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RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS ESPECIFICOS PARA LA IDENTIFICACION DE
LA AMIBA DE VIDA LIBRE Naegleria fowleri.

1. RESUMEN.

E! interés meédico 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 patégenas 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 lapsode 3 a7
dias, su periodo de incubacidn varia de 2 dias a 3 semanas, dependiendo del tamafio del
indculo y de la viruiencia de las amibas. El presente trabajo se realizé con el propdsito de
determinar si existe reactividad cruzada de los anticuerpos anti N. fowleri con otros
antigenos amibianos (Acanthamoeba culbertsoni y Entamoeba histolytica), e identificar
antigenos especificos de N. fowleri que puedan ser (tiles para el diagndstico. Se reactivo
la virulencia de N. fowleri pasandola por raton y recuperando las amibas en medio.
axénico. Se obtuvieron extractos de N. fowleri, A. culbertsoniy E. histolytica por sonicacion
y se analizd el patron de proteinas por electroforesis. Se inmunizaron conejos con
extractos de las tres especies de amibas para obtener anticuerpos especificos para cada
una de ellas. Y el reconocimiento de los anticuerpos se analizd por inmunoblots. Se
realizaron adsorciones de los anticuerpos anti-N. fowl/eri con extractos fijados de las tres
amibas para tratar de identificar antigenos especificos de N. fowleri. Mediante los
inmunoblots se encontréo que existen reacciones cruzadas entre N. fowleri, A. culbertsoni y
E. histolytica. Siendo mas fuerte este tipo de reaccion entre N. fowleri y E. histolytica. Esta
reaccion cruzada puede explicar la baja incidencia de MEAP a pesar de la amplia
distribucion de N. fowleri. A través de las adsorciones se encontraron 9 antigenos
especificos de N. fowleri que pueden ser utiles para el diagndstico de la MEAP y cuyos
pesos moleculares son: 143, 116, 80, 75, 49, 46, 38, 24 y 15 kDa.

1.1. SUMMARY.

The medical interest for free-living amebae (FLA) has been increasing due to the
knowledge that they can cause the death. This fact has importance if it is considered that
the FLA potentially pathogenic can be found with facility in waters bodies of recreative and
industrial use. Naegleria 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 reactivity of the antibodies anti-
N. fowleri exists with other amoebae antigens (Acanthamoeba culbertsoni and Entamoeba
histolytica), and to identify specific antigens of N. fowleri that can be useful for the
diagnosis. The virulence of N. fowleri was reactivated passing it by mouse and recovering
the trophozoites in axenic medium. Extracts of N. fowleri, A. culbertsoni and E. histolytica
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were obtained by sonication and the patiern of proteins was analvzed 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 realized to try to identify specific antigens of N. fowl/eri. By immunobilots, 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 incidernce 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 for the
diagnosis of PAM and whose molecular weights are: 143, 116, 90, 75, 49, 46, 38 24 and
15 kDa.

2.INTRODUCCION.
2.1.GENERALIDADES.

Las amibas de vida libre se encuentran en tod‘o txpo de amblente y su dxstnbucxon es

cosmopolita. Ocupan un lugar |mportante en la" aden ahmentlcua ‘e las comunldades

naturales donde hay agua, allmentandose de bacterlas hongos algas v ‘otros’

rot zoar;os

sistema nervioso central (SNC) y los
amibas capaces de ‘sobrevivir en: e -

e mcluso agua entubada y embotella
1986a, 1987b, 1988, 1994, Kadlec

termales, naturales y en aguas con
Jonckheere, 1977; De Jonckheere 1981

; Cerva et al
et al., 1983). R




E! estudio de las AVL ha demostrado que sélo un grupo muy restringido provoca
infecciones humanas mcluyendo a Ios generos Naeglerla, Acanthamoeba Ba/amuth/a Y

como pulmon, plel ojos y 01
A diferencia de Entamoeb

John. 1 993)

disminuyen cdn e tz
Los pseudc’zpodb'

membranas e mclusnones cﬁétélmas (Pag‘e"y 1988 Weekers 1993)




La formacion debquistes es el mecanismo de proteccion que presenta la mayoria de los
protozoos. mcluudas las AVL para protegerse de los cambios ambientales. De esta
manera pueden sobrevuvxr ala ausencna de hurﬁedad cambxos extremos de temperatura
presion, pH falta de oxugeno, acumulaélon de desechos metabéllcos escasez de alimento
(o] algun otro factor adverso (Qchuster, 1979 Marcnano-Cabral 1988)

2.2.1 .‘Naeg/er‘i;.

El genero Naegler/a consta de tres estadlos durante su cnclo de vida'en el amblente (Page,
1988): : 2 :

. Trofozoito. o forma vegetatlva que es Ia fase del C|clo en Ia que se allmenta y

reproduce.
- Qunste que es Ia forma de res:stencn

- Flsgelado, eStad'O trans:tono .que n ‘alimenta, ni se ",'V":l.llt'ibl,ica Y’deépués de
un tiempo regresa a la fase tréf 2. SR i ‘

La especne N. fowlerl._tambuen pued

Los trofozoutos de N,‘ fowlerl austrahens:s (patogena en ratén) poseen unas

y N.
estructuras fagocmcas dlstlntxvas conocxdas como’ amebostomas que son usadas para




engullir alimento y varian en numero de una a doce por amiba. Por microscopia
electronica de’ transmnsnon se ven muy granuladas, en contraste con Ias,éreas yacud_adas

de la amlba. En- las- espec:es no patogenas no soni
Aparentemente, no- eXIst Jra

.correlamon entre el
amebostomas;. sin embargo.: la” patogenncnd dis ‘pa

presencia, ya que las dos Unicas’ especnes p'atogenas de Naegler/a la
1993) : .
La reproduccidn es por f‘snon binaria del trofozont'

poseen:(John;

s promltotlca lo
cual significa que el nicleo y la membrana nuclear persisten durante la: duv:snon nuclear
(cariocinesis). El nucieolo se alarga formando‘una estructura<en orrna'de ‘pesas” y se
divide en dos masas polares, que mas adelantr \hu‘c'leolovde cada una

de las dos nuevas amibas (Page, ‘1988)

Flagelado. Cuando las condiciones en el amblent son adversas los trofozoitos se

pueden transformar en formas ﬂageladas temVo

smo fecto se puede inducir
experimentalmente con agua destilada o soluc1o U lva El flagelado tipico es

una célula de forma piriforme, con dos ﬂagelos que mergen por debajo del rostrum

anterior. El estadio flagelar de N fowleri es muy‘unlforme
flagelos (Page, 1988).

Quiste. El quiste de N. fowleri es esférico, con un dlame (=) de 7 a 15 pm (Page, 1988). En

5 ]a,mayoria presenta dos

quistes analizados con la técnica de microscopia electro ca se obsevan al-menos dos

poros (u ostiolos) con tapdon y una pared relat:vamente ga a caractenstxca que hace a

esta especie muy susceptible a la desecacion (Bonllla 2000)

™ T
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2.3.INFECCIONES EN HUMANOS.
2.3.1.Meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP).

Es una enfermedad aguda rapldamente progresnva y fatal que tlene como agente ‘causal
CroSis hernorraglca de

vomito en proyectll y fotofobla) cefalea mten
datos de |rntacnon meningea (rlgldez de nuca)
por confusnon mental en algunos casos crisi

semana despueés de la apar:cnén de los prl
resnstencna del’ pactente asi como de la vnru

cuando se adm nxstra al mucxo de la
1997; John 1993) Ce
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2.4.MECANISMOS DE PATOGENICIDAD.

et patogenlc:dad de las AVL, patdégenas aln no 'se. conocen
ampoco los factores que determinan la susceptnbnlldad a . las
La mayoru,

Los mecamsmos

completamente “n
mfeccrones con-e subsecuente desarrollo de las enfermedades que causa
onoce . hasta la fecha ha surgido de estudlos en cultlvos celulares y

parte de' o.que:s
prmcnpalment
EI trofozo:t
en tejldos O:

estudlos de N. fowleri en animales.
I,estadxo invasivo de N. fowleri; hasta la fecha nunc:
n LCR -amibas en estadio flagelar o de qwste. solam nte:e e“tado ‘de

e’han encontrado

trofozofto [T - -
Algunos de los mecanlsmos de patogenxcpdad de N. fowler/ propuestos hasta hoy mcluyen'

e fagocxtos:s,
e Ilberacnon de sustancxas ctt )

conocido como material

activo,

e presencia de un:-

entrocttos, bacterlas noce como trogocntosns la cual es llevada a

cabo por unas estruv tu

Amrbas de. la especn
células, Io’f dUe I'pérm'ii‘iri’

€O en

'* 1985);;§ﬂf

osfohpolmc s) llberadas por las amlbas'

sustancias cntolxtlcas o cntotoxncas‘(enmma
durante su crecrmlento El m:smo autor reporto que e”, sobrenadante del cultlvo de N.

fowleri en cultlvo de células de mamlfero produ;o llSlS al adicionarse a cultivos” nuevos

(John, 1993).
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Cursons y Brown (1978) identificaron fosfolipasa A y C, lisofosfolipasa y esfingomielinasa
en medios de cultivo donde’ crecio la mlsrna especie. Ademas reportaron que la actlwdad

de la fosfollpasa alslada de cultlv de"Naeglerla patogena “fae’ mucho mayor que lé de

cultivos de Naegleria no patogena

elastasa son muy snmllares' ntr pas
Visvesvara (1997), ademas 1v-‘~,d§i

y mucina, sugiriendo que quizas las en
fosfolipidos de mielina in vitro son tam
ocurre experimentalmente y en
1997). Adicionalmente, los nlveles

1982b). :
Marciano-Cabral et al., (1990). sugiere
conjunta de toxmas C|tollt|c

‘_Ljécién celular se debe a la accion
lyfactores cntolltlcos presentes en

amibas cultxvadas axen a a: dlgestlon lnterna de células

blanco mgendas. mlentras que los fa
las celulas blanco antes de mgenrlas.

mlbas asadas por raton, lisan

puede degrédar mlehna
Por otro Iado Lowrey y McLaughhn (_




Material citopatogénico de Naegleria (MCN). Dunnebacke y Schuster (1985) atribuyen

la patogenicidad de Naegl/eria a una proteina, a la que denominaron vcomo material -
citopatogénico de /Naegleria (MCN). Es una proteina con’ una masa molecular de 36,000
kDa y un punto isoeléctrico de pH 4.2. De acuerdo con estos autores ‘el MCN, se. locahza"

i




haciéndola crecer en presencia de bacterias y restaurar a los niveles originales por
pases en serie en ratdon o en cultivo de tejidos (John y Howard, 1993).

s neCesLario' tomar en cuenta el estado: inmunolégico del

En todos los casos, t ’
slad a asircomo la habilidad de las amlbas patogenas para evadir

hospedero
al sxstema inmune del hospedero.:

3.ANTECEDENTES
3.1.INFE
Las AVL",ha’ lada desde 1841 cuando Féllx Du;ardm en Franc:a descrlbe por

et al., 1991) N

reconocen c'av SC
Stamm, 1972 |
empezaron’a er ! ¥ : s‘ fu con ’cnendo mas, se encontro

que algunas mfeccnones oculares y,;d_ ,é"_pibelf eran causadas por Acanthamoeba

10




(Martinez, 1985) y se propuso el término encefalitis' amibiana granulomatosa (EAG)
(Martmez y Amado—Ledo, 1979) para dlferencxarla de la MEAP deblda a Naeglena fowler/

Jonckheere et al., 1984) Este hecho rewste mé

Paz 1978 Rlvera'vet al 1984 a, b), qu:e

Pérez (1 984) v Lo
(Ferreira et al. '
El primer éaso d
edad con antecédente de
California’ y fue publlcado hasta
fecha, se. han dlagnostlcado 29 casos L
sobrevnvnente tratado con anfotencma B‘ cloranfemco : Y- ‘ulfadxazma: (Rodrnguez—PereZu

1984).
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3.2.RESPUESTA INMUNE.

La presencia de las AVL en los tejidos. del h Aspedero mduce la’ formacién de una’

la amplia d

inespecificas: dé los - anticuerpos - ontra Ios antlgenos que- fueron identificados o

12




simplemente la exposicion de las personas a este antigeno (Cursons et al.,, 1979,1980,
Reilly et al., 1982, 1983- Marciano-Cabral et al., 1987a; y Dubray el al., 19.87). ’
65"'bara estudiar la respuest o

Los metodos serol gicos
AVL en humano in
del comp»lementr
(Cerva, 1989

ensayos de ﬂuorescencla mdlr

amnblanos o ala‘reaccion cruzada con otros antigenos

4JUSﬁﬁCAmON

La |dentn"caC|on premsa de las AVL del amblente o en muestras clinicas se realiza por
personal especnallzado Determinar la espec1e a Ia que ertenece es aun mas dificil, sobre’

todo si se dlspone solamente de unos cuantos‘

(o] zmtos o; quustes EI dlagnostnco de

debxdo a que para cada género se emp
orgamsmo hasta especie puede tardar: m

personal que desarrolla la 1dent|f’ca0|on (S
Su deteccidn inicial no es sencnlla para' n
confundidas con.leucocitos o, pasar d

de sedimento del mlsmo ﬂU|d ne

identificacion no: es f
hasta nivel d‘e_geﬂnero ;

13
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desapercibidos, ya sea por la falta de conocimiento sobre los efectos patdgenos .de las
AVL, o porque no se cuente con una técnxca de |dent|f‘caCIon raplda y segura. :

Por todo lo anterior es muy lmportante esarrollar‘método de: ldentn"cacmbri precnsos y -

rapldos que sirvan como una alternatxva para la |dentxf'ca0|én de:estos orgamsmos asn

a o en este trab os
mmacuSn de reacc:ones

N.: fowl_er/‘m, d

,Enﬁ’tamoebé H t anthamoeba culbertsoni) losu

diagnéstico ‘de e'i;rfnedad MEAP e identificacion-de - N. _fq‘wleri'a:,txlév‘és;,dé;té;c’hicas

como el lnmu oblo

5.0BJETIVOS.

5.1 .Gen’eral._l»_ '

Reconocer. antigenos especificos de Naegleria fowleri que puedan ser utiles para su
identificacion. '

5.2.Particulares.




6. MATERIAL Y METODOS.

rabajo 7fueron cepas ‘de’ referencxa

Amibas. Las amibas utilizadas”én{'él presente !
obtenidas de la American Type Culture Col ' y
Proyecto de Conservacnon v M' o am'ento'

Las cepas fueron las- sngu

lcuerpos sencos anti- N fowlerl antiE

15




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

para A. culbertsoni.

Obtencion del extracto amibiano. DeSpues de formada la monocapa en los cultivos
- xn) para promover que los trofozoltos se

los frascos se pusieron en hlelo (15
se’ concentraro por'centrlfugacxon a ‘2500 rpm

axénicos,

despegaran, las células se recolectaro
durante 10 min. Se realizaron tres 'lavados con solucidon'salina’isotonica: sterll (reallzando

[ yé en alicuotas de

por el rnétodo de

sangre y obtener el suero pre-inmune.’

No. de Via de Concentracion:
Inoculacidn Inoculacién del inéculo (mg) ;
1 Subcuténea 2a3 . s Completo Qe
2 Subcutanea 2a3 lncompleto - o
3 Intramuscular 2a3 Sl 14

A los siete dias después de la udltima’ inmunizacidn ‘se sangré al conejo por puncién
cardiaca. La sangre se colectd en tubos de ensaye, retirando el coagulo y centrifugando a

16
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2000 rpm durante 10 min. Se recuperd el suero, se tituld y almacend a —70°C para su uso

posterior.

EIectroforesns e Inmunoblot. La electrofore5|s en geles de pohacrllamlda se reallzo en

una camara de electrofores:s Mml F’rotexn ll Dual Slab Cell (Blo-Rad) Se utlllzaron 10 ug
de protema del extracto aml ' ’
(apendlce 2) EI tlempo apro

(metanol 17 5%, 4-cloro “av
2) y se dejo reacclonar d
PBS-T y se calcularon l‘o
las tiras de nitrocelulosa.

Pruebas de Adsorcién. Para
de adsorcion. Se tomd 1: ‘i'hl:"c'!
se fijé con glutaraldehldo al 2. 5% (
y en completa oscuridad. El extracto se. centrlfugo a 3000 rpm por 15 min. Las pastxllas se

TESLS CON 17




lavaron § veces con PBS y se centrifugaron nuevamente. Este procedimiento se realizd
para cada una de"las especies de: amlbas La pastxlla del extracto de E h/stolytlca se

incubd con 1 ‘mi _del. suero;de cone;o anti-N. fowlerl dllm

agxtac:on lenta durante 2 horas ’Se centnfugé a 3000 “rp
sobrenadante mcubandolo en las mismas condlmones c
A. culbertsom Después de dos horas se volvid. a ce
y se reallzo un mmunoblot como se descrlbxo anterlor s >el
como primer antlcuerpo en una tira de mtrocelulosa con protemas de N fowlen

18




7. RESULTADOS.

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

OBTENCION DEL PATRON DE PROTEINAS DE LAS
DIFERENTES ESPECIES AMIBIANAS

I CULTIVO AXENICO DE LAS AMIBAS l

REACTIVACION DE
LA VIRULENCIA

COSECHA DE AMIBAS POR
CENTRIFUGACION

BANO MARIA
EN
EBULLICION
(10 min)

AGREGAR COCTEL DE INHIBIDORES
(ZnClz, PHMB, EDTA)

ROMPIMIENTO DE CELL{LAS
MEDIANTE SONICACION

I

ELECTROFORESIS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA SDS (10%)

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

via intranasal

tres grupos de 5 ratones cada uno. Cada ratdn se inoculd con 100 000

trofozoitos. Las amlbas se recuperaron de los cerebros de los ratones muertos y se repitid
el procedlr‘men,to‘ ppr tres veces. La tabla 1 muestra los datos de la reactivacion de la
virulencia paraN.;fow/eri. Como.la amiba era de catalogo, era de esperarse que en el

19



primer pase se tardara en matar a los ratones, sin embarge, al tercer pase las amibas

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

Tabla 1. RéSUItaﬁond'é:klra"'re»acti’rvacién de la virulencia para N. fowleri

g "RATON SOBREVIVENCGIA (dias)
GRUPO 2 ‘ 7
B B - 8
4 10
5 Az o
RATON. SOBREVIVENCIA (dias)
GRUPO 2 7
I 3 7
a4 7
LB e g
"RATON. | SOBREVIVENCIA (dias)
GRUPO 2 , 4
i 3 4
4 4
5 5

La prueba de reactivaciéon de 1a virulencia se realizé inoculando 100 000 trofozoitos de .
fowleri por via intranasal. Las amibas se recuperaron de los cerebros de los  ratones
muertos del primer grupo, se crecieron axénicamente y se volvio a Inocular at segundo
grupo y el procedimiento se repitié para el tercer grupo.

En lo que respecta a A. culbertsoni, se siguid el mismo procedimientowsin embargo. las

amibas se recuperaron sacrificando a los ratones el dia 21 despues de la moculacnon ‘La

reactivacién de la virulencia de la cepa de E. h/sto/yt/ca fue realizada por pase en hlgadoT
de hamster en el laboratorio del Dr. Campos, de la Escuela Supenor de Medicina del
I.P.N., antes de que nos fuese proporcionada. ' '

20




Patrén de proteinas. 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 realizé una electroforesns) con geles de pollacrllamlda-SDS (10%). El patron®
de los tres extractos, lncluye proteina dé'alto y bajo peso: molecular (de entre 250 y 15
qué son claramente difsrentes entre si, tanto en ndamero
: 50:kDa; se: observa una zona

kDa) (Fig. 1). Se puedeaprecna g
de bandas dlstrlbucxon c

de alta mtensxdad
h/stolyilca‘presenta una banda muy densa en esa zona y A. ‘culbertsoni un triplete con

mucho menos mtensndad Otros arreglos caracteristicos se pueden apreciar en la zona de
alto y bajo peso molecular para cada una de las especies. Con estos perfiles proteicos se

'fowler/ se. observo un"doblete,muy ni |d6. mlentras que E.

pueden establecer las diferencias entre un extracto y otro.

PUNGET

*
25

Fig. 1. Patrén de proteinas de los diferentes extractos amibianos, obtenidos mediante
etectroforesis en geles de poliacrilamida SDS (10%). Carriles: (1 y 8) marcador de peso
molecular, (2. 3) extracto de N. fowler;, (4, 5) extracto de E. histolytica, (6, 7) extracto de A.
culbertsoni.

TESISCON ]
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Una vez obtenidos estos patrones, se procedido a

amibiano de N. ' fowleri, E.
“anticuerpos IgG de conejo anti-N. fowleri, anti-E. histolytica y anti-A. culbertsoni.

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

OBTENCION DEL PATRON DE RECONOCIMIENTO DE
LOS DIFERENTES ANTIGENOS AMIBIANOS

I Obtencion del extracto total l

r Electroforesis SDS (10%) '

Transferencia a membranas de
nitrocelulosa

Incubar las membranas con 1°" anticuerpo
homodlogo (IgG de conejo anti-N. fowl/eri, 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.O,

'_""'.;". ”‘ ‘«},-‘—'——'fs

inmunizar 3 conejos con extracto

histolytica y A. culbertsoni respectivamente para obtener

22



Patréon de reconocimiento.  El patrédn de reconocimiento se obtuvo al transferir las
proteinas del extrabto total amibiano de cada especie a una membrana de nitrocelulosa,
se lncubaron las membranas con lgG de. conejo anti-N. fowleri, antn-E.rh/stontlca \% anti-A.
culbertsom respectlvamente a una dtlucuon de 1.4000 por dos horasAy postenormente con
un segundo ant:cuerpo anti- conejo IgG de cabra peroxudado a una d|IUC|on de 1 4000 por
dos horas. El |nmunoblot se revelo con 4 cloronaﬁol . o
Las: figuras 2 3.y 4, muestran ,e “patron de reconocrmlento de:lo
diferentes especnes amlblanas S >ob$ewo que en los tres caso:

ahtigenbs’ de" las’.

blot
inmunogénicas. Las tres espeCIes presentaron una distribucion
estableciéndose  asi, los patrones de reconoc:mlento para antlgenos d

intensas como en el

iferente’de las p‘rri‘:feihas
N. :fowleri," E.

histolytica y A. culbertsoni.

1.23 4

_A_,."‘
£a
5ald

~
(L]

Fig. 2. Patron de reconocimiento de antigenos de N.
fowleri, mediante inmunoblot en membranas de
nitrocelutosa. Carriles: (1) Marcador de peso molecular,
(2) Patron de reconocimiento de antigenos de N, fowlern
IR A utilizando como primer anticuerpo suero de conejo anti-
a7 Pttt N. fowleri. (3) Suero preinmune. (4) Control, (sélo se

s agregd el segundo anticuerpo). Se ulilizd una ditucion
1:4000 tanto para el primer y segundo anticuerpo. E!
inmunoblot se revelé con 4-cioronaftol.

15
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kDa

250,

154

‘hﬂl’lf Fig. 3. Patron de reconocimiento de antigenos de £.
25 histolytica, mediante inmunoblot en membranas de
T

nitrocelutosa. Carriles: (1) Marcador de peso molecular. (2)
Patron de reconocimiento de antigenos de E£. histolytica
utilizando como primer anticuerpo suero de conejo anti-E.
histolytica. (3) Suero preinmune. (4) Control, (s6lo se agregd
el segundo anticuerpo). Se utilizé una dilucion 1:4000 tanto
para el primer y segundo anticuerpo. El inmunoblot se reveld
con 4-cloronaftol.

»
]
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Fig. 4. Patron de reconocimiento de antigenos de A.
culbertsoni, mediante inmunoblot en membranas de
nitrocelulosa. Carriles: (1) Marcador de peso molecular. (2)
Patron de reconocimiento de antigenos de A. culbertsoni
utilizando como primer anticuerpo suero de conejo anti-A.
culbertsoni. (3) Suero preinmune. (4) Control, (sélo se
agregd el segundo anticuerpo). Se utilizd una dilucion
1:4000 tanto para el primer y segundo anticuerpo. El
inmunoblot se reveld con 4-cloronaftol.

-
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Determinacion de reacciones cruzadas. La estrategia a seguir, fue la siguiente:

DETERMINACION DE REACCIONES CRUZADAS

I Membranas de nitrocelulosa con extractos de: '

Incubar las membranas con 1°" anticuerpo (IgG de conejo
anti-N. fowleri)

]

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

| Revelar con 4-cloronaftol y H>O> l

Para comprobar la existencia de reacciones cruzadas se realizaron mmunoblots utlllzando
IgG anti-N. fowleri (contra los tres extractos amibianos: N. fowleri, E. histolytica y A.
culbertsonl respectivamente), IgG anti-E. histolytica (contra los tres extractos amlblanos
N. fowler/, E. histolytica y A. culbertsoni respectivamente) e 1gG antl-A c“ ‘lbﬂe’rtson/ (contra
los tres extractos amibianos: N fowlen, E. hlstolyt/ca yA. culbertsoni respec

h/stolytlca y A. culbertson : respectlvamente En la tabla 2, se presentan Ios pesos
moleculares de los antlgenos que son compartldos entre las tres especies. Como puede
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observarse, la reaccién cruzada es mayor entre N. fowleri y E. histolytica, ya que son 7
bandas las reconocidas por el suero anti-N. fowleri en el extracto de E. hlstolytlca y solo 4

bandas en el extracto de A. culbertsoni. Los valores de los peso
bandas, se obtuvieron mediante el analisis de las imagenes con el programa Kodak D/gltal

Science 1D v.2.0.7 de Kodak Scientific Imagmg Systems.

kDa 1
250
150
100
75

sowr e

25 la-a e
!

15

Fig. 5. Reacciones cruzadas de anticuerpos anti-N. fowleri con
proteinas de E£. histolytica y A. culbertsoni. inmunoblot
utilizando un extracto arnibiano por tira, las cuales fueron
preincubadas con 1gG de conejo anti-N. fowlerq para
determinar cuales son los anticuerpos que presentan reaccion
cruzada. Carriles: (1) marcador de peso molecular, (2) extracto
de N. fowleri, (3) extracto de E. histolytica, (4) extracto de A.
culbertsoni. La dilucion de los dos anticuerpos fue de 1:4000.
El inmunoblot se revel® con 4-cloronaftot.

oeculares de las
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Tabla 2. Pesos moleculares de los antigenos reconocidos con suero anti-N. fowleri

en los tres extractos amibianos.

EXTRACTO N. fowleri EXTRACTO E. histolytica EXTRACTO A. culbertsoni
vs vs vs
SUERO anti-N. fowleri SUERO anti-N. fowleri SUERO anti-N. fowleri

317

230 230

197

143

116 116
ele] o 90 .

75 75
72 ‘

67

56

52 : 52

49

46 46

44
‘41

38 ' 38 38
32 ' 32

28 : o

24 ‘ 24
21 21 ‘ -
19 '

16

15

Las bandas detectadas son el resultado de las reacciones cruzadas entre las tres especies utilizando suero anti-N., fowleri, Los
valores de los pesos moleculares se determinaron utilizando el programa Kodak Digital Science 1D v.2.0.1. Los pesos moleculares
estan expresados en kDa.
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Las reaccnones cruzadas entre las tres - especies, utllxzando 1gG - anti-E. h/stolyt/ca se

muestran enla f"g 5] Como puede observarse exxste'un mayorrnumero de antlgenos quej
comparten entre si, N. fow/er/ vy E h/sto/ytl

kDa 1 <~

250

150

100

75
Fig. 6. . Reacciones cruczadas de anticuerpos anti-E£.
histolytica con proteinas de WN. fowleri y A. culbertsoni.

50 . Inmunobilot utilizando un extracto amibiano por tira, las cuales

fueron preincubadas con IgG de conejo anti-£. histolytica para
determinar cuales son los anticuerpos gque presentan reaccion
cruzada. Carriles: (1) marcador de peso molecular, (2) extracto
37 = e de £. histolytica, (3) extracto de N, fowleri, (4) extracto de A.

— culbertsoni. La dilucion de los dos anticuerpos fue de 1:4000.
El inmunoblot se reveld con 4-cloronaftol.

25

15
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Tabla 3. Pesos moleculares de los antigenos reconocidos con suero anti-£E.

L :ﬁistolytica en los tres extractos amibianos.

EXTRACTO E. hiéto/y'lica EXTRACTO N. fowleri

VS -

vs

SUERO lérmi—yE.‘ histolytica SUERO anti-E. histolytica

EXTRACTO A. culbertsoni
vs
SUERO anti-£, histolytica

271
229
w161

131

102

86
66

62

57
51
46
43
40,
38
35
32
28
24
23
22
21
“19

16

161

66
62

51

46

38

24
22

16

51

24

19

L.as bandas detectadas son el resultado de las reacciones cruzadas entre i1as tres especies ulilizando suero anti-£. histolytica. Los
valores de los pesos moleculares se determinaron utilizando el programa Kodak Digital Science 1D v.2.0.1. Los pesos moleculares

estan expresados en kDa.
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Por ultimo, la figura 7 muestra ia reaccion cruzada entre las tres espemes utlllzando 1gG
antl-A culbertsoni. Como puede observarse, es precnsamente A. cu/bertson/ 1a que menos
antlgenos comparte ‘con las otras espec:es.
La tabla 4

muestra los valores de los pesos moleculares de los antlgenos compartldos.

kDa 1 2 3 4
250,  cweo
150 o :
100, o

Fip. 7. . Reacciones cruzadas de anticuerpos anti-A.
75 culbertsoni con protelnas de N. fowleri y E. histolytica.
e Inmunobiot utilizando un extracto amibiano por tira, las cuales
T et fueron preincubadas con 1gG de conejo anti-A. culbertsorn
50 b aal para determinar cuales son los anticuerpos que presentan

reacciéon cruzada. Carriles: (1) marcador de peso molecular,
(2) extracto de A. culbertsoni, (3) extracto de N. fowleri, (4)
extracto de E. histolytica. LLa dilucidn de los dos anticuerpos
37_ L fue de 1:4000. El inmunoblot se reveld con 4-cloronafiol

30




Tabla 4. Pesos moleculares de los antigenos reconocidos con suero anti-A.
culbertsoni en los tres extractos amibianos.

_EXTRACTO A. culbertsoni EXTRACTO N. fowleri EXTRACTO E. histolytica
vs vs vs
SUERO anti-A. culbertsoni SUERO anti-A. culbertsoni SUERO anti-A. culbertsoni

250

197 197 197
118

93

67 67 67
56 - 56 56
53 ‘

46 ’ 46

41 '

38 - 38

35

32

28 28

25 . )

22 “ 22
18 '

17

16 16

Las bandas detectadas son el resultado de las reacciones cruzadas entre las tres especies utilizando suere anti-A. culbertsoni. Los

valores de los pesos moleculares se determinaron utilizando el programa Kodak Digital Science 1D v.2.0.1. Los pesos moleculares
estan expresados en kDa. :

31




Para el objetivo particular 3, la estrategia fue la siguiente:

IDENTIFICACION DE ANTIGENOS ESPECIFICOS DE N. fowleri

I IgG de conejo anti-N. fowleri '
|

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

I

Centrifugacién a 3000 rpm por 15 min. Se recupero
el sobrenadante

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

Centrifugacién a 3000 rpm por 15 min. Se recupero
el sobrenadante

Inmunoblot de extracto total de N. fowl/eri usando como 1¢
anticuerpo la IgG anti-N. fowl/eri adsorbida

Identificacion de antigenos especificos de Naegleria fowleri. Se realizaron pruebas de
adsorcidn para poder establecer los antigenos especificos de N. fowl/eri. La IgG anti-N.
fowleri se incubd por dos horas con el extracto total de E. histolytica y posterlormente se’ -
volvid a incubar con el extracto total de A. culbertsoni. ; L the :

El sobrenadante de las adsorciones se utilizdé para realizar inmunydblot"svc;'of :

de N. fowler/ que se incubaron con el suero adsorbido.

La f'gura

uestra los antlgenos que fueron‘recono

despuésid




La tabla 5 presenta los pesos moleculares de los antigenos especificos de N. fowleri

después de las pruebas de adsorcion.

Fig. 8. Antigenos especificos de N. fow/eri después de las
pruebas de adsorcion. inmunoblot utilizando el extracto total
de N. fowleri, las cuales fueron preincupadas con IgG de
conejo anti-N. fowleri adsorbido previamente con el extracto
tota! de E. histolytica y con el extracto tota! de A. culbertsoni.
para determinar cuales son jos antigenos especificos de N.
fowleri. Carriles: (1) marcador de peso molecuiar, (2) exiracto
de N. fowleri, preincubado con suero anti-N. fowleri sin
adsrober, (3) extracto de N. fowleri preincubado con el suero
anti-N. fowleri adsorbido, (4) extracto de N. fowlen
preincubado con el suero anti-N. fowleri adsorbido con
extracto total de N. fowieri. La dilucidn de los dos anticuerpos
fue de 1:4000. El inmunoblot se reveld con 4-cloronaftol,
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Tabla 5. Pesos moleculares de los antigenos especificos reconocidos con suero
anti-N. fowleri adsorbido con los extractos totales de E. histolytica y A. culbertsoni.

EXTRACTO N. fowleri EXTRACTO N. fowleri
. Vs, vs
SUERO anti-N. fowleri SUERO anti-N.

: 2 fowleri(adsorbido)
317
230
197
143 143
116 116"
90 _ 90
75 75
72
67
56
52 .
49 49
46 ; 46
44 .
41
38 38
32
.28
24 24
21
19
16
15 - 15

Las bandas detectadag son los antigenos especificos de N. fowleri después de las pruebas de adsorcion. Los valores de los pesos
moleculares se determinaron utilizando el programa Kodak Digital Science 1D v.2.0.1. Los pesos moleculares estan expresados en
kDa.
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8. DISCUSION.

Actualmente, la - 1dent|flcacu5n de Naegler/a fowlen como', agente” causal de 'la

co es de cerebro

der realxzar la
la amlba e
'nfermedad'

uere antes de -

1987a) amlba
La demostracn

factor import

otros patogenos como por ejemplo E.: hlstolytlca.
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Se logrd evidenciar que hay antlgenos compamdos erntre los 200 y los 15 kDa utilizando
que hay reacc:on cruzada

humana. lo que

; 6 2. 51,'46, 38,

cu/bertsonl.

e traba]o se Ihé

través de |
reSpuesta
ex:plicaria
endémica

am’pliame )

El otro punto, y quizas el mas lmportante de este trabajo fue el hecho de |dentlf’car
antigenos especificos de N. fowleri. medlante las pruebas de adsorcnon ya que de esta
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forma se elimind una de las I|m|tantes del uso de las técnicas serologlcas como pruebas
dlagnéstlcas radlca en.el hecho de no poder. contrarrestar la. presenc:a de las reacciones:.

cruzadas y. por ende, de de;a Ia duda de'posrbles f SO posmvos fo) negatlvos'segun ‘sea
el caso. : B ;
Se ldentlf'caron =] bandas ‘que S

Marciano Cabral 19887 Reill

presencia de antlcuerpos en muestras de suero humano contra e‘stos mi roorgamsmos




9. CONCLUSIONES.

En base a los resultados obtenidos se concluye lo sigu‘iente:

1) Naegleria fowleri presenta antlgenos esv ecif‘cos que: pueden" ser’ jdéntiﬁéados
mediante técnicas mmunoléglca i . T

2) Los resultados demue

mayoria de las c"va es

einas, la

3)

4)

5)

eventos asocxados recon:

exposuz:on ‘a. antlgenos de N fowler/
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APENDICE 1
MEDIOS DE CULTIVO

Medio Bactocasitona al 2%.

Bactocasitona 2gr
Agua destilada 100 ml

Se disuelve la Bactocasitona en agua destilada se vacia en frascos de vidrio con tapon de
rosca y se esteriliza a 15 Ib de presnon durante 15:min. ‘ . L

Antes de utilizarse se agregan 10 ml de suero fetal ‘de bovino ' (en condiciones de
esterilidad) a cada frasco con bactoca51tona - : T S

Medio Chang modificado.

Peptona Biotriptasa 16.6 gr

NaHPO4 1.5 gr
Dextrosa 2.7 gr
KH2PO4 0.9 gr

Agua destilada BN

Se mezclan Ios componentes en seco se dlsuelven en agua destllada y se vierte en

frascos de: Vic n tapyon de rosca Se esterlllza a 15 Ib de pres:on durante 15 mln

Antes de: utthzarse se agregan 10 'mt: de suero fetal de bovino (en condlcnones de
esterilidad) a cada frasco con medso
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Medio Ty1-S-33

Biosate 30 gr
Glucosa 10 gr
NacCl 24gr
KaHPO4 1.gr
KH.PO. S o6 gr”
Cisteina o gr

1/ 0.0236 gr

Citrato férrico de am’or{iQ‘ ;
*O 2 gr i

Aci_do ascérbioo S

Se’ mezclan lo : omponentes en seco. ‘se- dlsuelven en. agua destnada y se vierte en

frascos de vndno con tapon de rosca. Se esterlhza a 15 Ib de presnon durante 15 min.
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APENDICE 2
ELECTROFORESIS E INMUNOBLOT

Solucion de poliacrilamida

REACTIVO 50 mi
Acrilamida 15 g
Bis-Acrilamida 04g

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantldad correspondlente

Almacenar a 4°C en oscuridad total. B E

NOTA: Este reactivo es muy toxico por Io que se requnere para: su preparacnon usar
guantes y cubrebocas. o :

Amortiguador Gel Separador (Tris-Baée ‘1’.5M.‘pH 8.8) -

REACTIVO 700 mi
Tris-Base 18.15g

Disolver en agua bidestilada Y. aforar a la cantldad correspondlente
Ajustar el pH a 8.8

Almacenar a 4°C.

Amortiguador Gel Separador (Tris-Base 05M bH 6.8)"

REACTIVO 100 mi
Tris-Base 6g

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente.
Ajustar el pH a 6.8
Almacenar a 4°C.
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SDS 20%

REACTIVO 50 mi
SDs 5g

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente. .
Almacenar a temperatura ambiente. ‘ S

Amortiguador de Tratamiento 2X SDS (Tris-Base 0:.125M, pH 6,8; SDS 4%, Glicerol
20%, 2-Mercaptoetanol 10%) o

REACTIVO 10 mi
Amortiguador 2.5 ml
Gel Concentrador
SDS 10% 4 mi

Glicerol o S 2 ml
Cro.2'ml

2-Mercapto‘eitanbl:‘j S
.0.2mg

Azul de:Br smofenol

Disolver en agua bidestilada y fofaﬁnj;avllérc‘anﬁqad correspondiente.
Dividir en'alicuotas de 200 ul'y aimacenar a —40°C.

APS 10%‘;‘(Persulfato‘ de amonio)

REACTIVO Ctme
APS e 04g

Disolver en agua bidesﬁlada y aforar a la cantidad correspondiente.
NOTA: Debe prepararse al'momento en que se correra la electroforesis.




Amortiguador de Electroforesis (Tris-Base 0.025 M, pH 8.3, Glicina 0.192 M, SDS 0.1%)

REACTIVO 1 litro
Tris-Base 3.025 g
Glicina 14.4 g
sSps 19

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente.
Almacenar a 4°C.

Colorante Azul de Coomasie R-250 (Azul de Coomasie R-250 0.025%, Metanol 40%,
Acido acético 7%) '

REACTIVO 1 litro
Azul de Coomasie R-250 0.25g
Metano! . 400 m!

Agitar hasta disolver.
Acido acético 70 ml

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente.
Almacenar a temperatura ambiente en oscuridad total.

Solucién Destenidora No. 1

REACTIVO 1 litro
Metanol 400 ml

Acido aceético 70 ml

Disolver en agua bidestilada y aforar a |la cantidad correspondiente.
Almacenar a temperatura ambiente.
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Solucion Destedidora No. 2

REACTIVO 1 litro
Metanol 50 m!
Acido acético 70 ml

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente.
Almacenar a temperatura ambiente.

PREPARACION DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA
GEL SEPARADOR

GEL 10% GEL 7.5 %

REACTIVO 10mi 10 mi
Poliacrilamida 3.33 ml 2.5 ml
Amortiguador Tris-Base pH 8.8 2.5 mi 2.5 ml
SDS 20% 50 pnl 50 pl
Agua bidestilada 4 mi 4.87 mi
Temed. 6.5 ul 6.5 pl
APS 10% . . 100 pl 100 pl

GEL CONCENTRADOR

REACTIVO smi
Poliacrilamida 0.67 ml
Amortiguador Tris-Base pH 6.8 1.25 ml
SDS 20% 25
Agua bidestilada 3 mil
Temed ) 5l
APS 10% 80 pl

GEL 12%
10 mi

4.16 ml
2.5 m!
50 pl
3.2ml
‘6.5 gl
100 ul
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Amortiguador de Transferencia.

REACTIVO 1 litro
Tris-Base 3.025 g
Glicina 144 g
Agua bidestilada 500 m!
Metano! 200 ml

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente.
Almacenar a 4°C. B

Soluciéon Bloqueadora 6%

REACTIVO 50 mt
Leche Descremada 1.2 g

Disolver en PBS-Tween y aforar a la cantidad correspoyndie'nte.
Solucién Sustrato y Cromaégeno.

'REACTIVO 20 mi

Metano! . 3.5ml
4-Clorohéfto| 10 mg
PBS 1X:7 16.5 mi
H202 = 20 nl

NOTA: Este reactivo es muy toxico por lo que se requiere para su preparacion, usar
guantes y cubrebocas. '

53




APENDICE 3

REACTIVOS
PBS 10X
REACTIVO 1 litro
NacCl 80g
KCI .29
NazHPO4 11.6g
KH2PO,4 2g

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiehte.
Almacenar a 4°C. ! .

PBS 1X
REACTIVO - 1 litro

PBS 10X 100 ml

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente.
Almacenar a 4°C. ‘

PBS-Tween

REACTIVO 1 litro
PBS 10X 100 ml
Tween 20 0.5mlt

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente.
Almacenar a 4°C.




Trisma-Base 100 mM

REACTIVO 100 m!
Tris-Base 1.211g

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente.
Almacenar a 4°C.

PHMB 20 mM

REACTIVO 20 mt
PHMB 0.144 g

Disolver en Tris-Base 100 mM y aforar a la cantidad correspondiente.
EDTA 20 mM

REACTIVO 20 mi 8
EDTA 0.149 g

Disolver en Tris-Base 100 mM y éfora»r ala Cévr_\,tidad"corrA'espondiente‘
ZnClz; 20 mM

REACTIVO 20mt
ZnCl, 0.055 g

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente.




Cactel de Inhibidores (PHMB, EDTA, ZnCl)

REACTIVO
PHMB 20 mM
EDTA 20 mM
ZnCliz 20 mM
PBS 1X

Mezclar todos los componentes. Hacer alicuotas de 1 ml.
Almacenar a =70°C.

20 mi
5 m!
5 ml
5 ml
5 mi
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