
1o que les ha permitido incluso tener afinidad hacia ciertos sitios como la cémea
humana con la ventaja para estos organi de con un sitio mas de
sobrevivencia, demostrado por la cantidad de aislamientos en esos sitios y el SNC.
Es posible que se !rale de un grupo de or i en icién biolégi
entre la vida libre y el par bligado. Es io utilizar aquellas técnicas
de biologia 1 lar para c« ad brir los asp que
permi determi las relaci filogenéti de estas amebas, ademas de
conocer las diferencias mtraespcciﬁcas a nivel lecul que permi una
or; ion 6mica acorde a estos protozoos.

No menos importante es el andlisis de c¢stos organismos desde el punto de
vista clinico, en donde es importante antes que nada difundir la existencia de estas
amebas como patégenos. De nada sirve impl gcni ofisticadas para su
deteccion, si no se toma en cuenta en los diagnésti dife iales iniciales o por
asombroso que parezca sc niega su existencia. Esta difusion debe llevarse a cabo
por etapas en las que se incluya el adi i del personal calificado para la
observacion de estos protozoos, primero con los medios con los que se cuenta en
un laboratorio de andlisis clinicos. Una vez que se logre el conocimiento de

1.1

aspectos gcnemlcs de la biologia de las bas anfizoicas, es 10

su d 6m de a rutinaria con medios simpl y P para su
aislamiento. Hacer un andlisis de los signos y sintomas de los padecimientos
tempranamente para poder or i un d tini certero que permita su
deteccion. Ese diagndstico oportuno debe duci i a la
impl ion de un esq terapéutico adecuado que limite el dafio en la
comea, porque al fin y al cabo los estudios bioldgicos de las amebas anfizoicas
son indisp bles no sol para organizarlas de una a mas c¢ 1

que considere la mayor cantidad de aspectos biolégicos que las distinga, sino que
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ese imi se aplique para dar servicio a 1a clinica con el beneficio de las

P que pad las disti patologias en las que participan como agentes
etiolégicos.

Sin embargo hasta este punto la mejor estrategia para limitar las infecciones

bi es la pre i6n, 1a cual debe impl se al de difundir la

existencia de estos organismos en los medios especializados.
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ANEXO No. 1
medios de cultivo

MEDIO CASOY
Peptona caseina 170 gr
Peptona harina de soya 3.0¢gr
D-glucosa 2.5gr
NaCl 50gr
K>HPO, 2.5gr

Agua destilada 1l

MEDIO PBSGM (CHANG MODIFICADO)

Biotriptasa 16.6 gr
NaH.PO, 1.5gr
Dextrosa 2.7gr
KHL.PO, 0.9 gr

Agua destilada 1l

Se lan los en seco, se disuclven en agua destilada y se

vierten 2.7 ml en tubos con tapén de rosca de 16 x 125 mm, se esterilizaron a 15 Ib
de presion durante 15 min. y se almaccnan on refrigeracion hasta ser utilizados.

dici 0.3 ml de sucro fetal

Cuando los tubos van a ser utilizados se les
de bovino, El cual se prepara de la siguiente forma:
¢ se i en congelacion, se descongel

El suero fetal de bovino siemp
minutos antes de ser utilizado en baifio de agua a 56° C durante 30 minutos para ser

descomplementado.
Se prepara un mezcla de antibidticos a base de penicilina G sal sddica

icina (Bristol).

(laboratorios Lakeside) y
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= Penicilina G 1 000 000 U en 2 m! de H,O destilada
= K icina 1 g en solucion 3 mi
= Volumen total de 5 mi

Sc agrega 1.0 ml de la de ibioti por cada 100 ml de suero
descompl do para ob una i6n final de 200 mcg de cada
antibidtico en 3.0 ml de medio PBSGM.

BACTOCASITONA AL 2 %

Bactocasitona Difco 20g
Agua destilada 100 mi
Se disueclve la B

en agua destilada, se vacian en 2.7 ml del
medio en tubos de tapén de rosca y se esteriliza a 15 1b de presion durante 1S min.

Antes de utilizarse se¢ agregaron 0.3 ml dec sucro fetal de bovino (en
condiciones de esterilidad ) a cada tubo con bactocasitona.
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ANEXO No. 2
Reactivos y soluciones para isoelectroenfoque.

Revelado de enzimas:

Fosfatasa dcida (AP)

Reactivo Concentracién
Na-B-naftil-dcido fosfato......cc.ooeeveiirinncnnnnn. 100 mg
Sal Negra K.t cceeaeaee 100 mg

Acetato amortiguador 0.0S M pH S........... 100 mg

Leucinaminopeptidasa (LAP)

Reactivo Concentraciéon

B- leucin B naftilamid 40 mg
Sal negra K 50 mg
Tris malato 0.2 M amortiguador pH 6.0......... 100 mi
Propionil -esterasa (PE)
Azul rapido RR sal 100 mg
fosfato 0.1 M amortiguador pH 5.7................. 100 ml
1% alfa naftilpropionato
(en al 50%) 2ml
Fosfoglucomutasa (FGM)
Na; alfa-D-glucosa-1-fosfato- 4 H,O.............. 60 mg
NADP. 10 mg
Glusoca-6-fosfato deshidrc 80 unidad
NBT... 20 mg
PMS 1mg
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Mg Cl; 80 mg

Tris-HC1 0.5 M pH 7.7. 10mt
Agua destilada ........ 70 ml
Glucosa -fosfato isomerasa (GFI)

fr 6-fosfato 160 mg
NADP. 10 mg
Gl 6-fosfato deshidrog 80 unidad
NBT. 10 mg
PMS 1mg
MgCl. 1 mg
Tris-HC1 0.1 M pH 8.1 15 ml
AMORTIGUADORES
Acetato 0.05 M amortiguador pH 5.0
- Solucién 1
CH3COONa ....1.64 gr
Agua destilada ..............ccooeriviiiieninniieeinnnnna. 200 ml
Solucién 2
CH;COOH 0.6 gr
Agua destilada 100 ml

Se mezclan 176 ml de 1a solucién 1 y 74 mi de la solucién 2 en 250 ml de

agua destilada.
‘Tris malato 0.2 M amortiguador pH 6.0.

Solucioén 1
& o ORI 7.26

Acido malico..... . 6.96 gr
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Agua destilada 150 ml

Solucion 2
NaOH

1.6 gr
Agua destilada 100 ml

Se mezclan 125 ml de la solucién 1y 160 ml de la soluciéon 2 en 310 ml de
agua destilada .

Fosfato 0,1M amortiguador pH $.7

Solucidn 1
NaH,PO,... 6.875 gr
Agua destilada 250 ml
Solucioén 2
NaHPO....... 3.415 gr
Agua destilada . 50 ml
Se mezclan 230 ml de la solucién 1 y 20 1 de 1a solucién 2 en 250 mi en
agua destilada.

Tris-HCIl 0.5 M amortiguador pH 7.1.

Solucién 1
Tris. 18.15 gr
Apgua destilada 150 ml
Solucion 2
HCl1 2.1 mi
Agua destilada ... ..250 ml

Se mezclan 125 ml de la soluci y
agua destilada.

soluciéon 2 en 125 ml de
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ANEXO No. 3
Soluciones y Reactivos para Ia técnica de Western blot.

Filtrar todas las soluciones a través de un filtro de 0.45 um. Usar sicmpre agua bidestilada.

Solucién stock de monomeros
(30%¢t, 2.7 % c bis)

Acrilamida 60.0g
Bis- acrilamida 1.6g
Agua Aforar 200 ml

Almacenar en frasco ambar a 4°c .

Amortiguador del gel separador 4x
( 1.5 m tris-Cl, pH 8.8)

Trizma- base 36.3g.
Ajustar a pH 8.8 con HC1
Agua Aforar 200 ml

Amortiguador del gel concentrador 4x
€ 0.5 m tris-Cl, pH 6.8)

Trizma- base 3.0g
Ajustar a pH 6.8 con HCI
Agua Aforar 50 mi
Lauril sulfato
SDS (10%) 50g
Agua Aforar 50 mi
Iniciador
Persulfato de amonio . 1.0g
Agua Aforar 1.0 mi
Preparacion del gel
(B do en cl si: de | li dificado para las unidades de ¢l i ighty small).
gel separador gel concentrador
Sol. Dec acrilamida 333ml 0.67 ml
Amort. Del gel separador 4x 2.50 mi
Amort. Del gel concentrador 4x - 1.25 ml
Lauril sulfato (10%) 0.10m} 0.05mi

139



Agua 4.00 ml 3.00 ml
Iniciador 50 ul 25ul
Temed * 5.0ul 2.0ul*
Tetrametilctilendiamina.

Adicionar sobre cl gcl scparador 100ul de butanol saturado con agua para cvitar la inhibicién dec In
poli i ién por ¢l oxi;

Amortiguador de tratamiento

Amort. 2x de sds (tris-C1 0.125 m, pH 6.8, sds 3% ., glicerol 20%, 2 110%)
Tris-HCl 4x, pH 6.8 2.5 ml
SDS 10% 4.0 ml
Glicerol 2.0 ml
2- mercaptoetanol 0.2 ml
Azul de bromofenol 0.2 mg
Agua Aforar 10.0 ml
Dividir en ali de 1.0 ml y al entre -40°¢ y -80°¢.

Amortiguador de electroforesis
(Tris 0.025 m, pH 8.3, glicina 0.192 m, sds 0.1% )

Tris- base 12.1g
Glicina s576g
SDS 40g
Agua Aforar 401t

Marcador sigma (p.m. Alto rango)

se utiliza en alicuotas de 3 ul adicionando 7ul de amortiguador de
tratamiento.

Amortiguador de transferencia
(tris 0.025 m, pH 8.3, glicina 0.192 m, sds 0.1%)

Tris-base 6.06 g
Glicina 288 ¢
SDS 20g
Agua 131
Metanol 400 mi
Agua Aforar 201

No ajustar ¢l pH, dcbera scr entre 8.2- 8.4,

140



Si se requiere teilir el gel se utilizan las siguientes soluciones:

Colorante
azut de coomassic r-250 0.025%, metanol 40%, acido acético 7%)

Azul de coomassie r-250 05g
Metanol 800 ml
Acido acético 140 ml
Agua Aforar 20

Solucidn desteilidora i
(mctanol 40%, acido acético 7%)

Metanol 400 ml
Acido acético 70 ml
Agua Aforar 101t

Solucién desteftidora ii
(mctanol $%, acido acético 7%)

Metanol 500 ml
Acido acético 70 ml
Agua Aforar 10.0 1t

Sustrato y cromégeno

Etanol 3.5ml
4-cloro 1-naftol 10 mg
PBS 16.5 ml
Peréxido de hidrogeno 20.0 pl

Se mezclan ambas soluciones antes de su uso.
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