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Resumen

Las amibas del género Acanthamoeba, son protozoos oportunistas que
provocan queratitis amibiana (QA), para la que no existe un tratamiento de
eleccion. En este estudio se determiné el efecto de 6 soluciones para lentes de
contacto (Renu, Multiplus, Simplus, Conta soft, Conta grin, D° Julios) en
trofozoitos de Acanthamoeba castellanii. Se determiné la dosis letal media
(DLso) la interaccion se llevo a cabo en placas de cultivo de 96 pozos, utilizando
5 x 10° trofozoitos evaluando diluciones seriadas de las soluciones en estudio
(1:50 a 1:102400). Se determino la viabilidad de 5 x 10° trofozoitos con
soluciones sin ser diluidas, en diferentes tiempos (4, 8, 24 y 48 h). Por ultimo se
interaccionaron la mismas cantidad de protozoos con las soluciones en estudio
y al finalizar el tiempo de 24h se le restablecieron las condiciones ideales de
crecimiento. La viabilidad de estos tres ensayos se determin6 con la técnica
colorimétrica de cristal violeta. Las soluciones Renu, Multiplus inducen DLsp a
una dilucion 1:3 y Simplus 1:6. Ninguna de las soluciones concentradas
inhibieron al 100% de poblacion amibiana siendo de 60 a 70%, sin embargo,
cuando se le recupero las condiciones este se recuperaron hasta un 50% de la
poblacion remanente. Las seis soluciones evaluadas ejercieron un efecto
amebostatico contra los trofozoitos de A. castellanii. En la composiciéon y
concentracion de las soluciones de lentes de contacto se debe considerar a las
amibas de vida libre ya que de lo contrario estas favorecen su permanencia en
las soluciones y pueden ser un factor de riesgo para la QA. Por lo que se
recomienda frotado manual de la superficie del lente, el uso de soluciones
estéril y el cambio frecuente del estuche de almacenamiento, desinfeccion de

lentes de contacto.



1. Introduccién

Las amibas de vida libre son protozoos, cuya importancia en los circulos
médicos se ha incrementado considerablemente debido a las patologias que
originan (Marciano-Cabral et al., 2003).

La amibas de vida libre del género Acanthamoeba son muy comunes en la
naturaleza, siendo capaces de invadir la mucosa nasal de organismos sanos,
migrar hacia el cerebro y producir una patologia en el sistema nervioso central
(SNC).

El primer caso claramente diagnosticado de infecciones provocadas por
Acanthamoeba (acanthamebosis) en cerebro fue publicado en 1971, y en 1972
se reportd un granuloma cerebral en un paciente con linfoma de Hodgkin, en el
gue se demostré la presencia de trofozoitos de Acanthamoeba a través del
método de inmunofluorescencia indirecta. En 1980 se designdé como encefalitis
amibiana granulomatosa (EAG) a la enfermedad provocada por amibas del
género Acanthamoeba en el cerebro, la cual se presenta tanto en animales
como en el ser humano.

En 1973 se reportd en EUA el primer caso de infeccién en cérnea producida
por Acanthamoeba, llamada queratitis amibiana (QA), en un paciente de Texas
de 41 afos de edad, con traumatismo corneal y exposicion del ojo al agua
contaminada. Desde entonces se han reportaron casos en el Reino Unido,
Espafia, Australia y la India (Sharma et al., 2000; Seal 2003). Asi mismo,
durante los siguientes afios se identificaron treinta casos de queratitis en
Chicago (Joslin et al., 2006).Tan solo en Estados Unidos, desde los afos
setenta a la fecha se han reportados mas de 5,000 casos de queratitis por

Acanthamoeba, (Visvesvara et al., 2007).



1.1. Ciclo de vida de Acanthamoeba
El género Acanthamoeba presenta dos estadios de viabilidad biologica: un
estado vegetativo y otro quistico. El estado trofico amorfo corresponde a la fase

reproductiva del protozoo.

1.1.1. Trofozoito

El trofozoito mide entre 15 a 40um dependiendo de las caracteristicas de las
especies. Una caracteristica propia de Acanthamoeba spp. es la presencia de
finas y pequefias proyecciones que semejan a espinas las cuales se
encuentran alrededor de la superficie del cuerpo del trofozoito, llamadas
acantopodos esta caracteristica es la que le da nombre al género.

Son organismos uninucleados con un nucléolo central, su citoplasma es
finamente granulado, contienen numerosas mitocondrias, ribosomas, vacuolas

digestivas y una prominente vacuola contractil (Khan 2003).

1.1.2. Quiste

El estado quistico se presenta cuando las condiciones no son las apropiadas
para su desarrollo, por lo que esto representa una forma de resistencia y
proteccion a situaciones adversas, aun en periodos muy prolongados. Mazur y
Hadas (1994) demostraron que los quistes de Acanthamoeba conservados a
4°C continGian siendo viables por mas de 24 afios sin perder su capacidad
invasiva. A su vez, Yang et al. (1997) refieren que los quistes de
Acanthamoeba persistieron 31 meses en el tejido corneal en un paciente, aun
después de haber recibido tratamiento antiamibiano.

Los quistes de Acanthamoeba presentan un diametro promedio que va de 11 a

20um. La pared quistica estd conformada por dos capas: externa llamada



exoquiste y una interna llamada endoquiste. Ambas capas se encuentran
separadas entre si, acoplandose solamente en ciertas zonas para formar
orificios de salida o poros que se encuentran cerrados por un tapon

denominado opérculo, que es un area de baja resistencia.

La morfologia quistica permite distinguir al género Acanthamoeba del resto de
las amibas de vida libre; los quistes resisten a condiciones adversas del medio
ambiente entre ellos: baja temperatura, desecacién, cloracion del agua e
incluso una amplia variedad de agentes antimicrobianos. Cuando su entorno es
favorable el trofozoito emerge a través del opérculo quedando el quiste vacio

(Page 1988).

1.2. Taxonomia del género Acanthamoeba
Inicialmente, la clasificacion del género se baso principalmente en la morfologia
de los quistes, conformandose tres grupos:
Grupo |.- Las especies comprendidas en este grupo se caracterizan por tener
quistes grandes, que varian en un diametro de 16 a 30um, el ectoquiste y
endoquiste separados uniéndose en poros, presentando el mismo numero de
brazos.
Grupo Il.- Alberga a la mayor cantidad de las especies; esta conformado por
quistes con un diametro de 18um o0 menos; presentan un ectoquiste rugoso y
endoquiste estrellado, poligonal, triangular u oval.
Grupo lll.- Lo integran especies con quistes que tienen un didmetro de 18um o
menos. A diferencia del grupo Il el ectoquiste presenta una fina capa mas o
menos redonda, donde el endoquiste y ectoquiste estan mas juntos entorno a

su circunferencia (Marciano-Cabral et al., 2003; Visvesvara et al., 2007).



Consecutivamente la clasificacion se llevd a cabo utlizando criterios
inmunoldgicos e isoenzimaticos, los cuales no resultaron ser los mas
adecuados. La mas reciente clasificacion utiliza técnicas basadas en biologia
molecular. Stathad et al., (1988) clasificaron 53 especies de Acanthamoeba
basandose en la secuencia de ADNr, de donde se aislo el gen que codifica la
fraccion 18s del ARNr, agrupandol5 genotipos (T1-T15). Se ha observado que
la mayoria de las especies patdégenas se encuentran en el grupo T4.

La nueva organizacion taxonémica divide a los protozoos en 6 super grupos:
Amebozoa, Opisthokonta, Rizaria, Achaeplastida, Chromalveolata y Excavada.
Acanthamoeba y Balamuthiase se encuentran dentro del sdaper grupo
Amebozoa, mientras que Acanthamoebidea y Naegleria fowleri integran el
grupo Excavata. Las amibas que se integraban como Heterolobosea,
Vahlkampfidae y Sapinia ahora pertenecen al super grupo Amoebozoa; esta
altima clasificacion esta expuesta a revisiones y posibles modificaciones

(Visvesvara et al., 2007).

1.3. Ecologia de Acanthamoeba
Acanthamoeba es un género ampliamente distribuido en la biosfera, muestra
una distribucién cosmopolita en medios acuaticos y terrestres e incluso pueden
establecer una relacién simbiética con bacterias, virus y micoplasma (bacterias
que carecen de una pared celular).Las amibas del género Acanthamoeba en su
fase de vida libre se alimentan principalmente de bacterias, lo que representa
un eslabon importante en el control de estas poblaciones, ya que forma parte
del 50 al 90% de los protozoarios heterotrofos en suelos.
El género Acanthamoeba es considerado el depredador mas importante de

bacterias existentes en la biosfera, estos protozoos se han aislado de la



atmosfera de la ciudad de México sobre todo en aquéllas zonas donde la
contaminacion atmosférica es mayor. Probablemente el principal vehiculo de
transmision de las amibas de vida libre sea el viento, el cual favorece la
dispersion e invasion de estos protozoos patdégenos en diferentes medios
(Rivera et al., 1994).

Acanthamoeba spp. se han aislado de lavados broncoalveolares, unidades
dentales, muestras de esputo, tinas de hidromasaje, lentes de contacto,
soluciones preservadoras para lentes de contacto y unidades de didlisis.

La ubicuidad de estos organismos en la tierra y la superficie de zonas acuaticas
sugiere que la mayoria de los seres humanos estamos expuestos a estos
patégenos, aun mas en casos de enfermedades leves o subclinicas en piel y
vias respiratorias que no son diagnosticadas (Castellani 1930; Jahnes et al.,
1957; Kingston et al., 1969; Casemore 1977; D' Jonckheere 1991; Bareau et

al., 2001).

1.4. Importancia clinica

En la actualidad a las amibas de vida libre se les designa como "amibas
anfizoicas" (organismos de “ambos lados”, parasitos de vida libre) término
introducido por Page (1976), en el que se describe y diferencia a la fase
exozoica como el periodo que corresponde al ciclo de amibas de vida libre de
la fase endozoica o parasitica cuando llegan a invadir el tejido corneal,
prostatico, vaginal o el sistema nervioso central, entre otros.

Producen lesiones cutaneas, infecciones en vias respiratorias, son agentes
etiol6gicos de neumonia y EAG en humanos, perros y ovejas.

Si bien las patologias que ocasionan las amibas anfizoicas no pueden

considerarse como problema de salud publica, si son de importancia clinica por



las consecuencias que pueden traer consigo, llegando a ser fatales, como la
EAG en la que las amibas ocasionan una encefalitis granulomatosa subaguda
0 crénica que se presenta de 7 a 120 dias después de haber iniciado la
invasion, la cual generalmente puede ser difusa o necrotizante. Se asocia con
cierto tipo de inmunosupresion y padecimientos cronicos como: diabetes y
alcoholismo.

Se piensa que el protozoo se disemina por via hematdgena desde una fuente
cutanea o pulmonar hasta el SNC. Los sintomas mas comunes son:
anormalidades del estado mental, letargo, cefalea, hemiparesia, la fiebre se
presenta en la mitad de los casos, en menor grado cursa con nauseas, vomito
y anorexia, siendo la gastroenteritis, neumonitis, sinusitis, otitis, vaginitis,
prostatitis o una simple diarrea los padecimientos menos graves. Algunos
pacientes con EAG desarrollan nddulos en piel dias previos a la aparicion de

los signos y sintomas neurologicos (Hunt et al., 1995).

1.4.1. Queratitis amibiana

No menos importante es la queratitis amibiana (QA), infeccion corneal aunque
no llega a ser fatal, es de gran importancia clinica por el nimero de casos que
se han reportado en todo el mundo, sobre todo en usuarios de lentes de
contacto.

La queratitis amibiana es una infeccion corneal de curso crénico de dificil
resolucioén, corresponde a un proceso inflamatorio crénico activo, caracterizado
por presentar una necrosis progresiva del epitelio corneal y destruccion de la
lamela estromal (Nierderkon et al., 1992).

La infeccién se inicia cuando los trofozoitos se adhieren al epitelio corneal

produciendo descamacién celular ademas fagocitosis y apoptosis de las
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células epiteliales. En esta fase inicial el pronéstico es favorable, sin embargo,
si la infeccibn avanza hay invasiéon del estroma con intensa inflamacién
produciendo un extenso dafio a la matriz de colagena. La fase quistica juega
un papel importante en la infeccion ya que es altamente resistente a los
agentes antimicrobianos (Khan 2006).

Las caracteristicas clinicas de QA son fotofobia, sensacién de cuerpo extrafo,
lagrimeo, severo dolor ocular, se observan pseudo dendritas y cuando el
cuadro clinico es cronico, presentando anillos de infiltrado corneal rodeando la
lesion, ptosis palpebral, disminucibn de la agudeza visual, hiperemia
conjuntival, edema, panus, epiescleritis y escleritis. Ademas es importante
considerar que en muchas ocasiones se confunde con una queratitis por
herpes, lo que retarda el tratamiento (Niederkorn et al., 1999; Marciano-Cabral
et al., 2003; Pérez et al., 2005; Khan 2006; Visvesvara et al., 2007).

Hasta el momento no existe un tratamiento de eleccion para la QA, por lo que
en muchos de los casos el paciente llega a perder el ojo afectado, ya sea que
el diagnéstico no es oportuno y/o el esquema terapéutico empleado no es el
adecuado llegando a ulcerarse la cornea. En estos casos se requiere de un
trasplante o en casos extremos a la enucleacién del ojo.

Las especies del género Acanthamoeba relacionadas con la QA son: A.
castellanii, A. polyphaga, A. hatchetti, A. culbertsoni, A. rhysodes, A.
lugdunensis, A. quina y A. griffini (Bacon et al., 1993; Moore et al., 1987;

Schaumberg et al., 1998).

1.4.2. Epidemiologia de la queratitis amibiana
En nuestro pais el estudio de la QA se encuentra en una etapa temprana de

investigaciéon. Se dio inicio con el hallazgo de los primeros casos
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reportadosresulta dificil determinar la incidencia real de este tipo de queratitis
puesto que existen diferentes factores que hacen variar su epidemiologia.

Se han reportado casos de queratitis amibiana practicamente en todo el
mundo, destacando los reportes en Estados Unidos, Inglaterra, Escocia,
Holanda, China, Japon, Espafa, India y Argentina (Estrada 1997; Beattie et al.,
2006; Gertiser et al., 2010). En paises como la India, Bangladesh, Gana, Nepal,
los casos de QA se relacionan con la agricultura y el contacto de agua
contaminada con amibas (Sharman et al., 2000).

En 2008 se reportaron 221 casos en Estados Unidos de Norte América en un
periodo que comprende del 16 de marzo y 10 de julio, de los cuales 158
ocurrieron en Puerto Rico, el 82% de los reportes corresponden a usuarios de
lentes de contacto (Verani et al., 2009).

En Corea del Sur se presentd un caso de queratitis bilateral por Acanthamoeba
después del uso de la Ortoqueratologia nocturna, en una paciente femenina de
22 afios de edad (Kim et al., 2009). Los casos de QA suelen ser unilateral,

siendo escasos los reportes de infeccién bilateral

1.4.3. Factores de riesgo de la queratitis amibiana
El 85% de los casos de QA reportados se relacionan con usuarios de lentes de
contacto, de los cuales el 78% se relaciona con el uso de soluciones
multipropdésitos contaminadas, el 13% corresponde a pacientes con algun
traumatismo corneal provocado por la introduccion de un cuerpo extrafio y el
2% no tiene razon aparente (Yang et al., 1997; Verani et al., 2009).
La adherencia de las amibas a los lentes se incrementa o disminuye

dependiendo de la presencia de diferentes bacterias, las cuales dejan una
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pelicula sobre éstos lo que permite la adherencia de las amibas sobre la
superficie de los lentes usados.

La utilizacion de los lentes de contacto promueve cambios corneales por los
efectos mecénicos sobre su superficie, toxicidad, asi como alergia a los
materiales del lente y de las soluciones empleadas. Los lentes de contacto
pueden provocar una lesion sobre la cérnea que favorece la invasion de las

amibas y con ello la destruccion del epitelio corneal.

1.4.4. Tratamiento

Debido a la incidencia poco comun de la QA, el diagnostico cominmente no es
oportuno dificultando su tratamiento, aunado a la resistencia que las amibas
presentan a diferentes farmacos. Algunos pacientes han sido tratados con éxito
usando Ketoconazol, Clotrimazol, Miconazol, Itraconazol, Voriconazol,
Isotionato de Propamida al 0.1%, Condibromopropamidina al 0.15%, o
Hexamidina al 0.1% Clohexidina, Neomicina o bien Polimixina B. Se han
realizado ensayos con Polihexilmetileno biguanida (PHMB) obteniendo
resultados variables, ya que depende mucho del momento en que se inicia la
terapia, siendo menos eficaces los aminoglucosidos topicos como Neomicina, y
Paromomicina. Cabe mencionar que no todos los farmacos previamente
mencionados son distribuidos en México.

Cuando se observa una extensa destruccion en coérnea se recomienda la
queratoplastia o trasplante corneal (Aragon 1993; Marciano-Cabral et al.,

2003).
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1.4.5. Prevencion
Las estadisticas demuestran que la incidencia de QA es mucho mayor en
pacientes usuarios de lentes de contacto. Es fundamental prevenir la QA a
través de la desinfeccion de los lentes de contacto y sus recipientes de
almacenamiento y el frotado de la superficie del lente de contacto, con lo que
se pretende erradicar todas las bacterias, hongos y amibas. Sabemos que
Acanthamoeba en su fase de trofozoito se alimenta de bacterias, por lo que un
lente contaminado con estos microorganismos se convierte en una fuente de
alimento, facilitando su permanencia en las soluciones y aumentando el riesgo

de adherencia a los lentes de contacto (Butcko et al., 2007).

1.5. Sistemas de desinfeccion
Existen diversos sistemas de desinfeccion para lentes de contacto:
Desinfeccion térmica. Es un método que utiliza calor himedo y requiere una
temperatura minima de 80°C en un tiempo de 10 minutos.
Agentes guimicos desinfectantes. El Cloruro de Benzalconio, Clorhexidina,
Biguanidas combinados con Timerosal llegan a tener niveles de desinfeccion
aceptables, sin embargo, a concentraciones elevadas son téxicas para la
cornea. Wilson et al. (1981) refieren que han desarrollado otros compuestos
quimicos de alto peso molecular con aceptable capacidad antibacterial, como
Polyquad, Dymed, el sistema Quick Care que utiliza Isopropil, alcohol y dos
surfactantes alcanzan una eficacia antimicrobiana.
El cloro tiene buena actividad bactericida y amebicida, no obstante, es un mal
quisticida. Asimismo, es inactivado rapidamente por la suciedad presente en
los lentes de contacto, lo que reduce su potencial eficacia, modifica la

estructura del lente y causa irritaciéon al usuario.
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El peroxido de hidrogeno (H202) al 3% por su alta capacidad de reaccidon
destruye la pared bacteriana, posteriormente se neutraliza formando agua y
oxigeno, no dafia el lente de contacto muestra un amplio espectro
antimicrobiano, sin embargo, con Acanthamoeba no es un buen amebicida, en
un estudio realizado a dos soluciones desinfectantes fabricadas con peréxido
de hidrogeno interaccionadas con cinco cepas del género Acanthamoeba
mostraron que la actividad antimicrobiana no es efectiva con los quistes
aunque estén expuesto en un tiempo de 6h ya que no elimina al 100% de las
cepas (Mowrey-McKee et al., 2007; Shoff et al., 2008), por lo que se sugiere un
aumento en la concentracion de peroxido de hidrogeno mayor del 3%.

Cloruro de benzalconio. Es un agente limpiador, el propésito de su uso es
eliminar depdsitos y reducir la adherencia bacteriana, disolviendo lipidos,

minerales y en menor medida proteinas.

1.5.1. Componentes de las soluciones preservadoras para lentes de
contacto.

Las soluciones preservadoras juegan un papel importante en la conservacion y
mantenimiento de los lentes de contacto. Los principales componente tanto
guimicos como antimicrobianos son los siguientes:
Perborato de sodio: Funciona cémo blanqueador, generando oxigeno al
contacto en una solucién acuosa.
Borato de sodio: Es un cristal blanco y suave, se disuelve faciimente en el
agua, permite regular el pH en productos quimicos.
Fosfato de sodio: Es empleado como estabilizador.
Citrato de sodio: Es un antioxidante capaz de retardar o prevenir la oxidacion

de otras moléculas.
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La familia de biguanidas:

Poliaminopropil y polihexametileno funcionan cémo antibioticos.

En el caso de Poliaminopropil biguanida es un desinfectante.

Polihexamida: consigue la eliminaciébn de microorganismos sin irrumpir la
célula que alberga al huésped.

Clorhexidina: es un antiséptico que también pertenece al grupo de las
Biguanidas con efectos antimicrobianos.

Los agentes desinfectantes mas comunes como el peroxido de hidrogeno,
Poliaminopropil biaguanida y Polyquat usados en las concentraciones
recomendadas por los laboratorios fabricantes de soluciones para lentes de
contacto, no son efectivas contra Acanthamoeba, de tal manera que la
desinfeccién no elimina por completo el riego de la QA. Se sugiere que las
soluciones deben tener un pH aproximado de 6.6 a 7.8, con el fin de evitar
adherencia de microorganismos, sin embargo, el pH tiende a variar ya sea por

los cambios de temperatura o los conservadores que contiene la solucion.
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2. JUSTIFICACION

Constantemente salen al mercado diversas soluciones para lentes de contacto,
las cuales deben asegurar, hidratacion, conservacion, desinfeccion,
manteniendo a los lentes libres de cualquier patdégeno.

Un mal manejo de las soluciones puede favorecer a la contaminacién de los
lentes de contacto y de sus estuches de almacenamiento, lo que constituye un
factor de riesgo para el ojo en general y la cornea en particular.

Par ello es importante determinar la eficacia de dichas soluciones y verificar si
estas cumplen su propdsito final de asegurar un ambiente libre de patégenos
en lentes de contacto, entre los que se encuentran las amibas del género

Acanthamoeba.
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3. OBJETIVO GENERAL
Determinar la viabilidad de trofozoitos de Acanthamoeba castellanii en

diferentes soluciones preservadoras de lentes de contacto.

3.1. Objetivos particulares.

e Reactivar la virulencia de trofozoitos de Acanthamoeba castellanii a
través de la inoculacion intranasal en ratones Balb/c.

e Determinar la dosis letal media (DLso) de las soluciones de lentes de
contacto en diferentes concentraciones sobre trofozoitos de A.
Castellanii.

e Determinar la viabilidad de trofozoitos de Acanthamoeba castellanii
después de su interaccion en diferentes tiempos con las soluciones para
lentes de contacto, Simplus, Contagrin, Renu plus, Conta sofs plus,
Multiplus y D'Julios, mediante la técnica de cristal violeta.

e Determinar el posible efecto amebicida o amebostatico de las soluciones

en estudio sobre los trofozoitos de A. castellanii.
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4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
4.1. Amiba en estudio

El trabajo se realiz6 con A. castellanii, aislada del lente de un paciente con QA,
en el hospital. Asociacion para evitar la ceguera México “Luis Sanchez Bulnes”.
La cepa se recibi6 en medio de cultivo monoxénico NNE (medio solido no
nutritivo) enriquecido con Enterobacter aerogenes inactivada con calor (De
Jonckheere, 1977).

Las amibas se axenizaron en el medio de cultivo Bactocasitona (ver anexo 1)
enriquecido con suero bovino fetal al 10% (Martinez; 1985). Posteriormente, se
determind la temperatura 6ptima de crecimiento de los trofozoitos, la cual es de
30°C. Este paso es de vital importancia para contar con cepas axénicas
crecidas en condiciones ideales de desarrollo, y llevar a cabo cualquier ensayo

posterior.

4.2. Reactivacion de la virulencia.

Las amibas de vida libre se adaptan con facilidad manteniéndolas en un cultivo
axénico, por lo que a menudo conduce a la pérdida considerable de la
virulencia y su capacidad de enquistamiento, atenuado por el prolongado
mantenimiento en cultivos axénicos. Se ha demostrado que una disminucion de
la virulencia en Acanthamoeba no es permanente y puede restaurarse a través
de multiples inoculaciones en raton (Mazur T & Hadas; 1994).

Por lo anterior, se reactivo la virulencia a través de la inoculacion intranasal de
1 x 10%20ul trofozoitos en 5 ratones machos Balb/c de 21 dias de vida, con la
técnica propuesta por Culbertson (1959) donde se promueve una infecciéon en
el SNC, posteriormente se observaron a los animales diariamente, recibiendo

un cuidado convencional. De acuerdo con Culbertson los ratones enfermos o
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moribundos debian sacrificarse, y aquellos aparentemente sanos debian ser
sacrificados después de un periodo de 21 dias. En este estudio los ratones se
sacrificaron después de 30 dias post inoculacion y se extrajeron, cerebro,
higado, pulmon y rifion, los cuales fueron colocados en cajas de Petri con
medio NNE para recuperar las amibas que habian invadido estos tejidos;
subsiguientemente las amibas se axenizaron nuevamente en el medio
bactocasitona enriquecido con suero bovino fetal (10%), donde se agregaron
1ml de antibiético (penicilina-estreptomicina 10,000 U/ug 1mml, en solucién
salina de NaCl al 0.85%). A partir de la segunda resiembra ya no se utilizo el

antibioético.

4.3. Seleccion de soluciones de experimentacion

Este estudio se llevo a cabo utilizando diferentes soluciones preservadoras y
limpiadoras para lentes de contacto blandos y rigidos.
Los criterios de eleccion fueron:

= Que no hubiesen reportes experimentales sobre ellas.

= Que fuesen de uso cotidiano con alta demanda en el mercado.
Se trabajé con frascos de soluciones nuevas, selladas y recién extraidas de
sus presentaciones originales, que no hubiesen caducado.
En la tabla 1 se muestran las soluciones para lentes de contacto utilizadas en
el trabajo de experimentacion con sus respectivos componentes en 100ml, el
nombre comercial, para qué e tipo de lentes se utilizan y los laboratorios que

las fabrican.
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NOMBRE COMPONENTES CADA 100ml LENTE DE CONTACTO
Renu plus de | Acido bérico, cloruro de sodio y ajustadores de pH, | Lentes de contacto
Bausch&Lomb ingredientes activos: poloxaminal%; HIDRANATE | blandos o suaves

(Hidroxialquilfosfonato) 0,03% DYMED (polihexametileno

biguanida) 0,0001%.

Contasoft plus de

laboratorios Grin

Borobato de sodio, E.D.T.A, &cido bérico, cloruro de sodio,

poloxamero 407.

Lentes de contacto

blandos o suaves

D’ Julios de

laboratorios Grin

Borato de sodio, E.D.T.A, acido borico, sorbito, cloruro de
sodio, poloxamero 407, glicerina e hidroxipropilmetilcelulosa

como lubricante y humectante, agua purificada.

Lentes de contacto

blandos o suaves

Multiplus de Devlyn

Acido bérico, borato de sodio, cloruro de sodio, E.D.T.A.

Lentes de contacto

vehiculo C.B.P. blandos o suaves
Simplus de | Polixamina, Hidroxialquilfosnato, acido bodrico, borato de | Lentes de contacto RGP
Bausch&Lomb sodio, cloruro de sodio, hidroxipropilmetil celulosa, glucam vy

conservador con gluconato de clorhexidina (0.003%)

poliaminopropilbiguanida (0.0005%)
Contagrin de | Cloruro de benzalconio, glicerina, hidroxipropilmetil celulosa, | Lentes de contacto RGP

laboratorios Grin

alcohol polivinilico.

Tabla 1. Soluciones para lentes de contacto utilizadas en el estudio, sus componentes

y tipo lentes de contacto para las que fueron elaboradas.

4.4. Curva patron de la viabilidad de trofozoitos de A. castellanii con la

técnica de cristal violeta

Previo a la interaccion de los trofozoitos de A. castellanii con las soluciones se

realizé una curva de viabilidad utilizando la técnica colorimétrica (cristal violeta).

El ensayo se llevd a cabo con un cultivo en fase logaritmica de crecimiento

(72h), la cual coincide con la formacion de una monocapa en cajas de cultivo,

asegurando con ello contar con un 100% de trofozoitos en Optimas

condiciones.
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Las amibas se cultivaron en cajas Falcon de 75cm? (BD Falcon) con 20ml de

medio bactocasitona, obteniendo en promedio 8 x 10° trofozoitos por cada caja

realizando el siguiente procedimiento:

Se desprendieron las amibas contenidas en la caja de cultivo
colocandolas durante 5 minutos en agua hielo o bien por medio de
ligeros golpes en el costado de la misma.

Dentro de la campana de flujo laminar se decanto el contenido de la
caja Falcon en un tubo conico de 50ml, se homogenizaron las
amibas con ayuda de un agitador voértex.

Para determinar la cantidad de amibas contenidas en el tubo se
colocaron 10ul de medio en cada cuadrante de la camara de
Neubauer (Anexo 2), se realizd un conteo amibiano en el
microscopio, consecutivamente se determiné el volumen final
necesario en que se concentraron las amibas una vez que fuesen
centrifugadas (3000 rpm durante 10min). En la curva patrén
requerimos 1 x 10°%10ul trofozoitos por cada ensayo, destacando
que la curva se realiz6 por triplicado.

Mientras tanto en la campana de flujo laminar se colocaron 100ul de
medio bactocasitona complementado con Suero Fetal Bovino al 10%,
en una placa de cultivo de 96 pozos en las tres primeras hileras (Al-
Al12, B1-B12, C1-C12) (ver anexo 3).

Teniendo el conteo amibiano se ajusté el volumen necesario. Se
colocaron con ayuda de una micropipeta 2 x 10° /100! trofozoitos en
la placa de cultivo de 96 pozos, en los tres primeros pozos y las tres

hileras (A1, B1 y C1). Se realizaron diluciones seriadas (A1-A12, B1-

22



B12, C1-C12), donde se obtuvo en el primer pozo 5 x 10°y en el
altimo pozo 244 trofozoitos.
* En seguida se sell6 la placa con parafilm, y se incubé a 30°C en un

tiempo de 20 minutos.

4.4.1. Revelado con la técnica cristal violeta.

Transcurridos los 20 minutos se decant6 el medio y adicion6 100ul de
metanol absoluto en cada uno de los pozos por 2 minutos, para
posteriormente decantar el contenido de la placa con un movimiento
uniforme y ligero.

Ya fijados los trofozoitos, con una multipipeta se colocaron 100ul de
cristal violeta al 1% (ver anexo 4) en cada pozo, se dejo interactuar en
un tiempo de 15 minutos. Subsiguientemente se decant6 y lavé con
solucion salina isotonica retirando la mayor cantidad de colorante.
Posteriormente se le agregaron 100ul de SDS al 1% en cada pozo y se
revel6 en un espectrofotdmetro con una longitud de onda de 570nm (ver

anexo 5).

4.5. Determinacion de la dosis letal media (DLsp)
Para determinar la DLsy se realizaron diluciones seriadas por cada una
de las soluciones en estudio colocandolas en una placa de cultivo de 96
pozos, donde obtuvimos una dilucién 1/50 en el primer pozo y el dltimo
1/1024 interaccionadas con 5 x 10%/100pl trofozoitos de A. castellanii
dejandolas por un tiempo de 24h. Los ensayos se realizaron por

triplicado con cada solucién en estudio.
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La viabilidad de las amibas se determind con la técnica de cristal violeta,

descrita con anterioridad

4.6. Interaccion de Acanthamoeba castellanii con soluciones para lentes

de contacto blandos y rigidos.

La interaccion se llevo acorde a la siguiente estrategia experimental donde se

describe el proceso de cada solucién evaluada:

Se trabajo con cultivos masivos de 72h como se detall6 anteriormente.
Se ajust6 el volumen necesario del cultivo para contar con 5 x 10%/100pl
trofozoitos.

Con apoyo de una micropipeta se agregaron 5 x 10%/100ul trofozoitos de
A. castellanii en cada pozo de la placa de cultivo en un tiempo de 30
minutos a temperatura ambiente, con el fin de que los trofozoitos se
adhirieran a la superficie de los pozos.

Después de 30 minutos se decanté el medio y a cada pozo se le
colocaron 100pl de solucion para lentes de contacto, la cual fue extraida
de su presentacion original y se dejo interaccionar en tiempos de 4, 8, 24
y 48h, (A1-A12 Renu; B1-B12 Simplus; C1-C12 Contagrin; D1-D12 Multi
plus; E1-E12 Contac soft; F1-F12 D' julios).

Se determind la viabilidad de las amibas a través de la técnica de cristal

violeta detallada en los incisos anteriores.
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4.7. Determinacién de posible efecto amebicida o amebostatico de las
soluciones en estudio.

= Se llevo a cabo una interaccion semejante a la descrita previamente,
solo describiremos los cambios efectuados.

» Pasado los tiempos de interaccidn, se lavaron las placas de cultivo
restableciéndoles las condiciones ideales de crecimiento, donde
colocamos 100ul de medio bactocasitona complementado con SFB al
10% por un tiempo de 24h.

» La viabilidad de las amibas se realizé con la técnica de cristal violeta

descrita en los incisos anteriores.

4.8. Prueba estadistica LSD ANOVA de dos factores
Con la prueba estadistica LSD de Fisher se determiné la minima diferencia
significativa que existe entre los resultados obtenidos de cada solucion
experimental con respecto a los tiempos de interaccion, utilizando el programa

SAS version 9.0.
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5. RESULTADOS
5.1 Cultivos amibianos
Todos los experimentos se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones,
asegurandonos trabajar con una poblacion tréfica al 100%. Las amibas se

encontraban en optimas condiciones mostrando su morfologia clasica (Fig. 1).

Figura 1. Cultivo de A. castellanii en medio bactocasitona
en fase log. de crecimiento en 72h.
Se observan numerosos trofozoitos con sus vacuolas
contractiles caracteristicas del género. Microscopio de luz Nikon 40x

5.2. Reactivacion de la virulencia.

Los ratones inoculados intranasalmente con trofozoitos de A. castellanii no
murieron en el tiempo de 21 dias propuesto por Culbertson, por lo que fueron
sacrificados a los 25 dias después de ser inoculados. Los trofozoitos se
recuperaron del cerebro, higado, pulmones y rifiones.

Las amibas recién aisladas se axenizaron nuevamente en el medio
bactocasitona y se trabajé con los trofozoitos recuperados del cerebro. Cabe
mencionar que no se observaron formas quisticas y con esta cepa se

realizaron las pruebas de viabilidad con las soluciones en estudio (Tabla 2).
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Raton Sacrificio Cerebro Pulmoén Higado Rifion
1 Dia 25 +++ +++ ++ ++
2 Dia 25 +++ +++ ++ ++
3 Dia 25 +++ +++ ++ ++
4 Dia 25 +++ +++ ++ ++
5 Dia 25 +++ +++ ++ ++

Tabla 2. Crecimiento amibiano: escaso+ moderado++ abundante+++

Reactivacién de la virulencia. Las amibas se recuperaron de los distintos érganos de ratones
Balb/c sacrificados 25 dias posteriores de la inoculacién intranasal con 1 x 10%/20ul trofozoitos
de A. castellanii.

5.3. Curva patron de la viabilidad de trofozoitos de A. castellanii con la
técnica de cristal violeta

La curva patron se realiz6 con la técnica cristal violeta, a través de un
espectrofotometro se cuantifico la absorbancia de las muestras las cuales
corresponden a diferentes concentraciones de los trofozoitos de A. castellanii.
Con los datos obtenidos se cred una grafica de una pendiente con un valor de
R=0.99, Lo que sugiere que los datos son confiables. Se interpolaron los
valores de absorbancia obtenidos en ensayos posteriores, determinando con

ello el nimero de trofozoitos viables (Grafica 1).
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Gréfical. Curva patron de la viabilidad de trofozoitos de A. castellanii determinada a
través de la técnica cristal violeta, con una pendiente con un valor de R=0.99.

5.4. Determinacién de la dosis letal media (DLso)
Una vez que fueron interaccionadas las amibas con las diferentes diluciones de
las soluciones en estudio, se determind la viabilidad y la DLsp en la tabla 3 se
muestran los resultados, en donde se destaca que las soluciones Simplus,
Renu plus y Multiplus (tabla 1) tienen una buena capacidad amebicida a un
siendo diluidas, siendo las menos efectivas las soluciones para lentes de

contacto, D' Julios, Contac soft y contacgrin (tabla 1).
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Soluciones para lentes de DLsg
contacto

Renu plus de Bausch & Lomb 1/200
Simplus de Bausch & Lomb 1/1600
Contagrin de laboratorios Grin 1/100
Multiplus de Devlyn 1/200

Conta soft plus de laboratorios 1/50

Grin
D’ Julios de laboratorios Grin 1/50

Tabla 3. Se representa la DLsg obtenida en la interaccion
de 5 x 10%100pl trofozoitos de A. castellanii
con solucion para lentes de contacto en un tiempo de 24h.

5.5. Interaccion Acanthamoeba castellanii con soluciones para lentes de
contacto blandos y rigidos en diferentes tiempos.

Después de llevar a cabo las interacciones de los trofozoitos con las soluciones
en estudio en los tiempos predeterminados (4, 8, 24, 48h), se determiné la
viabilidad promedio y se graficaron los datos obtenidos.

Como se observa en la gréfica 2, ninguna de las soluciones inhibié al 100% de
la poblacién amibiana, solo se observé una inhibiciébn entre el 60 y 70%
comparandolos con los controles, que expresaron una viabilidad del 100% con
aumento de la poblacion proporcional al tiempo de incubacion. El efecto de
cada una de las soluciones se observo desde el tiempo mas temprano de 4h.

Sin embargo, en los tiempos de 8 y 24 h, se observo un descenso significativo
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de la poblacién trofica, la cual en algunos casos descendié hasta un 13%

(contagrin) (Gréfica 2).
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Gréfica 2. Porcentaje de trofozoitos de A. castellanii viables interaccionados
con 100ul de solucién para lentes de contacto,
en tiempos de, 4, 8, 24, 48 horas

A continuacion describimos el comportamiento de los trofozoitos con cada
solucion experimental (tabla 1)

Renu plus. En la grafica 2, se aprecia que la viabilidad desciende 40%
después de 4h de interaccion. A las 8h de interaccién se observé un ligero
aumento de la viabilidad de la poblacion amibiana, disminuyendo un 10% y
20% a las 24 y 48h respectivamente.

Simplus. Esta solucion eliminé aproximadamente al 70% la poblacion tréfica.
Como se observa en la gréfica 2, el efecto de esta solucién ejerce su efecto
desde los tiempos mas tempranos, comportandose de un modo homogéneo a
lo largo de todos los tiempos evaluados ya que se observan cambios minimos
en el numero de trofozoitos viables.

Conta grin. Como se aprecia en la grafica 2, la viabilidad desciende 25% en

los dos primeros tiempos de 4 y 8h de interaccion, esto indica que eliminé a
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tres cuartas partes de la poblacion, sin embargo, en un tiempo de 24h se
observa un aumento de la poblacion tréfica, mostrando un descenso abrupto en
un periodo de 48h. Cabe resaltar que el componente principal de esta solucién
es cloruro de benzalconio.

Multiplus. En la gréfica 2 también se aprecia que los trofozoitos tienen una
viabilidad del 30% una vez que fueron interaccionados por un tiempo de 4h.
Comparando los resultados con el control se puede observar un ligero aumento
de la poblacion en un periodo de 8h, manteniéndose con minimos cambios a
las 24h, sin embargo la poblacién desciende a las 48h.

Conta soft. Analizando la grafica 2 se puede observar que esta solucién
elimina més del 70% de la poblacién en un lapso de 4h, sin embargo, la
poblacion aumenta un 10% en un tiempo de 8h, y a las 24h se aprecia un
pequefio descenso de aproximadamente de un 2%, mostrando una viabilidad
inferior al 20% de la poblacion a las 48h en comparacion con los controles.

D' julios. En la grafica 2, se observa que los trofozoitos muestran una
viabilidad del 30% después de en un periodo de 4h en contacto con la solucién,
sin embargo, a los tiempos de 8, 24h se puede apreciar un aumento de la
viabilidad que varia entre el 40 y 45%, a la 48h lo mantiene muy similar a los
tiempos anteriores.

Como se puede observar todas las soluciones experimentales hay un descenso
de la poblacion en todos los tiempos de 4, 8, 24 y en el periodo de 48h la
eliminacién de los trofozoitos se debe a que las amibas ya no se encuentran en
un medio favorable La razén es porque ya no se encuentran en un medio
favorable de crecimiento, lo que nos sugiere que no son por los elementos

guimicos de las soluciones que actien sobre las células, ya que si las amibas
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no se encuentran en un medio adecuado esta disminuye su metabolismo se
enquistan.
En el siguiente analisis demuestra este comportamiento y se explica con mas

detalle.

5.6. Determinacion de posible efecto amebicida o amebostético de las
soluciones en estudio.

Como se describi6é en la metodologia, se determiné el posible efecto amebicida
0 amebostatico que las diferentes soluciones en estudio provocaron a los
trofozoitos de A. castellanii.

Al final del tiempo de interaccion, se observaron las muestras al microscopio de
contraste de fases. Los trofozoitos en su mayoria se redondearon o
modificaron su morfologia, sugiriendo que estos habian comenzado la fase de

enquistamiento. En la figura 2 se pueden apreciar formas prequisticas.

Figura 2. Interaccion de trofozoitos de A.
castellanii después de estar en contacto con
100ul de solucién para lentes de contacto
concentrado en un tiempo de 24h. Microscopio de
luz Nikon 40x
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Posteriormente, se restablecieron las condiciones ideales incubando los
cultivos por 24 h en medio bactocasitona complementado con suero bovino
fetal al 10%.

Al cabo de ese tiempo se observaron nuevamente las muestras y, como se
puede observar en la figura 3, los trofozoitos recobraron su morfologia clasica
amibiana. Se determind la viabilidad y con ello el nimero de amibas una vez
que se restablecieron las condiciones ideales de crecimiento y en todos los

casos se observo un aumento de la poblacion (Grafica 3).

Figura 3.Trofozoitos de A. castellanii después
de ser lavados y de haber restablecido las
condiciones ideales de crecimiento mediante
100pl de bactocasitona, por 24h. Microscopio
de luz Nikon 40x

En la grafica 3 las soluciones fabricadas por los laboratorios Bausch & Lomb
Simplus y Renu (tabla 1) las cuales contienen Poliaminopropil biguanda,
Polihexametileno biguanida en bajas concentraciones, haciendo una
comparacion con la grafica 2 podemos observar que las amibas que aun

guedan viables se recuperan facilmente entre un 15 y 20 % mas de la
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poblacion viva. Con respecto a las cuatro soluciones restantes, la poblacion

aumentd hasta el doble de la poblacién viable.
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Gréfica 3. Se muestra el porcentaje de amibas viables después de ser expuestas a

100pl de medio nuevo, por un tiempo de 24 horas
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6. Discusion

En afios recientes el centro para el control y prevencién de enfermedades
(CDC por sus siglas en inglés) en Estados Unidos reportaron un aumento de
queratitis por Fusarium y Acanthamoeba asociado al uso de soluciones
multipropésito para lentes de contacto (Acharya et al., 2007). Lo anterior fue
apoyado por los estudios de Bullock y Warwar (2010), los cuales reportaron un
repunte de infecciones corneales ocasionadas por estos parasitos entre 2004 y
2006, relacionado con el uso de soluciones para lentes de contacto elaboradas
en los laboratorios Bausch & Lomb. Kilvington et al. (2011) destacan que un
factor de riesgo significativo para estas infecciones provocadas por amibas y
hongos, se vincula con la evaporaciéon de los componentes de las soluciones,
perdiendo con ello sus capacidades amebostéticas. Es por ello que las
soluciones para lentes de contacto son consideradas como un factor de riesgo
para la queratitis amibiana, por consiguiente se espera que las soluciones de
reciente distribucidon en el mercado se elaboren pensando en la eliminacion de
estos parasitos oportunistas, sin embargo, en el analisis de nuestros resultados
se muestra lo contrario. Es decir que las soluciones no eliminan a las amibas,
dando la posibilidad de contaminacién de los lentes de contacto, sus estuches
y posteriormente la cérnea.

Un mal manejo, reutilizacion de las soluciones y la falta de un régimen
adecuado de limpieza en los estuches de almacenamiento conlleva a la
contaminacion de los lentes de contacto, las soluciones comerciales y sus
estuches (Donzis., et al., 1989 Giese et al., 2002; Clarke et al., 2006; Joslin et
al.,, 2007; Acharya et al.,, 2007; Prado et al.,, 2008; Acero et al., 2008;

Archimides et al., 2009).
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En nuestro estudio se corroboré la ineficacia de las soluciones evaluadas,
puesto que no fueron capaces de eliminar el 100% de los trofozoitos y como
hemos mencionado en los resultados todos los ensayos propuestos en la
metodologia se llevaron a cabo utilizando una poblacion tréfica de A. castellanii
recuperados de cerebros de los ratones Babl/c inoculados via intranasal,
cultivada en Optimas condiciones y cosechada en su fase logaritmica de
crecimiento como lo muestran los controles.

El andlisis de la interaccibn de las soluciones experimentadas con los
trofozoitos muestra que todas provocan un efecto sobre éstos siendo evidente
en el tiempo de 4h, sin embargo, este efecto no es proporcional al tiempo, ya
que no se observo una disminucion significativa de la poblacién amibiana a las
8 y 24h siguientes. Considero que el descenso de la poblacion a las 48h, se
debe a la permanencia prolongada de los trofozoitos en los pozos, la
evaporacion de los componentes de las soluciones y la falta de nutrientes mas
gue el efecto de las mismas.

La Unica solucion que mostré un efecto constante en los tiempos evaluados fue
Simplus fabricado por Bausch & Lomb, sin embargo, las amibas se recuperan
y proliferan de igual modo.

Por otra parte, no debemos pensar que la disminucién de la poblacién tréfica es
suficiente para evitar la invasion de las amibas en la cornea, ya que se
considera que con un solo de trofozoito adherido en un lente de contacto es
factible provocar dafio en cérnea. En su trabajo de tesis Bernal (2011)
demostré que un numero reducido de trofozoitos (200 o menos) de
Acanthamoeba castellanii es capaz de adherirse a los lentes de contacto,

facilitando con ello su invasién a la cornea.
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Por otra parte, cuando se evalué el posible efecto amebicida o amebostatico de
las soluciones en estudio encontramos que una vez restablecidas las
condiciones ideales de crecimiento; la solucién fabricada por los laboratorios
Bausch & Lomb Simplus, que contiene el farmaco Poliaminopropil biguanda a
una concentracion de 0.0005% y la soluciébn de Renu plus que contiene el
farmaco Polihexametileno biguanida a una concentracion de 0,0001%, no
tuvieron el efecto esperado a pesar de que estos farmacos son usados como
alternativa de tratamiento para la QA, la poblacion amibiana viable después de
la interaccibn se recuper6 aumentando mas del 10%. Posiblemente las
concentraciones de los farmacos no son suficientes para eliminarlas, sin
embargo, la recuperacion de los trofozoitos fue lenta con respecto a las otras
soluciones estudiadas, Multiplus, D' Julios, Contac soft y Contac grin
observamos que la poblaciébn se recuperé duplicando la poblacion. Cabe
destacar que todas las amibas proliferaron a pesar de que aparentemente los
trofozoitos estaban en proceso de enquistamiento o con aparentes alteraciones
morfolégicas. Kliesciokova et al. (2011). Reportd que pueden formarse
pseudoquistes de Acanthamoeba lo que puede provocar interpretaciones
erréneas sobre el efecto de las soluciones y farmacos. La formacién de
pseudoquiste se debe interpretar como una resistencia parcial puesto que en
un periodo de 24h posteriores a su interaccién se restituyé y duplicé la
poblacién remanente a su forma tréfica, demostrando asi que las soluciones
estudiadas son amebostaticos y no amebicidas. Lo anterior se refuerza por el
hecho de que las amibas no viables no se destruyeron.

A pesar de que de que la DLsp hipotéticamente nos indicaria que las soluciones
diluidas tienen un efecto amebicida debemos tomar esta informacién con

reserva ya que demostramos que una vez restablecidas las condiciones de
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crecimiento estas se recuperan de manera 6ptima aumentando la poblacion en
poco tiempo, lo que significa un riesgo latente de contaminacion o en su
defecto de reinfeccion.

Las soluciones evaluadas en este trabajo no cumplen con el proposito para el
cual fueron elaboradas ya que todas ellas si bien eliminan un porcentaje
importante de la poblacion amibiana en los tiempos evaluados, la poblacion
viable es capaz de mantener su adherencia y ser potencialmente invasiva en
poco tiempo. Mowrey-McKee et al. (2007) demostraron que dejando a las
amibas 14 dias interaccionadas con una solucién que contiene peréxido de
hidrogeno, los trofozoitos aun eran viables con aumento de la poblacion en
poco tiempo. Es importante enfatizar que las soluciones fueron evaluadas con
trofozoitos, es decir, con las formas méas susceptibles de estos protozoos lo
que nos permite sugerir que su efecto en los quistes seria minimo porque
sabemos que son altamente resistentes a condiciones adversas.

Schatz et al. (2008) reportaron en su estudio que al evaluar varias soluciones
entre ellas Renu elimind a un 60% de la poblacion de Acanthamoeba en
tiempos de 6 y 24h.

Kilvington y Anger (2001) realizaron estudios con las soluciones Renu y
Simplus de Bausch & Lomb, y sugieren que estas soluciones tienen un efecto
amebostatico. Hiti et al. (2006) reportaron que las soluciones para lentes de
contacto rigidos permeables gas (RGP por sus siglas en inglés) que contiene
Polihexilmetil biguanida al 0.0005% y clorexidine al 0.003% inhibe a los quistes
en un tiempo de interaccion de 8h o mas. Sin embargo, en nuestro estudio
encontramos que la solucién Simplus que contienen estos dos elementos no

elimina el 100% de la poblacion amibiana a pesar de que esta solucién fue la
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gue mostré una mejor capacidad amebostatica aun diluida los pseudoquistes
se recuperaron con facilidad. (Kilvington et al., 2008).

En un estudio realizado por Lonnen, Heaselgrave et al. (2010) en solucion
comercial Menicare soft encontraron que el propileneglicol puede inducir al
trofozoito a un enquistamiento aunque es probable que existen otros factores
gue inducen al enquistamiento.

Recientemente sali6 al mercado una solucion llamada MeniCare Soft
Multipurpose que mostré ser efectiva como agente antiamibiano y antiviral
eliminando trofozoitos y quistes de Acanthamoeba, obteniendo los mismo
resultados frotando o no los lentes de contacto al momento de realizar la
limpieza (Heaselgrave et al., 2010). Sin embargo, esta solucién no se distribuye

en nuestro pais.
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7. CONCLUSION
La composicién y concentracion de las soluciones para lentes de contacto
rigido y blando deben tener en cuenta la posible contaminacién de éstas con
amibas de vida libre, siendo un factor de riesgo para la persistencia de
queratitis por Acanthamoeba.
El hecho de que una solucién contenga farmacos no garantiza su eliminacion,
si bien, las soluciones tuvieron un efecto importante, este no disminuyé el
100% de la poblacién amibiana demostrando una recuperacion importante.
Sugiero que al evaluar el efecto de las soluciones debemos estar seguros de
que aquellas formas que aparentemente han perdido su morfologia clasica y
han comenzado a redondearse no se recuperen.
No todas las soluciones protegen al usuario de lentes de una posible infeccion
por lo que seria importante que los laboratorios estimaran elevar la
concentracion de los farmacos para que sean mas eficaces con los trofozoitos
y quistes de Acanthamoeba sin alterar las caracteristicas en los lentes de

contacto.

Es importante sugerir cambios en la higiene y manipulacién de los lentes de
contacto, asi como pruebas de calidad de soluciones preservadoras y
desinfectantes contra Acanthamoeba.

Se recomienda que cuando se usen soluciones comerciales y/o suero
fisiologico estéril para el manejo de los lentes de contacto, se haga una
limpieza periddica en toda la superficie interna y externa de los mismos.

No obstante que algunas soluciones contienen farmacos, el frotamiento de los
lentes y enjuague de los mismos es el régimen eficaz y a través de esta
disciplina se reduce la adherencia de Acanthamoeba especialmente en los

lentes de hidrogel de silicona.
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8. Perspectivas

Segquir realizando pruebas de viabilidad de Acanthamoeba castellanii con

soluciones para lentes de contacto recién salidas al mercado.

Pruebas de adherencia de Acanthamoeba con lentes de contacto blandos y

RGP combinado con soluciones para este tipo de lentes.

Efecto de la lagrima sobre la viabilidad de Acanthamoeba castellanii en

personas usuarias de lentes de contacto con la técnica Cristal Violeta.
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9. Anexos

Anexo 1l.-Bactocasitona al 2%

Digerido pancreatico de caseina peptona.

Se debe conservar a una temperatura entre 2°C y 25°C.

Se prepara con agua destilada Preparacion:

Dependiendo de la cantidad de medio que se desee preparar se agrega
el agua destilada en un vaso de precipitado o un matraz, se le coloca la
cantidad necesaria para preparar una solucion al 2% de bactocasitona.
Con ayuda de un agitador magnético se disuelve bien el medio.

Se filtra en un frasco Pirex graduado con tapa roscada

Se esteriliza en la autoclave durante 15 min a 15 Ib de presion.

Se deja a prueba de esterilidad por 24h.

Cuando es necesario se le agrega una mezcla de antibiético (penicilina-
estreptomicina 10,000 U/ug 1mml, en solucion salina de NacCl al 0.85%)

al 1%, y se guarda a -4°C hasta su uso.

Anexo 2. CaAmara de Neubauer

Es un instrumento utilizado en medicina y biologia para realizar el recuento de

células en un medio liquido, que puede ser un cultivo celular, sangre, orina,

liquido cefalorraquideo, liquido sinovial, etc.

Esta camara de contaje esta adaptada al microscopio de campo claro o al de

contraste de fases. Se trata de un portaobjetos que tiene dos zonas

ligeramente deprimidas y que en el fondo de las cuales se ha marcado con la

ayuda de un diamante una cuadricula de dimensiones conocidas. Se cubre la
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camara con un cubre camaras que se adhiere por simple tensién superficial.

Luego se introduce el liquido a contar, al que generalmente se ha sometido a
una dilucién previa con un diluyente, por capilaridad entre la cAmara y el cubre
camara; puesto que tiene dos zonas, esto permite hacer dos recuentos
simultaneamente. Para contar las células se observa el reticulo al microscopio
con el aumento adecuado y se cuentan las células. Con base en la cantidad de
células contadas, conociendo el volumen de liquido que admite el campo del
reticulo, se calcula la concentracién de células por unidad de volumen de la
muestra liquida inicial. La formula de valoracion del nimero de células (valida
universalmente) es la siguiente: Particulas por ul = (particulas contadas) /

(superficie contada (mm?)-profundidad de la camara (mm) dilucién)

En el reticulo central, la camara de Neubauer (fig. 4) posee un cuadrado
primario que contiene nueve cuadrados secundarios, cada uno de ellos
divididos a su vez en 16 cuadrados terciarios, el cuadrado central contiene 25
cuadrados, cada uno de ellos dividido a su vez en 16 cuadrados cuaternarios.
En los bordes de este cuadrado central se cuentan los hematies, utilizando sélo
los cuadrados de los bordes del terciario central y uno de los centrales. En los
secundarios de los bordes superiores e inferiores de la camara se hace el

recuento amibiano.
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Figura 4. Cadmara de Neubauer, se observan los cuadrantes y la linea de separacion
entre cada cuadrante, indica que en cada compartimiento: 1 mm x1 mm x 0.1 mm
(largo x ancho x fondo)= 0.1 mm? = 0.1l se obtiene el numero de células en un
volumen constante de 0.1l se cuentan los 4 compartimientos y se obtiene la media
aritmética con los 10ul de medio con células

Ejemplo de cdmo se realiza el conteo:
31+35+26+39= 131 amibas
131/4=32.75
32.75 x 10,000= 327500

327500 x 10= 3275000 amibas en 10ml
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Anexo 3. Placa de cultivo de 96 pozos.

Una placa microtituladora, placa de microtitulacion o microplaca, es una placa
plana con multiples agujeros o "pocillos" que se utilizan como pequefios tubos
de ensayo, la cual se ha convertido en una herramienta estandar en la
investigacion analitica y clinica en microbiologia, y en laboratorios de
diagnostico. Se usa muy frecuentemente en ensayos de inmunoabsorcidn
ligado a enzimas (ELISA), es la base de una de las pruebas mas modernas

para el diagndstico médico en seres humanos.

Fig. 5. Placa de cultivo de 96 pozos

Anexo 4. Cristal violeta

La técnica de cristal violeta permite valorar de una forma rapida y sencilla la
masa celular total de un cultivo. Este método es directamente proporcional al
namero de células en los pocillos, el cual permite valorar de forma global la
proliferacion celular, asi como también los fendbmenos de adhesion y des-
adhesidn celular bajo distintas condiciones experimentales.

La intensidad de color (azul) es proporcional al nimero de amibas, de modo
que a mayor cantidad de amibas observamos una coloracién azul mas intensa.

Preparacién de los reactivos por cristal violeta
53



Metanol.
Cristal violeta al 1%.

= Con 0.1g de cristal violeta se diluye en 30ml de agua destilada.
SDS al 1%.

= Se prepara 0.1g por cada 10ml con el Etanol 5ml y 5ml de agua

se disuelve agitando en el vortex para que se integre homogéneamente.

Anexo 5. Espectrofotémetro

Es un instrumento digital que tiene la capacidad de manejar un haz de luz, su
eficiencia en la resolucion, sensibilidad y rango espectral depende del disefio y
los componentes 6pticos. Absorbe ciertas longitudes de onda de luz blanca
que incide sobre las células. Se logra midiendo la absorbancia (Abs) a distintas
longitudes de onda. Con la técnica de cristal violeta la longitud de onda al que

se lee varia entre 570 a 620nm.

Fig. 5. Espectrofotometro o lector de la técnica de ELISA

su longitud de onda varia de 400 a 750 nm

54



	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Introducción
	2. Justificación
	3. Objetivo General
	4. Estrategia Experimental
	5. Resultados
	6. Discusión
	7. Conclusiones
	8. Perspectivas
	9. Bibliografía
	10. Anexos

