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RECONOCIMIENTO DE ANTÍGENOS ESPECÍFICOS PARA LA IDENTIFICACIÓN DE 

LA AMIBA DE VIDA LIBRE Naeg/eria fowleri. 

1. RESUMEN. 

El interés médico por las amibas de vida libre (AVL) se ha venido incrementando al saber 
que pueden provocar la muerte. Este hecho reviste mayor importancia si se considera que 
las AVL potencialmente patógenas pueden ser encontradas con facilidad en cuerpos de 
agua de uso recreativo e industrial. Naegleria fowleri es capaz de provocar 
meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP) que ocasiona la muerte en un lapso de 3 a 7 
días, su periodo de incubación varía de 2 días a 3 semanas, dependiendo del tamaño del 
inóculo y de la virulencia de las amibas. El presente trabajo se realizó con el propósito de 
determinar si existe reactividad cruzada de los anticuerpos anti N. fow/eri con otros 
antígenos amibianos (Acanthamoeba culbertsoni y Entamoeba histolytica), e identificar 
antígenos específicos de N. fowleri que puedan ser útiles para el diagnóstico. Se reactivó 
la virulencia de N. fowleri pasándola por ratón y recuperando las amibas en medio 
axénico. Se obtuvieron extractos de N. fow/eri, A. cu/bertsoni y E. histolytica por sonicación 
y se analizó el patrón de proteínas por electroforesis. Se inmunizaron conejos con 
extractos de las tres especies de amibas para obtener anticuerpos específicos para _cada 
una de ellas. Y el reconocimiento de los anticuerpos se analizó por inmunoblots. Se 
realizaron adsorciones de los anticuerpos anti-N. fowleri con extractos fijados de las tres 
amibas para tratar de identificar antigenos específicos de N. fowleri. Mediante los 
inmunoblots se encontró que existen reacciones cruzadas entre N. fowleri, A. cu/bertsoni y 
E. histolytica. Siendo más fuerte este tipo de reacción entre N. fowleri y E. histolytica. Esta 
reacción cruzada puede explicar la baja incidencia de MEAP a pesar de la amplia 
distribución de N. fowleri. A través de las adsorciones se encontraron 9 antígenos 
especificas de N. fowleri que pueden ser útiles para el diagnóstico de la MEAP y cuyos 
pesos moleculares son: 143, 116, 90, 75, 49, 46, 38, 24 y 15 kDa. 

1.1. SUMMARY. 

The medica! interest far free-living amebae (FLA) has been increasing due to the 
knowledge that they can cause the death. This fact has importance íf it is considered that 
the FLA potentially pathogenic can be found with facility in waters bodies of recreative and 
industrial use. Naeg/eria fowleri is able to cause a rapidly fatal infection involving the 
central nervus system called primary amebic meningoencephalitis (PAM), that causes the 
death in a lapse from 3 to 7 days, its period of incubation varies from 2 days to 3 weeks, 
depending on the size of the inoculum and of the virulence of the amoebas. The present 
work was realized with the purpose of determining if cross reactívity of the antibodies anti­
N. fow/eri exists with other amoebae antigens (Acanthamoeba culbertsoni and Entarnoeba 
histolytica), and to identify specific antigens of N. fowleri that can be useful fer the 
diagnosis. The virulence of N. fow/eri was reactivated passing it by mouse and recovering 
the trophozoites in axenic medium. Extracts of N. fowleri, A. culbertsoni and E. histofytica 
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were obtained by sonication and the pattern of proteins was analyzed by electrophoresis. 
Rabbits were immunized with extracts of the three species of amoebas to obtain specific 
antibodies for each one of them. And the recognition of the antibodies was analyzed by 
immunoblots. Adsorptions of the antibodies anti-N. fowleri with fixed extracts of the three 
amoebas were realizad to try to identify specific antigens of N. fowleri. By immunoblots, it 
was found that cross reactions exist among N. fowleri, A. culbertsoni and E. histolytica. 
Being stronger this reaction type between N. fowleri and E. histolytica. This cross reaction 
can explain the PAM's low incidence in spite of the wide distribution of N. fowleri. Through 
the adsorptions, 9 specific antigens of N. fowleri were found and they can be useful far the 
diagnosis of PAM and whose molecular weights are: 143, 116, 90, 75, 49, 46, 38, 24 and 
15 kDa. 

2.INTRODUCCIÓN. 

2.1.GEN ERALIOADES. 

Las amibas de vida libre se encuentran en. todo tipo de ambiente y su. distribución es 

cosmopolita. Ocupan un lugar importante en la. cadena alimenticia· d~ las c~múnidades 
naturales donde hay agua, alimentándose d~ b~~t~ri¡,;s, hongos.algas y ot~os '¡:,r6fozoarios 

(Wellings et al., 1979; Pelczar et al .•. 1982): -·. T:. ' o) ....... ;• 
Las amibas de vida libre (AVL) sorí un pe;que~.o gru'po.de pr()tozoaric)s de'grari;irñportancia 

Viven principalmente donde hay agua/~pudiéndoseles;\'encontrar.0ien•;estál1tjues; ríos, 
• • ~ . :_, '.', :':):::,.~·:)'.:~:~-~.:t~~;}:,:·\ú:·\·_s:¡¡03l,~·:::;I:;~;~;:! .. ;;,;::i:¿ <J:>:\:~::~:}\":~$:;·:(·~-;c?;Wt::s:t¿\: .;.· :;:.._ .·-.:.··. . :-

arroyos, lagos, piscinas, sistemas de tratamiento'. de agua.residual;• corrientes'subterráneas 
. , .·- ';·~-~-\:,·· ~,¡\.'"'.:\·. ·,.¡;:~¿Sk<~;;~:.¿;;,:~ }~~:.:;-:·; ~- ¡\".-l l L4 .• :??<-,::,·, ·~;.~:~~;·~;. 0::,~·:,~-:~:- • ::·:;; , • •• :·;··(- ' < ._,, 

e incluso agua entubada y embotellada:(~el'ings~et• ~t.';:i19!7;iR.ivér~Yet¡al.;'''1979J1981, 

:~:::·ª: 9t:::~e~:~8~~ 9;:~if:~:~:c~eJº~t~;1!l~?i!~~f :rz~,~¿!~~}0~~~}i~:~~;:~r:~~:: 
termales, naturales y en aguas i::ontamin¡;idasté?ril;~Í;irl1érit~ p'c;rde~cá~ga~ Índustriales (De 

Jonckheere, 1977; De Jonckheere 1981 b; C~rV~ et ai:.1982; Kasprzak et al., 1982; Sykora 

et al., 1983). 

1 rr'i;~c:··,,: co111 
¡ J.:.;•_'.'.!: l\ 
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E! estudio de las AVL ha demostrado que sólo un grupo muy restringido provoca 

infecciones humanas incluyendo a los géneros N_aeg_t'!ria, p,canth~fTlºeba, E3é11amuthia y 

probablemente Hartmannel/a (John, 1993; Visvesva.ra' et al., 1993)~ Los organismos del 

género Naegleria son capaces de provocar mening§e,nceif¡alitis ámlbian:'i:i primaria (MEAP) 

que ocasiona la muerte en el lapso de tres a sieite días)Lé3s ac.antameibas provocan 

encefalitis amibiana granulomatosa (_E't~>,,~j~8:ic;'~.\q;~~~f,~I;~~.¿,'.~Rél~J.?;q~f\1a muerte en 
periodos mayores, y también pueden provocarinfecciones·muy:severas-.en otros órganos 

como pulmón, piel, ojos y oídos CKHvir:;gt~~ ~~,'at.';<199~): r .:.:,':· ·h' : e. ;' 
A diferencia de Entamoeba hist()iytii:ia quéi; es w1 pa'résit~. ·,ol:>1igado~i que!. se aloja en el 

~\j;;~t~§~~i!lf l~llllilif ll~~~f f Jl~~~~s~ 
' ':-~·,-' '>:/-'i; ',:-.\ i ··:é.: -,"i\;'•·· •; 
;' ·.1 -,' ··o,''"·· •O:;_. .>:~:·.::~:·:· ___ ::-·e-·• 

2.2.MORFOLOGÍAY CICLO'ciEVIDA'.:u . 
- ' ' : ':,;:., ~ .. ~~ -;:;;, ~ .. · .. - ' 

";:··.: __ :\ ~·-~·-~;: .... :~:.;.~ :~:'.:·.·.':::. 
"- -·:,\;•.;;· -

Las AVL son organisrñc:l~'?l.i"nibel~Íares, asexuales, . cuyas dimensiones.·. varían de unas 

cuantas micras hé)sta;algun.oS.j·ITiHímetros: Pue,den,estardesnudas; o cubieirtas ·pór una 

testa; móviles porrri~ci¡6·.'.'d~J~~~Lci6~·6ci6~. -~ue ta~~ién ·Lsa·n p~r~ fago~ita~.··L~stiempos 
de generación sc:in variables;. y generalménte se incrementan >con la .temperatura y 

~::::~:~~0};:~ktlS~~iff ii~i~j~~~~:l,tTur~~:rt~f;,:~~~~á~!~~pl±.~~::: 
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La formación de quistes es el mecanismo de protección que presenta la mayoría de los 

protozoos, incluidas las AVL, para protegerse de los cambios ambientales. De esta 

manera pueden sobrevivir a la ausencia de humedad, cambios extremos de temperatura, 

presión, pH, falta de oxigeno, acumulación de dese.Chas metabólicos, escasez de alimento 

o algún otro factor adverso (Schuster, 1979; Marciano-Cabral, 1988). 

2.2.1 ;Naegleria. 

El género Naegleria consta de tres. estadios durante su ciclo de vida en el ambiente (Page, 

1988): 

Trofozoito, ó forma vegetativa, que es la fase del ciclo en la que se alimenta y 

reprodUce. 

Quiste, que es la fornía de resistencia.': · 

Flagelad~. estadio transitorio que ~~ se alimenta, ni se multiplica y después de 

un tiempo regresa a la fase trófica. :·· - - .· .' ··, ·. 

La especie N. fow/eri, también puede,inv¡;idi.ral ser hu¡,,ano y·animC!les:cEI trofozoito es el 

estadio invasivo, su periodo d.e incúbación varra de'dos días ¡\¡tres semanas/dependiendo - - . .. ~. -· ._, - . ' . - . ~" . - - -· . ' ~' .· . - . . -. . . - . - '· . - -' .. 

del tamaño del inóculo y de la vírulencia:.de: 1as·a'mitías>'La:int1'a1aC::ión.cie ¡,;9ua, o más 

~~~~:~~~~;f ~~If:~l;~J~~f i~~~~i il~&~~*~i~~~~Y}tl~~~~ 
Visvesvara, 1 .. 9. 97):.•.·.·.•· · ."::·· · '' •··:.• .. c';,.-.c,. 2.' , .• '··.· , "' ·;~,. <•'"é:. '·· ;.: _ _-.:_:-<·-- -;·----:·,'."":}··- _, "-1- ~.-,_. ____ -

Trofozoífo. L~s·•·trofc)zoítOs.delas)liferentes~especie~'.son;m~y:~imÍlar43se'n apariencia y 

::;.:::~~~Io~~¡~~W~i~~~~~~~~·tit~~;~¡~~i6~~1~~f klf~::~~:n~;:~:::.~:, 
trofozoito de "'·. fo~leri en : rriavimie~t()' mide ~n}pr~mepió 22 µm .de longitud; en forma 

inactiva, red~nde~da,';:;,icl~'d~ 9·~ 15 ilri.:~e ~iilrn~t~6xb'a~~r;:"1970). 
Los trofozoítos de. N .. fo~/eri y N, austrátiensis. <P.atógena en ratón) poseen unas 

estructuras fagocíticas distintivas conocidas como amebostomas, que son usadas para 

TE.:<'.· CON 
Ff~LL/; UD CJ_;_:U(~+~:~~l..J 
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engullir alimento y varían en número de una a doce por amiba. Por microscopia 

electrónica de transmisión se ven muy granuladas, en contraste con las áreas vacuoladas 
' - -

de la amiba. -En -las especies- no- patógenas-- no son' tan_- evidentes,-éomo-.en _;N.''.fowleri. -

Aparentemente, no existé correlación entré el 'gr~'dofd~~ vl~ulen6ia -/ E!í1 '.'núm€.r~ ~de 
amebostomas; sin embargo, la patbgeriicidad é sí- p~r~ce> estar•co~rel~CiC>"~~cla .C:ón su 

presencia, ya que las dos únicas especies p~tóge;:;'a';icíei•·;¡v~~~téí-i~:-1-.:fs,·p~séen· (John, 

~=9r~~roducción es por fisión binaria del trofozoíi~. ¿él·'"Jb1~¡I'~--~t~1~~:~·:: pro~itótica, lo 
· ·.~·).""\:." '""··'.1J:~<:c.,, · 

cual significa que el núcleo y la membrana micle'ar pe~si,st~n\du'rante la división nuclear 

(cariocinesis). El nucleolo se alarga formando u.11~ e.~~l"~-~t.U,;,~'.-~ri'f~rma de "pesas" y se 

divide en dos masas polares, que más adelante se ccíni:rifrten" en "el nÚcleolo de cada una 

de las dos nuevas amibas (Page; 1988). ·· -- •: ':,: , .. 
""';' - o·<·. 

Flagelado. Cuando las condiciones en el amb_i~ri~~-,s~ri\ad~érsas, los trofozoítos se 

pueden transformar en formas flageladas tempór~íé~;\~Ufhisrrlo efecto se puede inducir 

experimentalmente con agua destilada o soluciórí''tiuffer.'ho•"nt.itritiva. El flagelado típico es 

una célula de forma piriforme, con dos flagelos qu~'·.~h{e'rg~n- por debajo del rostrum 

anterior. El estadio flagelar de N. fowleri es muy· uniforrrle", la mayoría presenta dos 

flagelos (Page, 1988). 

Quiste. El quiste de N. fowleri es esférico, con un diám~tí.o"de 7 _a 15 µm (Page, 1988). En 

quistes analizados con la técnica de microscopía electrónica,- se obsevan al menos dos 

poros (u ostiolos) con tapón y una pared relativamente delgad-a, característica que hace a 

esta especie muy susceptible a la desecación (Bonilla, 20ÓO). 

TE~~ l '.~~ C~ C1 /·.J 
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2.3.INFECCIONES EN HUMANOS. 

2.3.1.Meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP). 

Es una enfermedad aguda, rápidamente progresiva y fatal que tiene.como agente causal 

a Naegleria fowleri. Debido a que la invasión es muy rápida, h¡;¡y ríecrosis:hemorrágica de 

gran parte del encéfalo (Martinez, 1985, Martinez et al., 1994).'. 

Los signos y. sintomas. de la. MEAP. _consisten en. pre:;;ión'. in~ra(;r,é]n~a1,.~1E!Yª-<:l~ ·(náusea, 

vómito en proyectil y fotofobia), cefalea intensa,. irdtaciÓn .de l~(,mucosa:; nasal,Aiebre, 

datos de irritación meningea (rigidez de nu~¡:¡)yénC:efaUti!;;:'El:óJ~~ci:~lih'i'~o~se-:'carncteriza 
por confusión mental. en algunos caso¡;:;,c~i~l~';(79:,~%!~i~;~;,,~é-i!~/~;~;.~~!l~~ih~§. :.~isiÓ~ 
doble y/o borrosa, trastornos del gusto, /del/olfato y;alucinacionés;.:'conia;~profun~o, y 

finalmente la muerte. La may~ria de lospa~iebt~~,Ó~~R~~~~:~~r,~i~~'J,~.~~~i~.~r*):~-~~~-~nda 
semana después de la aparición de los prim~ros ,síntoll'l¡:¡s;•1,_dependie1"1do}delm¡:¡nejo .y 

resistencia del paciente, así como de la virule~c;iéJ~C:Í~:·.)~~-~Ti.~~~ff~·~~íÓ~~;~~~i~~es~ara, 
1997). ':~-"::"e:-./ .. :_;,.-.- ---·'··':.,.:- -··· '-: .. 
El cuadro clínico_ es muy parecido a la meningitis;ba(;térian'i3;:5i·~;:~--.:Ínb'a'r9o:'en'1a iílt~6ción 

••• 1 ·•"r . ·- -·· "' 

por Naegleria existe _el antecedente. de qú~\1;,s p~ciente5;\erí\5'iJ,:,rríay.~ria.'j~venés y 

;~[{f ~~~~1J~;f~;~:~~~·;¡~f~Il1kl~~if ilif l~~~f L~~ 
cuando se administra . al. inicio. de· 1ci: i~teh6iÓk{M~_ilin~i.';1'~a~F tv1i:írtíhez y .Vis~esvara, 
1997; John, 'Í 993). 

TESTS CON 
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2.4.MECANISMOS DE PATOGENICIDAD. 

Los ~ecanismos 'de• patogenicidad de las AVL, patógenas aún no se conocen 

completamente. ni tampoco los factores que determinan la susceptibilidad a . las 

infecciones.cor?e;;1.su['.)secuente desarrollo de las enfermedades que .causan: La mayor 

parte dé. ib.~uk'"s'~:,C{¿¡,oce hasta la fecha ha surgido de estudios en ~ultivo~ celulares y 

p~inciparn1entei>¿j~=~~tudios de N. fowleri en animales. 

E-f tr~foZ·~·'ÍiO'~~g\·;;1 ··estadio invasiva· de N. fowleri,· hasta la fecha nunca ·se h·an··~érl'cOntrado 
en tejido;; o:enLCR, amibas en estadio flagelar o de quiste, solam~nt~ e~ eE'.tado de 

trofozoítci~ 

Algunos de los mecanismos de patogenicidad de N. fow/eri propu~stos hasta hoy incluyen: 

fagocitosis, 

liberación de sustancias citcilítiéas 

presencia de un corÍ!pcf~~~t~ biológico activo, conocido como material 

citopatogénico de NaeJ¡le'.ria)~cN). 
Fagocitosis. Es una función• b'ási'éá''de: las amibas directamente involucrada con la 

patogenicidad que causa 1él":fd~st'~U~di¿n de células, tanto en cultivo celular como en 

tejidos animales. A la. accléiA<·~~·~.·N.'·fowleri realiza al engullir alimentos (levaduras, 

eritrocitos, bacterias, otra~ ~kiu1~M;~e IE:l conoce como trogocitosis, la cual es llevada a - . - -· -- . ~- -- _., •-. - - ._, -- ..:- ., - -.·--. ·- - -. 

cabo por unas estructuras parec,idas'a' una'ventosa o chupón denominadas amebostomas · 

(Brown, 1979; John et ~1.~':i 98~);< < . 
Amibas de la é~pecie N.·rÓw1ei/l1(;;;solamente.engullen, sino que destruyen a btras 

células, 16 que permiiiría'..(3)<~1'h::~·r-3}a:7dé~tl"Gc~i¿~ 'cie':~Üco~as y otros tejidos. ya1es 

estructuras se han obse'iV'a8ci= ·en .:¡.;¡_. fo~/erf: (John 'et 'al.; 1985) así como en 

Acanthamoeb~ Spp.'.::cot_az·~-et :~4/:·,·;-'.::r991j~~-.:C::·.'.(;·-.:' ~:- · 
Sustancias citolíticas'; E~ ,1'efa;':8h~n~ sugfrió que el, efecto citopático se debía a 

sustancias citoliticas o citc:ÍtÓxicas (enzimas e fosfolipolític~sj liberadas por las amibas 

durante su crecimiento.· El mismo aut()r reportó que el~sc;;brenadante del cultivo de N. 

fowleri en cultivo de células de mamífero produjo lisis al. adicionarse a cultivos nuevos 

(John, 1993). 

7 



Cursons y Brown (1978) identificaron fosfolipasa A y C, lisofosfolipasa y esfingomielinasa 

en medios de cultivo donde creció la misma especie. Además reportaron que la activi_dad 

de la fosfolipasa: aislada de cúltivo-·de haegleria patógena fue- mUcho mayor que la de 

~~ti;::a::::a;:'::ª,~:,::t::e;:~ icienÚfic;~cici" ;:,;,;rik~ hidrolasa"s, fosfatasa ácida, varias 

glicosidasas y elastasa (Ferrante-_y Baté~.1,9f3~n:''.$st"é.dfüriJa~';l~fi~;~-:q'ue 1éis; ii_i~E¡ie¡s de 

elastasa son muy si~ilares e'ntre c~p~S ~mibi~'~astp~"tó'ge'~~~~}{~'¡;;p~tÓg;;;~aS-: ¡;j¡artínez y 

~:~:sPv:;~da~::~:~ter::::;:es:7dr~::na:.::e.{!ºre¡f~\;·(~m~'rt~;~~"~z~-. :~~fata~:~·--··• .•-~1ck1ina, 
Hysmith y Franson (1982a) reportaron c¡u~ le>~ f~sfblípÍ~ci~;cii3"'Írli~-li~~ h¿~~na pueden ser 

degradados al ponerse en contacto con :-¡,,ediÓi':d~:;¿¡:i:¡i'it3'3.(~in:~~iba~) donde creció N. 

towleri. Las neuraminidasas presentes eri';~rrn~dio':~;;;~_cultivo,riici~olizaron mielina humana 

y mucina, sugiriendo que quizás las ~nzi~~;;·:c¡Ú~··ici-n'·~~~~:~ei~ de hidrolizar glucolipidos y 

fosfolipidos de mielina in vitro son tambigg.~r~i~6-ñ's~bl~~"8e la gran desmielinización que 
• . -.~ ·' :.\_·~> .''.'.:'. '>{. •' .. ,_, . . . , . -r~. . . 

ocurre experimentalmente y en MEAP_-hurnana:(.Jotin, 1993; Martínez y Visvesvara, 

1997). Adicionalmente, los niveles~cici':'é~,~~b;i'SX~sa 'en cultivos de N. fowleri virulenta 

fueron mayores que las de N. fo(,,;;¡e)j:f ~6'66';\íÍ~~¡~r,'tél o N. gruberi (Hysmith y Franson 
;:~- "· ;;. 

~
9

a::~~o-cabra1 et ª'·· c1990). _ su~Í~"~~ll ,qu~-::1; {~-~struóción ce1u1ar se debe a 1a acción 

conjunta de toxinas citoliticas .,y frC,:9~C:itosi_~:(~\,Ló~Jé,s factores citolíticos presentes en 

amibas cultivadas. axénicaménte; puecién'ser\is~·da~ ¡:»ara la digestión interna de células 
, .. - --.·-- .· __ , .•. - ' .. ·- •.. ·"...r'•"• .,' •, ,,. :.- - '·- ' - ... 

blanco ingeridas, mientras que .los factores-Citolítico~ de>amibas: pasadas porratón, lisan 

las células blancoantes de ingerirlas. ..•;_,:•'.fr'';S;~f;'.•; ~:>·~:< ~. 
Por su parte, Campbell (1993) sugiere que.el efecitoicifop'ÉJtiCo Se'cJebea la combinación 

de dos mecani~mos: un proceso medi~n~e.26~ta'.~íg\y.:;,:é;i:;1~ii~~éstión -. de pedazos de 

alimento (trogocitosis), y la producción de hidr;o18.~as:li~§~o~~ales rnáÍ;;_una fosfolipasa que 
puede degradar mielina. -· . :; ·,.,',);J;< ' • :. _.. \ .· .. . . ·· 
Por otro lado, Lowrey y McLaughlin (19~5Ide~cribier~n una proteína hemolítica estable al 

calor asociada con la membrana supernC::i;;;1 'de''N.:iow/eri y aunque no se ha demostrado, 

se ha sugerido que desempeña un papel ;rripórtante en la patogenicidad de esta especie. 
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Material citopatogénico de Naegleria (MCN). Dunnebacke y Schuster (1985) atribuyen 

la patogenicídad de Naegleria a una proteína. a la que denominaron como material 

citopatogénico de Naegleria (MCN). Es una proteína con una masámolecUfarde36;ooo 
' . -.. - ··. 

kDa y un punto isoeféctrico de pH 4.2. De acuerdo con estos autore.s el MCN sé localiza 

en las puntas de los pseudópodos y en el citoplasma periférico de las'a·~ib'3~; formaíldo 
- . . .. -:-' ·.,- ._ .. - .. ·""' ' 

una estructura en forma de anillo semejante>alos amebostorna~ qúe·pu~~~-obsei\farse 
por fluorescencia. El M•CN destruye célul~s ci'~ ••. ~n~ ~~riedad:·d~;'.Ír·ri¡~,~-·;;~Í~I·~~~~ .de. 

mamiferos y aves. El efecto cit~pático h.a~ldo mantenido;en cu,ltivo's';c¿;1Ú.1a~e~·~ través de 

nueve pases seriados . .. M.CN.'; ~¿,~ítl~~d~<º~·.prudo Cf:ilJs,a· ... ef~qt? ~)t9'~k:i\i,c~'.ei;;~ células 

~~~?=~i~I [tti~~i;~~J~if f ~~í~~¿;T~~~f~tl~i~tf ;?:~::~ 
cabo (Marcíano-Cabral, ;-j 988)! ' ; ·· :•,: ., •·• .:'}. '' · /.> ;•~ ;• ;::/ ;: · • ···· • · •• ; 

· ~:;~~:l= E~~~~J~~~i~t 1~~~1~1:f ~~t~~r~~~if~~,~~~::~~:~ 
La locomoción 

"" ' .-·.-.-..:.~,~-· ::: -:,_,: 

,. ' ,· :.,< ·' 

observado que el cUIÍivo 'Í::ontiriuo ié:Je 'amibas ··¡:,-aiógerias en medio axénico 

conduce a la pérdida gr~'c:ll.ia1_ :dé. s~ virulencia; Ja cual puede ser recuperada 

TESIS COM 
FALLL\. ~'L' _ _. _____ ,J11.Í 
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haciéndola crecer en presencia de bacterias y restaurar a los niveles originales por 

pases en_serieenratóno_en_cultivo de tejidos (John y Howard, 1993)._ 

En todos los casos; también es necesario tomar en cuenta el estado inmunológico del 

hospeder~ y lad~sis i~febti~~. así como la habilidad de las amibas patógenas para evadir 
. -- -_ .... ,,.~.,._,_,.~--~,;,-.--·.-;:·o-;-,--~-· .. ·-~:.'-- -- - . '. 

al sistema inmune _del.· hospedero. · . 
. _. . . ..~--,~~ .. \ '-:·'/~ .: . -, ,':,:.< '. •. · .. _,· ,- ·_· : -· 

,.,,-.. -. ---.·;;;:> 
·..-:}~~<.,--

3.ANTECEDE~5·E~': ;,· · e 

. ·'·-:.· ;_;, _,.,_;·:-

3.1.INFECCIONESPORAVL. 

Las AVL han _s.idO'e:studi~das desde .1841, cuando Félix Dujardin en Francia describe por 

primera ve<!: unC! __ }~T_Íb~~p~quefici de ~ida libre y_ le da. el nombre de Amoeba limax (Rivera 

et al., 1991)/Ncí obsta11te,'·sÓÍo-se-les'consideraba como-organismos-que forman parte 

del ambiente~y qu-é li~\íal1' ur/pa
0

b~1 modesto en la trama del ecosistema. Ciento diecisiete 

años despuéfs;'se_.t1~(:e.·a1'~(primef reporte .• del efec~o citopático de -Hartmannel/a y 

Acanthamoeba' én '.cultivas ceh.ilares>de riñón_ de morió:Y ~e propone que las amibas de 

vida libre tienen un P()tencia(p~tÓgeno (C~lbertson et a/.,-195S). Lo~ primeros casos de 

infecciones hurñanas'fueron"re'gistré3dós'. é,ri Aus~ralia (Fowlér y ~ai-ter, 1965). un año 

después del primar: re¡:Íorte;c: tres Ínfecciones_:fatales; füercín-descritasi en Florida (Butt, 
_.. ' •·. " ' - --,_- ,, •. - v; - "' - . " •. ' - . ~--.. - -. - ,. - .. - ... , .• _,,,. . ,. -•. ' : • ' -- _., •• , ·. - ' : 

1968). La sintorriatología de. estOs casos fue muyslmilár a la de·'.:iOs casos de Australia, 

empezaron a errie~g~r: '.A'riie'ciici~'qJ~ I~ eríie'rrri~ciii.a'~e' f-~a' c;;:,-rio;;iendo más, se encontró 

que algunas infecCiolÍes · oculaies y -d~ . i<:! pieÍ> eran. causadas por Acanthamoeba 



(Martinez, 1985) y se propuso el término encefalitis amibiana granulomatosa (EAG) 

(Martinez y Amado-Ledo, 1979) para diferenciarla de la MEAPdebida a Naegleria fowleri. 

El interés médico se ha venido incrementando al saberse que provocan la muerte (De 

Jonckheere et al., 1984 ). Este hecho reviste inaY:~r importancia ::;i se· considera que las 

AVL potencialmente patógenas• se pueden encontrár: con; facilidad:.en c¡;erpos •de agua 
. , . " ·.-:e··,.,.\., ... , ... ,.,--, ..... ._ __ ·-. , . ·.· ... ··-·, 

de uso recreativ() e .industrial (De.Jonckheere, 19,?8;J 97:9;._Gororíadc;;_:Gútiérrez:y.L.ópez-

~:::t:;:;:~·::::z~s::~ké=~c:·~u1:r:~.•-~r~:-~:;tp~~:~rt~~~~vt~:~:~tL~;!:g¿~·iver~·-· y. 

Paz, 1978; Riverélºetal., 1984 ª· b), quia;.;~~ r:;p"cii1a;~;..;.c1n:;1t;;;i~cieí géri~r;:,~Naegle;ia en 
., . ' . '· .. ··- ·•'.' _,,, ... , '.·,,, · .. ,' ·-- -... :·--·.·- ,, .· -.. ,, . .-•.,·.·· ,_,.,, _.-: 

reservc:>ric)s.n~tura_Jes de agua _dulce,de' 1a;ci_uc:í~ci· ci_e1V1éxico.:_F='9st~rioi:rp~fite:>Rfvera· y 

colaboradores' en• 1979 aislaron· N. gr~iJeri/A; éulberlsonl· y A: astronyxis'en'aguas de 

grifo de 1~ 'cd; d~ ~éxico. N. grubeti y A. ~stronyxis fueron aislad~~-t~~bi~k'a•pélrtir de 
agua mineral embotellada (Rivera et a~ .• 1981). En un estudio -~~~t)~61ó·aic6:Ch~6h~ a 

pacientes }'6éiontológicos de ambos sexos, se aislaron amibas' p~t~-d~ri·~;;; d~J:•:gru~o. 
- -- -,- ·.·/''_ "_, - . --

Naegleria~Acanthamoeba provenientes de la región nasobucofaríngea\(R.iverafet. al., 

1984b; 1986b). Rivera y colaboradores (1987a, 1988, 1994) : y 9¿gf1Í~:'_(ZOQO), 
recolectaron AVL, especialmente. del, género Acanthamoeba, de. 1él ·. éltmÓs~;¡;riii·i;ciei ;la Cd ... 

de México y su área metropolitana: · · ·.··. •, -~·;:::,, ,',\: 

Las infecciones por AVL son·'relativamente extrañas, sin embargo, sé:ti~ne'n';r~portes 

~t:~t:~;:e:::p::s t~~:1~~ 1,~]p~tt~~d~nM~!~c~~re~ª7:~~~i:1a d:t_.:;~[f~:¡.fr~~~fil¡gsu~:~···· 
Pérez (1984) y López-Cor~\(:~}°'k/:, (1.989){ ~demás de Jos casos en el .~ali¡,; ~k ~exlcali 

~~~:·t~i~:!~~~~~l~~EEf ~~~~~~~~rF3tt~:~~~l~f~~~~~~: 
fecha, se han diagnosticado · 29 ·casos erl., Méxiéci •. (Lél;ei;,;", 2oo'1 ). irt~ILJyendo un 

sobreviviente tratado con anfotericinél s'. cloranfenicol y. sÚJféldiélzina (Rodríguez-Pérez, 

1984). 



3.2.RESPUESTA INMUNE. 

La presencia de las AVL en los tejidOs del t1C>spedero induce la· formación de una· 

respuesta inmune. Se han detectado. anUcueirpos contra Acanthamoeba y Naeg/eria, que 

opsonifican los trofozoítos y aumenta·n. el efec::tá' tóxiC::O.de_ los macrófagos y neutrófilos en 

contra de las amibas (Ferrante y Moc~tt~>1es4'~·Ferr~rite/19a4)'. Cuando las amibas· se 

asientan en sitios. pri~ari¿;s ;~~~()"í~cpi~.1¡;~¡E~,~f?~~~~~1Íci\_u.~t;a~ s¿pElrficies respiratorias, 

sólo una pequeñaporci.ó~.·d~ eÍlas·.sobrévi,je.'Üna infeéción exitosa. de N. fow/eri puede 

[~;2~~~tlf !illlf ~i\\{~II:~~~~~:~:g~7!;#~f~i:'y~~tfª 
Los.·anticu~rpcis:cóf"ltl"él)á¡;;!am~bas·~~tó~ef"l¡;¡E; y .no ·patógenas de.vida libre •~an sido 

detectad~i;·~~;·s~~re~f~&.fü;9:?ILJ]€ói]~(';'i·~r~;;é~. de v_arias · técnicas: . ·?()~; 1~·:'té.cnica ·• de 

radioinlTlul"loe~~ayo crE!\,</•era/.;;.197,7;) se·· encontró que los titules de ¡;¡nti~uerp~s .fueron 

casi nu.e\je-~e~~~\'ri-i~~~-~;~8.6~·¡;;.~i~ci[itr~'.~·8_r{tíBE!ncis intrac.elulares·.•que'cbf1tr~i~11úJ~no.s de 

la superficie.ce1U1ár.'·pj.t~ávés•,dé.1a'técr¡ici:i·de inmu~ofluorescenciaÍndirecta (Cúrsol"ls et 

~~~?!l~5~~~}~l~i~~~{~!!I~~i~~:f ;: )~~~~[il~~~~~g 
Reilly et; a1.;; 19~2;\198~;)/;Ja,'~~tividad. '!391utinantE:i fd~,~e~pé~ífica~~.indi,c~llélo •. que; las 

~~§~lli.lf l!lf f il\l!lliif lílltilf ~~tI~~, 
la amplia distribuciÓrÍ d~: ~sfo~ · org~¡:.;ismbs, 'c:l ~¿eid~ 're~~esentar ·reacciones cruzadas 

inespecíficas de los .·anticuerpos éC>ntra los antígenos que fueron identificados o 

'•.·f i 
_•:.';_J 
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simplemente Ja exposición de las personas a este antígeno (Cursons et al., 1979,1980, 

Reilly et al., 1982, 1983; Marciano-Cabra! et al., 1987a; y Dubray et al., 1987). 

Los métodos s8:r'6J6gib"ós-l.Jsad6s para estudiar Ja respuesta inmuneql.ie-oca-sionan las 

AVL en humanos,' incluyenléis ensayos de fluorescencia indirecta con anticlÍerj:>.os, fijación 

del compleménto,: ~gl~iih'acic'.>ri, hemoaglutinación. in~Hrecta y ará1Isi~ {poi We~tern blot 

~~~~~}J1i~~~~tf ~!í~i:.S,~i1Jl¡i~~{f~1~IT~~lif 2~:~:1~~~:~ 
amibianas·. ~· ft:{·1·~ ,:~~~~ció;n-:~·~uz:ad_~ \~Ori ·_:b't~c;·~- :ahtrQ·e·ho~·':· .-- ~' 

4 • .JUSTIFICACION. 

La identificación precisa de las AVL del ambiente o .en muestras .clínicas se realiza por 

personal especializado. Determinar la especie a Ja que pertenece es aún más difícil; sobre 
!.·,.; ,•- -

todo si se dispone solamente de unos cuantos trofozoitos o quistes. El diagnóstico de 

Naegleria, requiere que los trofozoitos sean aisládos;·.y cultivados en cantidades.masivas 

para su identificación. Este proceso puede hace~~e ·~n·;¿;, ~eriodo de dos a c~at~o días 

para 11egar ª 'ª identificación hasta género, s~ r~~¿i~re caric:lcer. a.1 '. rneír!Ss qt.ie;9é~~r~ de 
. .· ,. ' - ~· . . ' " . .. . - ' - . . , -. . ·; 

AVL está infectando al paciente para poder llegar,;él,Un tr~tamientc:)''terapéuticcS!dife'rencial 
debido a que para cada género se emplea~·.-J~[~~-~nt~~(dro~~s?{L'.;;-cie;~~/~,i~;ici~n del 

organismo hasta especie puede tardar má~ ti~m~o+~tequi~ré-de-gra~'Ze#periencia del 

:::;~:~:::~ :::,:;:::::~:;:;:::~~~f ~~~~jl~~f~tllf~{f~~~t:~::; 
~:n~~~=~;~º n=e~sm;:~,~ .. ·;ªuI;~eT~~~J~~¡;~~~~~~:Y~]ff~~~~~~-t~~~f~i~!0~\tu':~~~·ss~ 
hasta nivel degénero,yer1rnuc::hosc:;asc:>sc~n ~ieitar~serva:"':~·· '··· -

Además, en México,·~·• ni-:-eí "rnédi~b ~~f C:~ii-iúrl ~I· ~~'.: ~·~6~i~r a ·~~~os .rllicroorganismos 

como agentes de . meningoenC:~falitis, por lo qLÍe ¡,;e· ~ÓspeC:h~ que muchos han pasado 

13 l TE Si_':,, C C\1~1~ __ .. l 
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desapercibidos, ya sea por la falta de conocimiento sobre los efectos patógenos de las 

AVL, o porque no se cuente con una técnica de identificación rápida y segura. 

Por todo lo anterior es muy importante ,desarrofíar-métodos de ldentifica-Ción -precisos y 

rápidos que sirvan como una alte,rnativa para la iclElntifié:a_ción c:Íe €l~tC>s ;:,rgal"lismos asi 

como para el diagnóstico de: los- padecimientos- que ocásidnarí, como lo pueden ser las 

~-c~::;ª::;~~!:~b~!7iLlrl::~:~·-·: e;~:~~~=~:~s=~~i~Z~º;~~~~~c~:~-ªEl~ft¿~fi~~=;: 
Entamoeba hfstolytfci/yA'canthamoeba culbertsoní) los cuaies: pÚeden se~ IJtÚizad~~ en el 

diagnóstico de 1~-~hf~~;,,edad MEAP e identificación de N; fow/eri a través de técnicas 

como elinmunoblC"Jt; 

5.0BJETIVOS. 

5.1.General. , 

Reconocer. antígenos específicos de Naeg/eria fowleri que puedan ser útiles para su 

identificación. 

5.2.Particulares •. 

1. Obtener un patrc:m de_ proteínas de ,los - extractos de Naeg/ería fowleri, 

Acanthamoeba '. cu/beftsoni y Eniamoeha histolytica, •mediante. electroforesis en 
ge1esde'po1ia~r,il~mÍd~. -·-·_-_· , _ · - ·. - ; 

2. Obtener -p'or medio'- de•: inmunoblots/ un · ~~trc)~ 'de ~~c~~oci~i~nto con ; sueros de 

~~~;~:ªr:f z~¡ltf~~j::ttz~f ;~84~~~~~;:· :;~:'.eri.-. ···-?\cªf t~~171ieba --•·~ulbertsoni y 

3. Determinar la pfese~cia,de antigen~séspeci~d~s del'-'aegleri~fow/eri a través de la 

eliminación -~-~- ~~~l'.:6i~ne~)~~¡}~¡id~~Ver~·-·i~-~¡jg;;g¡¡;i~?utfo~~~do ·extracto total de N. 

fowleri, A culbertsoniy ;~. hlstbtj!Íica?re~pe~tivélm~~te. 

TESTS COH 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS. 

Amibas. Las amibas utilizadas en - ef présente trabajo, -fueron cepas de referencia 

obtenidas de la American Type CulÚ.ire Colleéticih (ATCC) y·del Catálogo de Colección del 

Proyecto de Conservación y Mejoramiem-tC> del A;,,tllefite(CyMA), de la FES lztacala. 

Las cepas fueron las siguierites: 
,·"··,. ". 

Naegleria fowleri _ _ _ 30808 

Entamoeba h/;;to!Ytk;~-'*-: < : ·: HM1 :IMSS 

Acanthamoeba cuÍbf3ri's-e>nr>- . A-1 

---cepa proporcionada por.el Dr. Ra~ael Campos Rodrlguez. de la Escuela Superior de Medicina del l.P.N. 
,_·.": .. ,. ::.~:: .>" -
.(:: ; 

Animales. Se __ usaron ratones ~~ctios~(MÜ'.s mÚscu/us) de la cepa Balb/c de 6 a 8 
.• ' .. ~ . .·.,- _,..,. - / . - • ··-¡:. - '' '• ,_.. '•' ' ... ,, 

semanas_. de edáq. Para la o~téndón-:de anticuerpos séricos anti-N. fowleri, anti-E. 

histol}/tica y anti~Á: ct.i/b~rl.S~ni,•s_~?utiÍi~:~·~on'conejos a.1binos (Orictolagus cunicÚ!us) de la 

raza Nueva ze1cil1da d~ {.5:-a 2'. Kg''ci~ -~~56. --
-~ :.-~< :. :.·. ,· .. •º-y,.' ·_ .• _-·::~ __ ·:::::_-:_-.';':',-·: ·--.'"- ·. ,., __ --.-:· ·::.;. ::~~,f(._::··' 

Cultivos. La~ 1-iTiibas'.fu~ron 'i::úl~i~~déJ.~ aicé11ic¡;¡mente _en frascos de -cultivo Coming de 75 

cm2
, en 30jl11f¡dEi:rriE3cÍÍC>;cii:i:cultivo· para . prorriaver un óptimo crecimiento para cada 

- · ~~~:;-~--~·:oº~-,~.,~o-~::;·o'.·f;:'·:;'_,~_..;,_;:;-_'~-,:::-~-~·~--='·~-~<;'.C-··.-,__cc-_-•-·;_-c_:,.-~.'-!:_:, ... ·:_-.--> -:' · .-:. .- .- - - -.-·----·-o-.·.--.·----· .·. _:-e·---.·-- __ , 

especie. _ _.. - ·:;::-:-)'/•:~•'é:'/~: :;', ·· :·_ ·,:_-:• .. ,_ ., > -· ' - : 

N. fowler(f~e· cultivad~'eri:n,e~ici d~: Bactocasit().f"Iª (DIFCO), enrique?ido al, 1 ocy,,.~on-_suE!ro 
fetal de bfriri§:":~~ri~5~·~~~,~~~~;#frs-}íf.;'&~to1}rt;ca •se cu1tivó_:er1~Ti;;ci1_6-_.,iy~):.Y';fúe'mn 
incubadas a 37~b:\Para•A2~6u/~~ri.S;;:mTse utllizÓ el ÍTiedio Chal"lgn1odificado ér:iriquecido al 

10% con·s9er(),f~~~1-i~«:~~yi'8~;(~-~~(1~j~~;1). ~.incu~-~d~s~.te¡~p~~~.t~~~,.~8~i-~Dt~X .·. .. -

::.~~::t~~[~~f 1ii~~~I~i~~~~W,~J~~tiif§l~:1~Jt;.:t~~:;:~:~ 
la muerte se; obtuvo el cerebro pará.récúperarlas· amibas; volver a cultivarlas y realizar un 

nuevo pase porratón. Este procedimiento se repitió t~es veces, las amibas recuperadas se 



cultivaron axénicamente para las siguientes pruebas. El mismo procedimiento se repitió 

para A. culbertsoni. 

Obtención del extracto amibiano. DespUés··de formada la monocapa en los cultivos 

axénicos, los frascos se pusieron en hielo ·(1? min) para promover: que los trofozoltos se 

despegaran, las células se recolectaron y se '?_onC:~r.it~.,¡:on):io_rj::eritrif~g~ci.~n a 2500 rpm 

durante 10 min. Se realizaron tres la\lac:los~con solUciÓnsalina isotónica estéril (realizando 

todo el proceso en frío, 4ºC): pci~ielri~ririent~.?s~~di¿í¿;Ííó;IJt;:.\.fb1Urnen de 4-5 veces el 

~Jj~f :;:;,:§;f i~~~f ~:~tf 4~~~~~7~~~~~~~~i~~;f f~;~§~:~ 
extra~to amibiano se v¿,hjiÓ 8. :Po~~~ ~n eb'u1ú6ió;; p6r·1 O ¡.;;¡;,~~- ~-~ 'di~tribuyó en alícuotas de 

- • ... ,. ' " • '• ' ' • ··· ·•·. "•·- r·-·' >:\:. ,;,_, ·'".h• · ·" ·. • 

200 ~d y después. de: cúantificar la concentración de{proteínás por el método de 

microBradford, se mantJvo en congelación a _;_70.;c; La co~C:~-ntra'~ióri promedio. obtenida 

de los extractos fu~:de 2 ~ 5 µg/µI. i-'?f < •• ('/.: 

Obtención de anticuerpos sé ricos de con~Jc:>- Un.~ vez: C>btenido .el ,extractC>\total ~e _cada 

-~::e~:r1ª:n::::~J~:{r:i~~:~ª:n:~:.rr;~:1:~i.u:~r;?ºhif bl~~f~;~t~LÁ'..~iz1:L~~~e~~ d:i 
esquema d~ irifri'iJ~T~~biÓn fue el siguiente: > ; i/>:i? ~-·:;• ·· "·· 
Antes de íni~Í~~ l.; in~unización se sangró al conejo por la á~eja ¡:>;,;;.:'a'-~xt~a~r 5 mi de 

sangre y ~btElner el suero pre-inmune. 

·. ·.· .•· 
No. de Vía de Concentración . 

Inoculación Inoculación del inóculo frnaJ Advuvante Día 
1 Subcutánea 2a3 Comoleto o 
2 Subcutánea 2a3 lncomoleto 7 
3 Intramuscular 2a3 S.S.I. 14 

A los siete días después de la última inmunización se san.gró al conejo por punción 

cardiaca. La sangre se colectó en tubos de ensaye, retirando el coágulo y centrifugando a 
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2000 rpm durante 1 O min. Se recuperó el suero, se tituló y almacenó a -70ºC para su uso 

posterior. 

Electroforésis e .lnmunoblot. La electroforesis en geles de poliacrilamida se realizó en 

una cámara .de electroforesis Mini Protein 11 Dual Slab. Cell (Bio-Rad). Se utilizaron 1 O µg 

de prc:iteina dei extracto amibiárlo~a.ra ~aigar ¡;adél_,c~r.rií del 'ge(de polia~rilamida al .10% 

(apéndice 2).··EI tiempo.apr~ximad¿;de ~o~~iri:;i;;~tof¿;~.·d~ g5 mi~>a'110.v/p¡;j¡:a.observara 

f ~;~~:;~:~~~~jf 3~1~t~~~jfl~t~~t~~}~~~~t~~i1i1~~1~~;M!: 
transferencia fue •. de •• 9CJ,min• ciiAOO .. mM; Después{de{; la·;transfelrencia-, I~' mé'.11brana fue. 

,,• . 

los sueros• 

con PBS-:-T. durante•• cinco\ '.11i2u.tós. ('.porgtre¡s¡.veces:;:se,·¡~g.regó ;dél.;: solución: revE;¡lé)dora 

(metano! 17 :5%, 4-clorona~~.Jeii·.~~··i~.~~~;~~!~~~·~~~~:!~;~ .. ·~~;.~~~.~.~#~g~;~.8'{.~;~i>is+~~~d.i.ce 
2) y se dejó reaccionar dürante-;1 º·rJ1in ~.temperatura,arJ1bienteqF,;inalmente se lavélrºf1 .. con 

PBS-T y se calcularon l~~pé'~~'s:~c:;¡~~3'í¡;;'~~~·~~\t~';;;;;~·;6~~i~~;s~q-~;~:¡fJ~~6';;':ci~t~~télttas·.'en 
las tiras de nitrocelulosa. ?': < ·-·e:·. : ., . - ·< < :~· . --~. .._;•{ ' ·_·_ 

··.~.-}~ ~:(/~ ·;·.·1. <~" -~'::'::;!'._~<::~:';:'._~.:~.: .. ·:··... ·--~-~~ . - -·· .... - . ,::-·.:,_'· -. :, 
·>::·.· ':::._<~·:: . . . - \\~~:,:::: ... :.·--· _,::~ . '\'' ::· 

Pruebas de Adsorción; Para ;¡;lif-riÍnar,I~~ reaccio~~s.crÚzadas se re~lizaro;:, las pruebas 

de adsorción. Se tomó 1 mi d~·¡;extf~~i~ igtal'amibÍano'con unáconcentración ;~e 3 µg/µI y 
•. ·,. ,<",,-·. :.· ·.·. -,..' .. ,. - ·.:--'.. 

se fijó con glutaraldehido al 2.5°io por una ,hora a temperatura ambiente, en agitación lenta 

y en completa oscuridad. El extracto se c~ntrifugó a 3000 rpm por 15 min. Las p~stillas se 
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lavaron 5 veces con PBS y se centrifugaron nuevamente. Este procedimiento se realizó 

para cada una de las especies de amibas. La pastilla del extracto de E. histolytica se 

incubó con .1 mi del suero'°de éonejo anti:N. fowleri diiu~ido 1:4'ooo en PBS, a 4ºC en 

agitación lenta dura rite . 2 horas~ sE3 centrifugó a 3000 rpm por 15 'rnin, s~ recuperó el 

sobrenadante incubándolo. ~n las ,mismas condiciones c;n l«3pastill~ del ~xt~aC:::to fijadC:, de 

A. cu/bertsoni. Después(¡e dos horas se volvió a centrifuga/para obt~he~,e(~()t)fenadante 
y se realizó un inmunoblot como se describió anteriorrnenie, Ui:iíi:iarici(:)'e1 sobrenadante 

como primer anticuerpo en una tira de nitrocelulosa con proteínas de N . .fowl~ri: 
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7. RESULTADOS. 

La estrategia metodológica para lograr el objetivo particular 1, fue la siguiente: 

OBTENCIÓN DEL PATRÓN DE PROTEÍNAS DE LAS 
DIFERENTES ESPECIES AMIBIANAS 

CULTIVO AXÉNICO DE LAS AMIBAS 

REACTIVACIÓN DE 
LA VIRULENCIA 

BAÑO MARÍA 
EN 

EBULLICIÓN 
(10 min) 

COSECHA DE AMIBAS POR 
CENTRIFUGACIÓN 

AGREGAR CÓCTEL DE INHIBIDORES 
(ZnCl 2 , PHMB, EDTA) 

ROMPIMIENTO DE CÉLULAS 
MEDIANTE SONICACIÓN 

ELECTROFORESIS EN GELES DE 
POLIACRILAMIDA SOS (10%) 

Reactivación de la virulencia. Para reactivar la virulencia de N. fowleri se inocularon por 

vía intranasal, tres grupos de 5 ratones cada uno. Cada ratón se inoculó con 100 000 

trofozoítos. Las amibas se recuperaron de los cerebros de los ratones muertos y se repitió 

el procedimiento por tres veces. La tabla 1 muestra los datos de la reactivación de la 

virulencia para N. fow/eri. Como la amiba era de catálogo, era de esperarse que en el 
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primer pase se tardara en matar a los ratones, sin embargo, al tercer pase las amibas 

fueron capaces de matar a los ratones en 4 y 5 días. 

Tabla 1. Resultados.de la reactivación de la virulencia para N. row/eri 

GRUPO 

1 

GRUPO 

11 

GRUPO 

111 

RATON 

1 

2 

3 

4 

5 

RAT N 

1 

2 

3 

4 

5 

RAT N 

1 

2 

3 

4 

5 

SOBREVIVENCIA (dias) 

7 

7 

8 

10 

12 

SOBREVIVENCIA (días) 

5 

7 

7 

7 

8 

SOBREVIVENCIA (días) 

4 

4 

4 

4 

5 

La prueba de reactivación de la virulencia se realizó Inoculando 100 000 trofozoftos de N. 
fowleri por vla intranasal. Las amibas se recuperaron de los cerebros de los· ratones 
muertos del primer grupo, se crecieron axénlcamente y se volvió a Inocular al segundo 
grupo y el procedimiento se repltiO para el tercer grupo. 

En lo que respecta a A. culbertsoni, se siguió el mismo procedimiento, sin embargo las 

amibas se recuperaron sacrificando a los ratones el día 21 después de la inoculación. La 

reactivación de la virulencia de la cepa de E. histo/ytica fue realizada" por pase en hígado 

de hamster en el laboratorio del Dr. Campos, de la Escuela Superior de Medicina del 

1.P.N., antes de que nos fuese proporcionada. 

I 
TP.C'TS ro1·T r· - -1.J._,_ V \J 
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Patrón de proteínas. Después de realizar la prueba de virulencia, las amibas se crecieron 

en un cultivo masivo para obtener el extracto total tanto de N. fowleri, E. histolytica y A. 

culbertsoni, se realizó una electroforesis'con geles de poliacrilamida-SDS (10%). El patrón­

de los tres extractos, incluye protefrias
0

' 

0

d~ alto y bajo peso molecular (de entre 250 y 15 

kDa) (Fig. 1 ). Se puede apreciar;quei:~6;, c'larainente diferentes entre si, tanto en número 
..• ,_ . -~ . -. ·-· . ,-(, : ,· '.,. . ~.,. ' , ... , . ; -- . ' . . - -· ., - .. , 

de bandas, distribución como '~rí''int~nsiC:ÍacU Entre lo's 35 .y. 50' kDa; se observa una zona 

de alta_ intensidad, ·para N. fowleri se obser\ió un doblete muy nitidO, mientras que E.· 

histolytica presenta Üna banda muy densa en esa zona y A. culbertsoni un triplete con 

muchc:> mE:?n~s fr!ie;l,';s.idad. Otros arreglos característicos se pueden apreciar en la zona de 

alto y bajo peso molecular para cada una de las especies. Con estos perfiles proteicos se 

pueden establecer las diferencias entre un extracto y otro. 

Fig. 1. Patrón de proteinas de los diferentes extractos amibianos. obtenidos mediante 
electroforesis en geles de poliacrilamida SDS (10°/o). Carriles: (1 y 8) marcador de peso 
molecular. (2. 3) extracto de N. fowlon; (4, 5) extracto de E. histolytica: (6, 7) extracto de A. 
culbcrtsoni. 
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Una vez obtenidos estos patrones, se procedió a inmunizar 3 conejos con extracto 

amibiano de N. fowleri, E. histolytica y A. culbertsoni respectivamente para obtener 

anticuerpos lgG de conejo anti-N. fowleri, anti-E histolytica y anti-A. cu/bertsoni. 

En lo que respecta al objetivo particular 2, la estrategia fue la siguiente: 

OBTENCIÓN DEL PATRÓN DE RECONOCIMIENTO DE 
LOS DIFERENTES ANTÍGENOS AMIBIANOS 

t~> 

Nf Eh Ac 

Obtención del extracto total 

Electroforesis SOS (10%) 

Transferencia a membranas de 
nitrocelulosa 

Incubar las membranas con 1cr anticuerpo 
homólogo (lgG de conejo anti-N. fowleri, anti­

E. histolytica y anti-A. culbertsoni) 

Incubar las membranas con 2° anticuerpo 
(suero de cabra peroxidado anti-lgG de 

conejo 

Revelar con 4-cloronaftol y H 2 0 2 
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Patrón de reconocimiento. El patrón de reconocimiento se obtuvo al transferir las 

proteinas del extracto total amibiano de cada especie a una membrana de nitrocelulosa, 

se incubaron las membranas con lgG de conejo- anti-N. fowleri, anti-_E. histo!Ytica y anti-A. 

culbertsoríi respéC::tivamente a una dilución de 1 :4000 por dos hora¡; y pc¡steri?rmente con 

un segundo anticuerpo anti-conejo· 1gG ·de cabra peroxidado a una dilución de 1 :4000, por 

dós horas. El inmur"loblot se reveló con 4~cloronaftol. 
Las figuras 2, 3 y 4, muestran el. patrón de reconocimient6' d-~"lo~-;·a~tigenos de las 

diferentes especies amibianas. Se observó qüe en los tres ca~()~; ~~;detectaba'.n proteínas 

a todo lo largo de la membrana de nitrocelulosa. C()mp;:¡rfd;;~-~~t~s'.·p~trone!>-c~n los 

obtenidos en los geles teñidos con Coomasie,·s\3 pued~ aprec;¡~;_q~-~·hJ!Jb:'m~r°lo:~bandas 

~:=~:::~~:;":::":::: ::L:::.;:~::~~::i~:~~~~l(?~~¡f ~!~~}R~t~;f :~~= 
estableciéndose así. 1os patrones de reconocimie~tci' ¡)~~ª '-~níi'¡;¡~ñ()~ \i~ /v. ro'w1eri, E. . "',: . . · .. · •-.. . .. 

17istolytica y A. culbertsoni. 

kDa 

= 
150 

75 

37 

15 

1 2 3 4 

Flg. 2. Patrón de reconocimiento de anUgenos de N. 
fowleri, mediante inmunoblot en membranas de 
nitrocelulosa. Carriles: (1) Marcador de peso molecular. 
(2) Patrón de reconocimiento de antigenos de N. fowleri 
utilizando como primer anticuerpo suero de conejo anti· 
N. fowlen·. (3) Suero preinmune. (4) Control, (sólo se 
agregó el segundo anticuerpo). Se utilizó una dilución 
1 :4000 tanto para el primer y segundo anticuerpo. El 
lnmunoblot se reveló con 4-cloronaftol. 
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Fig. 3. Patrón de reconocimiento de antlgenos de E. 
histolytica, mediante lnmunoblot en membranas de 
nitrocelulosa. Carriles: (i) Marcador de peso molecular. (2) 
PatrOn de reconocimiento de antfgenos de E. histolytica 
utilizando como primer anticuerpo suero de conejo anti-E. 
histolytico. (3) Suero preinmune. (4) Control, (sólo se agregó 
el segundo anticuerpo). Se utili;::O una dilución i :4000 tanto 
para el primer y segundo anticuerpo. El inmunoblot se reveló 
con 4-cloronattol. 

Flg. 4. Patrón de reconocimiento de antigenos de A. 
culbertsoni, mediante inmunoblot en membranas de 
nitrocelulosa. Carriles: (i) Marcador de peso molecular. (2) 
Patrón de reconocimiento de antlgenos de A. culbertsam 
utilizando como primer anticuerpo suero de conejo anti-A. 
cu/bertsoni. (3) Suero preinmune. (4) Control, (sólo se 
agregó el segundo anticuerpo). Se utilizó una dilución 
"1 :4000 tanto para el primer y segundo anticuerpo. El 
lnmunoblot se reveló con 4-cloronaftol. 
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Determinación de reacciones cruzadas. La estrategia a seguir, fue la siguiente: 

DETERMINACIÓN DE REACCIONES CRUZADAS 

Membranas de nitrocelulosa con extractos de: 

Nf Eh Ac 

Incubar las membranas con 1e• anticuerpo (lgG de conejo 
anti-N. fowlen) 

Incubar las membranas con 2º anticuerpo (suero de cabra 
peroxidado anti-lgG de conejo) 

Revelar con 4-cloronaftol y H 2 0 2 

Para comprobar la existencia de reacciones cruzadas se realizaron inmunoblots utilizando 

lgG anti-N. fowleri (contra los tres extractos amibianos: N. fow/eri, E. histolytica y A. 

cu/bertsoni respectivamente), lgG anti-E. histolytica (contra los tres extractos. amibianos: 

N. fowleri, E. histolytica y A. culbertsoni respectivamente) e lgG anti-A. culb~rllsc:ml(contra 
los tres extractos amibianos: N. fowleri, E. histolytica y A. culbertsoni respectivar:nente), Se 

encontró que existen algunos anticuerposd13I suer~ ~nti-~.fo~/¡;r;<:jui;i·~~cc:>nC>cf:i'a~tigenos 

::,b~rt:=~~'~:nª~:p:~::::7:~J~ºC:;.;i~B1~~,~~=ª~~~~s5Ett~z~~~~gfi~~r~~t~'-~i~!~~A~ 
y 7). Estos resultados demuestran· •• queÚv.Jov.f/eri comparteantíg'eifiOs cb'r('la!i·;'ot~asdos 
especies. Se observó que exi~tei'mayc:>r)eacción cru;ada f3;;t;~ rv,'.r/:,'w¡~;;}'E:L hi~tb,.Ytica 
que con A. culbertsoni (fig. s;6y_7;~~bl~s 2, 3 y 4). . . . . .. . 

La figura 5 muestra las reaccione;,¡ c;;ruzadas entre N. fowleri y las oÚas dos Sspeicies, E. 

histolytica y A. culbertson.i respectivamente. En la tabla 2, se presentan los pesos 

moleculares de los antígenos que son compartidos entre las tres especies. Como puede 
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observarse, la reacción cruzada es mayor entre N. fowleri y E. histolytica, ya que son 7 

bandas las reconocidas por el suero anti-N. fow/eri en el extracto de E. histolytica y sólo 4 

bandas en el extracto de A. culbertsoni. Los valores de-los pesos mol~culares de- las 

bandas, se obtuvieron mediante el análisis de las imágenes con el programa Kodak Digital 

Science 10 v.2.0.1 de Kodak Scientific lmaging Systems. 
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Fig. 5. Reacciones cruzadas de anticuerpos anti-N. fowleri con 
proteínas de E. histolyt.ica y A. culbertsoni. lnmunoblot 
utilizando un extracto amibiano por tira, las cuales fueron 
preincubadas con lgG de conejo antl-N. fowleri para 
determinar cuales son los anticuerpos que presentan reacción 
cru::ada. Carriles: (1) marcador de peso molecular, (2) extracto 
de N. fowlori, (3) extracto de E. histolytica, (4) extracto de A. 
cutbertsoni. La dilución de los dos anticuerpos fue de 1 :4000. 
El inmunot»lot se reveló con 4-cloronaftol. 
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Tabla 2. Pesos moleculares de los antígenos reconocidos con suero anti-N. Fowleri 

en los tres extractos amibianos. 

EXTRACTO N. fow/eri 

VS 

SUERO anti-N. fowleri 

317 

230 

197 

143 

116 

90 

75 

72 

67 

56 

52 

49 

46 

44 

41 

38 

32 

28 

24 

21 

19 

16 

15 

EXTRACTO E. histolytica 

VS 

SUERO anti-N. fow/eri 

230 

90 

52 

46 

38 

32 

21 

EXTRACTO A. cu/bertsoni 

VS 

SUERO anti-N. fowleri 

116 

75 

38 

24 

Las bandas detectadas son el resultado de las reacciones cruzadas entre las tres especies utilizando suero antl-N. fow/eri. Los 
valores de los pesos moleculares se determinaron utilizando el programa Kadak Digital Science 1 D v.2. o. 1. Los pesos moleculares 
están expresados en kDa. 
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Las reacciones cruzadas entre las tres especies, utilizando lgG anti-E. histolytica se 

muestran en la fig. e .. como puede observarse, existe un mayor número de antígenos. que 

comparten entre· si, IV. rowteri y i=. histotytiáa. 

Los pesos moleculares de las bandas de 1c:is aritrg~;:,os compartidos útilizando lgG anti-E. 

histolytica, se ·presentan en la tabla 3. De igual forrT1a; E.~hi;iotYticii. ;;c;r;:;;¡:>art~ mayor 

número de antígenos con N. fowleri (9 bandas): q~~ co~ Aici:lib~rlsoni (3 bandas:) 

kDa 

250 
150 

100 
75 

50 

37 

25 

2 3 4 
::~1! _i 11 

,,-~ 
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. i ·~-
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Fig. 6. . Reacciones cru::adas de anticuerpos anti-E. 
histolytica con proteínas de N. fow/eri y A. culbertsoni. 
lnmunoblot utilizando un extracto amibiano por tira, las cuales 
fueron preincubadas con lgG de conejo anti-E. histolytica para 
determinar cuales son los anticuerpos que presentan reacción 
cruzada. Carriles: (1) marcador de peso molecular. (2) extracto 
de E. histolytica, (3) extracto de N. fowteri, (4) extracto de A. 
cu/bertsoni. La dilución de los dos anticuerpos fue de 1 :4000. 
El inmunoblot se reveló con 4·cloronaftol. 
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Tabla 3. Pesos moleculares de los antígenos reconocidos con suero anti-E. 

histolytica en los tres extractos amibianos. 

EXTRA.CTO E. histolytica 

vs 

SUERO .anti-E. histolytica 

271 

229 

161 

131 

102 

86 

66 

62 

57 

51 

46 

43 

40 

38 

35 

32 

28 

24 

23 

22 

21 

19 

16 

11 

EXTRACTO N. fowteri 

vs 

SUERO anti-E. histotytica 

161 

66 

62 

51 

46 

38 

24 

22 

16 

EXTRACTO A. cutbertsoni 

VS 

SUERO anti-E. histolytica 

51 

24 

19 

Las bandas detectadas son el resultado de las reacciones cruzadas entre las tres especies utilizando suero antl·E. hlstolytica. Los 
valores de los pesos moleculares se determinaron utilizando el programa Kodak Digital Science 1D v.2.D.1. Los pesos moleculares 
están expresados en kDa. 
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Por último, la figura 7 muestra la reacción cruzada entre las tres especies utiliza.ndo lgG 

anti-A. culbertsoni. Como puede observarse, es precisamente A. cufbertsoni la que menos 

antígenos comparte con las ofras especies. 

La tabla 4 muestra los valores de los pesos moleculares de los antígenos compartidos. 

kDa 

250, 
150 
100'. 
75 

1 

so: 

37 

25.~ 

1 2 

~ •. J 

-~ ~~· 

t· r= 
15~ - --

3 4 

¡ __ _ 

Fig. 7. . Reacciones cruzadas de anticuerpos anti-A. 
culbertsoni con proteinas de N. fowleri y E. histotytica. 
lnmunoblot utilizando un extracto amibiano por tira, las cuales 
fueron preincubadas con lgG de conejo anti-A. culbertsoni 
para determinar cuales son los anticuerpos que presentan 
reacción cruzada. Carriles: (1) marcador de peso molecular, 
(2) extracto de A. culbertsoni, (3) extracto de N. fowleri, (4) 
extracto de E. histolytica. La dilución de los dos anticuerpos 
fue de 1 :4000. El inmunoblot se reveló con 4-cloronaftol. 
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Tabla 4. Pesos moleculares de los antígenos reconocidos con suero anti-A. 

culbertsoni en los tres extractos amibianos. 

EXTRACTO A. cu/bertsoni 

VS 

SUERO anti-A. cu/bertsoni 

250 

197 

118 

93 

67 

56 

53 

46 

41 

38 

35 

32 

28 

25 

22 

18 

17 

16 

EXTRACTO N. fowleri 

VS 

SUERO anti-A. cu/bertsoni 

197 

67 

56 

46 

38 

28 

16 

EXTRACTO E. histolytica 

vs 

SUERO anti-A. culbertsoni 

197 

67 

56 

22 

t..as bandas detectadas son el res1,Jltado de las reacciones cruzadas entfe las -tres especies utlllzando suero antl·A. ctJlbertsoni. Los 
valores de los pesos moleculares se determinaron utilizando el programa Kodak Digital Science 1D v.2.0.1. Los pesos moleculares 
están expresados en kDa. 
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Para el objetivo particular 3, la estrategia fue la siguiente: 

IDENTIFICACIÓN DE ANTÍGENOS ESPECÍFICOS DE N. fowleri 

lgG de conejo anti-N. fowleri 

Incubar 2 horas con el extracto total 
insolubilizado de E. histolytica 

Centrifugación a 3000 rpm por 15 min. Se recuperó 
el sobrenadante 

Incubar 2 horas con el extracto total 
insolubilizado de A. culbertsoni 

Centrifugación a 3000 rpm por 15 min. Se recuperó 
el sobrenadante 

lnmunoblot de extracto total de N. fowleri usando como 1er 

anticuerpo la lgG anti-N. fowleri adsorbida 

Identificación de antígenos específicos de Naegleria fowleri. Se realizaron pruebas de 

adsorción para poder establecer los antígenos específicos de N. fowleri. La lgG anti-N. 

fowleri se incubó por dos horas con el extracto total de E. histolytica y posteriormente se 

volvió a incubar con el extracto total de A. cu/bertsoni. 

El sobrenadante de las adsorciones se utilizó para realizar inmunoblots con e:xtractototal 

de N. fowleri que se incubaron con el suero adsorbido. 

La figura 8 muestra los ántigenos que fueron reconocidos:~pór},el¿'sl.JeréJ: a'nti.:N. Jowleri 

después d~ ser adsorbido con .ros, extractos totiires;rJe.i=~·lii:stdtYtib~ :?A. cÜJb~rtsoni. Al 

::~:s a~t~t:df~~¡§;l·~itg;~~~~d~~~··~~~;le6:~~o~=f f ~itt~~~Lr:~i~ :e~cse~~ ~::~c:r:·:~ 
esperarse, rio hubo ~eco~bci~iento de bari éf~~ 'en el inmunoblot. 
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La tabla 5 presenta Jos pesos moleculares de Jos antígenos especificos de N. fowleri 

después de las pruebas de adsorción. 

kDa 1 
250 
150· 
100: 
75 

50. 

37 

. 
2sl 

15. 

2 3 4 
~ 
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! 
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r-i ~· 
•""'''.:; 

Fig. 8. Antlgenos especificas de N. fowleri después de las 
pruebas de adsorción. lnmunoblot utilizando el extracto total 
de N. fowleri, las cuales fueron preincubadas con lgG de 
conejo anti-N. towteri adsorbido previamente con el extracto 
total de E. histolytica y con el extracto total de A. culberlsoni. 
para determinar cuales son los antigenos especificas de N. 
fowleri. Carriles: (1) marcador de peso molecular, (2) extracto 
de N. fowlori, prcincubado con suero anti-N. fow/eri sin 
adsrober, (3) extracto de N. fowlcri preincubado con el suero 
anti·N. fowleri adsorbido, (4) extracto de N. fowlen 
preincubado con el suero anti-N. fowlcri adsorbido con 
extracto total de N. fowleri. La dilución de los dos anticuerpos 
fue de 1 :4000. El inmunoblot se reveló con 4-cloronaftol. 
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Tabla 5. Pesos moleculares de los antígenos específicos reconocidos con suero 

anti-N. fow/eri adsorbido con los extractos totales de E. histolytica y A. cu/bertsoni. 

EXTRACTO N .. fowleri 

vs 

SUERO anti-N. fowleri 

317 

230 

197 

143 

116 

90 

75 

72 

67 

56 

52 

49 

46 

44 

41 

38 

32 

28 

24 

21 

19 

16 

15 

EXTRACTO N. fow/eri 

VS 

SUERO anti-N. 

fowleri(adsorbido) 

143 

116 

90 

75 

49 

46 

38 

24 

15 

Las bandas detectadas son los antígenos especlficos de N. fowleri después de las pruebas de adsorción. Los valores de los pesos 
moleculares se detenninaron utilizando el programa Kodak Digital Science 1D v.2.0.1. Los pesos moleculares están expresados en 
kDa. 

r 
1 
1 ,_ : ·: 
t_i~~· 
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8. DISCUSIÓN. 

Actualmente, la-~ icientiflca"(;ión- de f\iaegleria fowteri como agente causal de la 
meningoencefalitisamiblána>prirnaria,•·s13 realiza_ mediarlte ··ra observación microscópica 
directa del orga;,ismoAe'n; ~¿e;;t~a~ de liqÚido cefar6rraquídeo. o 'E!n los. cortes d~ cerebro 
obtenidos posfm68~*~ '~c-~~°,~1·ff~cilli\3ff.df p13rs~~~'. e~p€ic~f1~:z~:é-º.'-~~l~----~~der __ realizar la 
identificació_l1·• sin;contar:¡que ''.~e r~quier13 de tiempo-par~ ;poder•' cultivar 'a< la -amiba e 

::r:ti:~;;Lª4ªy~vi/Y:~~it~~~~~~:°¡zs;f ºY:~~\::~::~~~7~i:~;;ibi~f~~:tt():13-~:k::f:~e:ci:: 
~~e ess:~d;~:~Z~9:~'.1c:>t~t0,il~~~udr~·:·,ogros' __ muY.-impª_~c¡-~t~\~'.·.~9;'_0~·:\aj.~(:!ie.~_c)-nfiirnº;Y--se 
amplió el conOcimiento' ;'sObre: 'º•· señalado/¡:Íreviameiíi-te ;pór \Ri~éra _ét_.'.~t/(2090); en-__ el 
sentido de qtie s~- p~e-~E!ni~ ~e~6.ciÓn ;¿r~:¡cld~. ery(ri}·f.v.-?~i!:~ef2(/ii~¡ei2f?;J~';;:'~_t~Í"rlbi¡§n, se 
demostró que existE! reacc:ió~ ch5:i'.;¡ciá'ªaÍÍ'A-/ciitb'~fi~ór:ii: ii< -· --/ -: ' < < ----
Este es un dato imp<'.>rtante~yci_q~e·:ciesd~ 1á década cÍ~ 'r(Js''.ao·5; ~~ hal:ÍÍa clrgu'rl'lentado 
que N. fowleri presentclba ti~a ::r~.,;~ció-n c~u~clda rn~y- l~v;;; cc:>n N. ~rub~ri (Cúrs~rls ~i al .. 
1980). Sin embargo, ¿st~ ~l~nt~a~i~rito fue' ráp~d~rnent~ reC:r,a:zc¡c:lci .• (Ríiilly;:;_-et c-i/.~ -1983; 
Marciano Cabra!, 'et 'al., jgs?a);;. y posteriormente se comprobó <'que sí/ había una 

~:~adsu:c~:a:e ::i~~:d;~;~;:::~~f :}t~~::;\:• ~~~a~~=n~~~-7;:::i:~~:;~±::f t:I:~~I~ 
1987a), amiba P()r éi€l:rt6;';fió patóg€l~a:€ln'. humailos'(JC:,hn, 1993): '< .. fo". :· 'c,y•. --
La demostracíé>n de que N. fowleric,orf1r:íarte antígeno~. c;on amibé!~ de otr~s género~ ~s un 

;~;~;~n~:~-~::~º~~:,iz~Jci1~a•t;;?P};~:r;~::~:f-.s:;:i~=s~n~~Z~~tf~~E~~·1~:~7b~: 
de vida libre·· potencialrnente.-•-patógenás ;se encúentran: arnpliamel1te1:c:li~tribuíclascen el 

.· , ·:. ,_ . " ' . , ' " .. ·, , ~. . . -- .. ·_. -~, :· :, ···. "'"' ''"··· -- ,_ --; - . ' .- , '.,. .. - .. -· . -

mundo y se• pueden; encor¡trar co~ fa~ilidad en_ cuerp()~{d~,agua;~de .~so'.recreatívo, e 
industrial, ca_bria e,sperar, que:.la-.--i~ck1:El~·~¡~':_d~:c~~6s~ft1~se:;€l1ev;ci"o.' 'sin ~mb~rgo, -los 
reportes de infeccior1es por AVL;~.s'cin' rEilativarii~ilte 'éixt'tarios, y una posible explicación 
seria la protección contra N. fovvleiique·i~ €l'staría dando pbr efecto de la interacción con 
otros patógenos como por ejern~lo E. hist6i;)iica: 

T? ''~ :: 'r;"-.r f 
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Se logró evidenciar que hay antígenos compartidos entre los 200 y los 15 kDa utilizando 

lgG de conejo anti-N .. fovvleri .. Ri\,'era et a/._(2()00) rnencionan:que hay ~ea_::ción cruzada 

entre N. fowleri y E. histolytica y que se pue~E!íl reco_nocElr al m,enos 5 proteínas ·cuyos 

pesos moleculares son: 170: 105, 62,. SO y. 46 kDa, utilizando ; lgA humana, lo que 
' ' • .- • • - -- - ., • • •. - -··'" • ·• ••• , •• , - ,, •. ,. .- ·.'••.·· - - ' •.·•···: 'C .-.-.•-·. • -

complementa ..•. nuestros. resultados ya q~e '.. Ja . reaccic:m; ~crlizada: se.' da con diferentes 
:·: ;-< ·-··> :--> '. ·:~-:.;.;.\-.--:'.-"<, '-: :.-. ::> _-- .. ·-:c. ·:·,, . .:,.-.>.::.' ,:,·~~--'' : '-~;:"-".·"-'·.- ~·- -'.': -~'_::,--;.''.,''~-- : __ ·'.o'-.' '-:>·3'><·:;:· 0.;;·':' -.::;> ·~-- "•i : ·:" . e 

isotipos, .éb.esté:'i.rabajo,Usandc>:19G,1osán1:19enosc(,rnPªrti~ós entre éstas .dos especies 

son;• con i~C3 'anÍi~P:/.;ro~i~'fÍ:'~3ó't9o;'.'52;::46'>'3'a;',~~/1,2~~;te:6'~¡1~é3)~nti~E:histotytica ios 

antigen-ó~'bó~P"~rtldos .tienen iéístsiÓ¿;i·~~i:ii;:~;t~s6~:riiC:ii~cm~;ei~~:-1,6{; 66; 62, 51,. 46, 38, 

24, 22, y 16. >' )~' · _ ' > · t'. ;'. 1 "'¡: :c.;;:. ~Le )'( /t \':;,-. 
Támbién )se: derno~trÓ 'que N:frowie;i 'pre~enta. ~eacbión' C~LlzaCla,cón A. cu/bertsoni. En 

~~A~~~~~º~1::~~~~~~~~¡~!~\~~iJit~Y~lf ~i~~Sd~~,~;. 
cutbertsoni en eXtracfo· de.·N .. fo~leri;~eí ~~;6'c:iri6c~~,1~~ ~¡~¿i~rit~·J_i)~n'd~s~ ~ g7 ;·67, 56; 46, 
38, 28 y 16 (ta.bla 4.>.·." , ~~~(:, .. ·.: .. ;.,:~~;,~,f ~}:'..~~·,~.- ··-·· ~:_¡~t~\~;;·;·.;, ':.~>:?': -- "·:~'}:": '~: 

'- .· ··- ¡,• ·'--{·'·- ::.c;,~:-l>'r .. - , --· -~··/·:f:~·.1 ,,-.-- .:-::~ :-~-~·':: .......... ,.,, 

~~;.~:~~~~~iES:~:~~:;~~Jl~1J~~:~f &l~!~~i~f~~~~f il0~ 
explicaría 1a. baja incidencia de.1a énierrl:\~ci~ci~~,-h-¡v~,l!;ffi~Efü~ú~,~ri·;,?09ia!'i~siX~~ndé e_s 

endémica. y. más tomando en cuenta. que,E-Ahist01;!ic'á{e~:eíJp"~c;t~zo.,;í-ió ii:íatóge~a más 

g;.?;I~ii~ª-~~~:~~~~~!~?~~~1~:~~f él~r~~t~Ii~~~~i~l1f ~rf {iJf 
significa que de una manera u otra existe'una:cóntiriua:eixposiéión a;esos:·antígenós; sin 

, '·- ·<_:·.,.. :.-··-. ::,·<~: _-:._: .. ::: ·.'}'.'·-._.":,::.t:"\ •''~:~-;,r~.--.:<-'.;:,:_::;=<~,; .'-".',;·(--·.~·:.~·-;~ -- :--;'>· : } . .;: ._,_:_:: ·--.;~: ··,_; -, --i~ .. :' •. . . . -. 

que se desarrolle ninguna de las infecdonSs c¡u~/p_rO?ü'c;,e_n; si,r;i e.mbargó Ss posible que 

dicha exposición confiera cierta re~iste~ci'a ~ ,;);,ii:;cdóri'qu'E! prC:,ciuc~ N. ioV:-íeri. 

El otro punto, y quizás el más important~ del ~st~ tr~bajo fue el hechO de identificar 

antígenos específicos de N. fowleri mediante las pruebas de adsorción ya que de esta 
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forma se eliminó una de las limitantes del uso de. las técnicas serológicas como pruebas 

diagnósticas,radica_en el_hecho.de_no.poderccontrarrestar.la-presencia•de.las .. reacciones 

cruzadas y por e~de; de deJar la d~da de po~ible;s féÍlso::l positivos o ne'gativos según sea 

el caso. 

Como se 

humanos 

resultado de una reacci·¿~n 

. __ , 
_,·· 

enfermedad prodücidapor'e{sta amil::>a .• -·. 

de 

como lo_ son 

el ~diagnÓsÚco/certeró de . la 
-/1;~~ '.··-.~~'."'-,~ ~;·:;:,~- - ' - , . .,. 

- - '· .'·: .:,• -- . .· ; . ; :._~~::.._' __ : ·, __ -~--·- ·.:.~· ; . 
·~., '~\.})_ 

El objetivo a fútUro es q'Ú~~~--tra~és'd~ • prúebas 'serológic~s-Sseúíogren't(i¡'i,igr¡¿5i:icar las 

infecciones de amibas -~·de·\,Vida --- libre-·en hUm8~os.:· .. ·Sin;:'8ínba'rg·a~·yaLin· .. :..=q·(i-éda·-:·:·muého -pOr 

hacer. Yª que para 1agrar ~-~16. se debe cont~~-- c;~ri -¿n~ 8~~;;;E¡~~~--~Hti~~66~ arT1ibianos 

que sean representativos_.de_ las diferentes.~esp~ci.if:i;:y:gÉlr;ei-os, ~j¡¡{c'de•• r;;conocer la 
. - - ' - - • . • . ;. - ',, ' l . ' . ; ., ' • _; - . ,'' , - ' . : ~-- ,·. . • ' . - - - • .• • ,' .-' • :. . ' 

presencia de anticuerpos en muestras de. su eró humano, contra estos microorganismos. 
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9. CONCLUSIONES. 

En base a los resultados obtenidos se concluye lo siguiente: 

1) Naegleria fowleri presenta antígenos . especificas .que pueden· ser identificados . . 
mediante técnicas inmunológica~comOeJ inmúnoblot;, 

2) Los resultados. d~mu~s~r~-~-· ~~~w·::~°-~/~~T.~~~sf3.~t~,·u¿'.~§,fr.1):ºmple}o ~~-~r~~eínas, Ja 

mayo ria de las cuales .ªP13re~terner1t13 i:;()r¡ altarie~tednniunC>géni_cas en c;oneJos'. 

:: ~ª\~~~'1f 1111~rt;111!t~1' 1~:!,!!ttt':!í:~:~~:: 
Es important~~~ncioÍl~¿q8e!'si ___ bien es cíert~ que s~,h~ l~graJo de~~sfrar•reacción 
cruzada entre N. r'r;'v.J1~~¡ ;}cit~~~-cepas amibi~n~s e id~rítificar~arÍÚgen'c:i~·éspe;Óifi(;Ós, los 

eventos a~ociad~s con la ~Ío<posiciÓn a antígenos de N. f<:J~te~f o a l.;; i~d~ccÍón de 

anticuerpos, aún no se ha podido elÜcidar. 

,-
1 
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Medio Bactocasitona al 2°/o. 

Bactocasitona 

Agua destilada 

2 gr 

100 mi 

APÉNDICE 1 

MEDIOS DE CULTIVO 

Se disuelve la Bactocasitona en agua destilada, se vacía en frascos de vidrio con tapón de 

rosca y se esteriliza a 15 lb de presión durante 15 min. 

Antes de utilizarse se agregan 1 O mi de suero fetal de bovino (en condiciones de 

esterilidad) a cada frasco con bactocasitona. 

Medio Chang modificado. 

Peptona Biotriptasa 16.6 gr 

Na2 HP04 1 .5 gr 

Dextrosa 2. 7 gr 

KH2P04 0.9 gr 

Agua destilada 1 lt 

Se mezclan_ los componentes_ en_ seco, se disuelven en agua destilada y se vierte en 

frascos de vidrio._con tapón de rosca. Se esteriliza a 15 lb de presión dura-nte 15 min. 

Antes de utllizars~ se agregán 1 O mi de suero fetal de bovino (en condiciones de 

esterilidad) a cada frasco con medio. 
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Medio Ty1-S-33 

Biosate 

Glucosa 

NaCI 

K2HP04 

KH2P04 

Cisteina 

Citrato férrico de amonio 

Ácido ascórbico 

30 gr 

10 gr 

2 gr 

1 gr 

0.6 gr 

1 gr 

0.0236 gr 

0.2 gr 

Se mezclan los componentes en seco, se disuelven en agua destilada y se vierte en 

frascos de vidrio con tapón de rosca. Se esteriliza a 15 lb de presión durante 15 min. 
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APÉNDICE 2 

ELECTROFORESIS E INMUNOBLOT 

Solución de poliacrilamida 

REACTIVO 

Acrilamida 

Bis-Acrilamida 

SO mi 

15 g 

0.4 g 

Disolver en agua bidestilaaa y aforar a la cantidad correspondiente. 

Almacenar a 4ºC en oscuridad total. 

NOTA: Este reactivo es muy tóxico por lo que se requiere para su preparación, usar 

guantes y cubrebocas. 

Amortiguador Gel Separador (Tris-Base 1.5M, pH 8.8) 

REACTIVO 

Tris-Base 

'fOOml 

18.15 g 

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente. 

Ajustar el pH a 8.8 

Almacenar a 4ºC. 

Amortiguador Gel Separador (Tris-Base 0.5M, pH 6.8) 

REACTIVO 

Tris-Base 

'fOOml 

6g 

TEstc c~r.!~-~-.--i 
FA.L1~/~_Q1~::r~~1~C1BIL! 

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente. 

Ajustar el pH a 6.8 

Almacenar a 4ºC. 

ESTA TESIS l'I O SALL 
·~- ~ T :~~. ~--~ ~ ~¡· -.\ ~ ... -- .... -:.-- ·:--· -· .~ 

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-
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SOS 20°/o 

REACTIVO 

sos 
50m/ 

5g 

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente. 

Almacenar a temperatura ambiente. 

Amortiguador de Tratamiento 2X SOS (Tris-Base 0;125M, pH 6.8, SOS 4%, Glicerol 

20%, 2-Mercaptoetanol 10°/o) 

REACTIVO 

Amortiguador 

Gel Concentrador 

SOS 10°/o 

Glicerol 

2-Mercáptoetanol 

Azul de Brom~f~nol. 

10 mi 

2.5 mi 

4ml 

2ml 

0.2 mi 

0,2 mg 

DisOlver en agua bid~stil.;¡d;yaforar a la cantidad correspondiente. 

Dividiren~líc~bt~s'de 200.ul y ~lmac~nar a -40ºC. 
' -: . -·-

APS 10% W~r~uÍfaioc:lf3 amonio) 

REACTIVO 

APS 
1 mi 

0.1 g 

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente. 

NOTA: Debe prepararse al momento en que se correrá la electroforesis. 

TY'Sf~ C=J~~,~ 
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Amortiguador de Electroforesis (Tris-Base 0.025 M, pH 8.3, Glicina 0.192 M, SOS 0.1 %) 

REACTIVO 

Tris-Base 

Glicina 

SDS 

1 litro 

3.025 g 

14.4 g 

1 g 

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente. 

Almacenar a 4ºC. 

Colorante Azul de Coomasie R-250 (Azul de Coomasie R-250 0.025°/o, Metanol. 40%, 

Ácido acético 7%) 

REACTIVO 

Azul de Coomasie R-250 

Metanol 

Agitar hasta disolver. 

Ácido acético 

1 litro 

0.25 g 

400 mi 

70ml 

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente. 

Almacenar a temperatura ambiente en oscuridad total. 

Solución Oesteñidora No. 1 

REACTIVO 

Metanol 

Ácido acético 

1 litro 

400ml 

70ml 

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente. 

Almacenar a temperatura ambiente. 
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Solución Desteñidora No. 2 

REACTIVO 

Metanol 

Ácido acético 

1 litro 

50ml 

70ml 

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente. 

Almacenar a temperatura ambiente. 

PREPARACIÓN DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA 

REACTIVO 

Poliacrilamida 

Amortiguador Tris-Base pH 8.8 

sos 20% 

Agua bidestilada 

Temed 

APS 10% 

REACTIVO 

Poliacrilamida 

Amortiguador Tris-Base pH 6.8 

sos 20% 

Agua bidestilada 

Temed 

APS10% 

GEL SEPARADOR 

GEL 10% 

10ml 

3.33 mi 

2.5 mi 

50 ~" 
4ml 

6.5 ~" 

100 ~" 

GEL CONCENTRADOR 

Sml 

0.67 mi 

1.25 mi 

25 ~" 
3 mi 

5 pi 

80 ~" 

GEL 7.5% 

1om1 

2.5ml 

2.5ml 

50 ~" 
4.87 mi 

6.5 pi 

100 pi 

GEL 12% 

10 mi 

4.16 mi 

2.5 mi 

50 pi 

3.2ml 

6.5 ~" 

100 ~" 
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Amortiguador de Transferencia. 

REACTIVO 

Tris-Base 

Glicina 

Agua bidestilada 

Metanol 

1 litro 

3.025 g 

14.4 g 

500 mi 

200 mi 

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente. 

Almacenar a 4ºC. 

Solución Bloqueadora 6o/o 

REACTIVO 

Leche Descremada 

50 1111 

1.2 g 

Disolver en PBS-Tween y aforar a la cantidad correspondiente. 

Solución Sustrato y Cromógeno. 

REACTIVO 

Metano! 

4-Cloronaftol 

PBS1X 

H202 

20 n1I 

3.5ml 

10 mg 

16.5 mi 

20 pi 

NOTA: Este reactivo es muy tóxico por lo que se requiere para su preparación. usar 

guantes y cubrebocas. 

¡--· TESI~ 
i FP.U 

CtJI\J / 
.--. :.· .·:?0.T i 

. - ___ '::.__::-_~.:.~ 
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PBS10X 

REACTIVO 

NaCI 

KCI 

Na2HP04 

KH2P04 

1 litro 

80g 

2g 

11.5 g 

2g 

APÉNDICE 3 

REACTIVOS 

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente. 

Almacenar a 4ºC. 

PBS1X 
REACTIVO 

PBS10X 

1 litro 

100 mi 

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente. 

Almacenar a 4ºC. 

PBS-Tween 

REACTIVO 

PBS10X 

Tween 20 

1 litro 

100 mi 

0.5ml 

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente. 

Almacenar a 4ºC. 

TESIS CON 
1 FALLA DE ORIGEN 
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Trisma-Base 100 mM 

REACTIVO 

Tris-Base 

100ml 

1.211 g 

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente. 

Almacenar a 4ºC. 

PHMB 20 mM 

REACTIVO 

PHMB 

20ml 

0.144 g 

Disolver en Tris-Base 100 mM y aforar a la cantidad correspondiente. 

EDTA20 mM 

REACTIVO 20ml 

EDTA 0.149 g 

Disolver en Tris-Base 100 mM y aforar a la cantidad correspondiente. 

ZnCl2 20 mM 

REACTIVO 20ml 

ZnCl 2 0.055 g 

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente. 

1 TESIS CON 
/ FALIJ~ DE ORIGEN 
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Cóctel de lnhibidores (PHMB, EDT A, ZnCl2 ) 

REACTIVO 

PHMB 20 mM 

EDTA20 mM 

ZnCb 20 mM 

PBS 1X 

201nl 

5 mi 

5ml 

5 mi 

5 mi 

Mezclar todos los componentes. Hacer alícuotas de 1 mi. 

Almacenar a -70ºC. 

TESIS CON --¡ 
FALLA DE OiuGI;N i 
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