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RESUMEN

Acanthamoeba polyphaga es una amiba de vida libre, que puede ocasionar
diversas patologias en humanos; encefalitis amibiana granulomatosa, infecciones
respiratorias, cutaneas, vaginales, prostaticas, e infeccién corneal cronica
(queratitis amibiana)(Losada, 1998). El 85% de los casos registrados ocurre en
portadores de lentes de contacto, siendo el principal factor de riesgo la incorrecta
desinfeccion de los mismos y un traumatismo minimo(Fulcher y Dart, 1998). El
prondstico de ésta infeccién puede llegar a complicarse y en algunos casos los
pacientes llegan a perder el ojo afectado (Moore, 1989).

En nuestro pais dificilmente se toman en cuenta a estos organismos como
agentes etioldgicos de infecciones corneales, no es sino después de semanas o
incluso meses de haberse iniciado el padecimiento que se les considera en los
diagndsticos diferenciales. Por otra parte no se cuenta con los elementos para
identificarlos adecuadamente, por lo que es necesario utilizar técnicas accesibles
que faciliten un diagndstico oportuno y por ende dar inicio al tratamiento que -
permita mejorar el pronéstico.

En este trabajo se obtuvieron anticuerpos policlonales de conejo clase 1gG
anti-A. polyphaga de las cepas: Ap, P23, HCI-2 y HCI-3, los cuales fueron dtiles en
la deteccidn de la amiba mediante inmunocitoguimica, en concentrados amibianos
fijados con paraformaraldehido al 4% y por inmunohistoquimica la deteccion de
amibas en cortes histoldgicos de cerebro de ratén (inoculados con las amibas en
estudio). En ambos casos se obtuvieron resultados positivos a dilucidon de
anticuerpo de 1:100

Con base en los resultados obtenidos se concluye que estos anticuerpos
pueden ser utilizados en la deteccion de A. polyphaga en pacientes, y
probablemente en muestras ambientales, lo que permitird un diagndstico
temprano, asi como hacer registros certeros de la localizacidn de estas amibas en

diferentes zonas, de modo que facilite tomar medidas preventivas.



INTRODUCCION

Las amibas de vida libre de los géneros Naegleria, Balamuthia y
Acanthamoeba, son capaces de producir lesiones fatales tanto en humanos
como en animales. La importancia de éstos protozoos en los circulos
médicos se ha incrementado en las Ultimas décadas, si bien la incidencia de
las patologias que provocan, demuestra que no constituyen un verdadero
problema de salud publica deben ser tomadas en cuenta, sobre todo en los
casos donde llegan a presentarse como brotes epidémicos. En la mayoria de
los casos no son consideradas en los diagndsticos diferenciales iniciales,
ademas de que los tratamientos para erradicarlas no han resultado ser
efectivos en un buen nimero de casos (Martinez, 1993, Galarza y cols,
1997).

Al iniciar siglo XX, las amibas de vida libre, también se conocian con el
nombre de Limax, palabra derivada del latin que quiere decir “babosa” o
“viscosa”(Cerva y cols, 1973), mas tarde se les designd como amibas del
suelo (soil amibas)(Culbertson, 1971), posteriormente amibas de vida libre
(Martinez, 1993). La mayoria de los autores consideran mas adecuado el
término amibas anfizoicas (Page, 1976; Martinez y cols, 1979) que designa a
aquellas especies patdgenas para el hombre y animales, dado que presentan
caracteristicas bioldgicas duales; De esta manera se identifica la fase
exozoica como el periodo del ciclo de las amibas correspondiente a la vida
libre, y la fase endozoica o parasitica cuando llegan a invadir los tejidos
(Martinez, 1993).

En el presente trabajo haré referencia al género Acanthamoeba.



Ciclo de vida de Acanthamoeba spp.

Acanthamoeba presenta dos estadios de viabilidad bioldgica; uno
vegetativo y otro quistico; el estado vegetativo o trofico representa a la fase
reproductiva que morfolégicamente es distinguible facilmente, puesto que,
presenta una forma amibiana clasica con los acantdpodos caracteristicos
(que dan nombre al género). Los trofozoitos miden en promedio 25 a 40
micras, poseen un citoplasma granular, nicleo con nucleolo denso central
rodeado por una zona nuclear clara, en el citoplasma se encuentran
vacuolas digestivas y contractiles, el estado quistico se presenta cuando las
condiciones del medio son adversas para su sobrevivencia, y se caracteriza
por presentar una doble pared: exo y endo quiste, éste tltimo generalmente
es poligonal, esférico, o en forma de estrella, mide de 15 a 20 micras de
diametro, al igual que el trofozoito presenta un nuycleo central denso
rodeado por un halo claro. El quiste presenta ademas poros llamados
opérculos formados por la doble pared (Figura No.1).

Por lo general Acanthamoeba, crece en el ambiente en un rango de
temperatura que va de los 12°C a 45°C, dependiendo de la especie. Todas
las especies patdgenas crecen entre 30°C y 37°C, con un dptimo sobre los
30°C. El quiste puede resistir de -20°C hasta 56°C. Como ya se menciono
los trofozoitos se enquistan cuando las condiciones no son las apropiadas
para el desarrollo amibiano, de modo que representa una forma de
resistencia y proteccion a situaciones adversas aun por periodos muy
prolongados. Mazur y Hadas (1994) demostraron que quistes de
Acanthamoeba conservados a 4° C, continian siendo viables por mas de 24
anos, sin perder su capacidad invasiva, son altamente resistentes a

temperaturas extremas, a desinfectantes y a la desecacion. Cuando las
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condiciones ambientales son favorables esquista y el trofozoito, emerge para
alimentarse y replicarse, Las amibas en el ambiente se alimentan de algas
pequefias, bacterias y otros protozoos.

Figura No.1. Ciclo de vida de Acanthamoeba spp.

Trofozoito

Quistes

La gran ubicuidad de la Acanthamoeba parece ser la causa
predisponente a las infecciones dada su presencia en todo tipo de ambiente
se les puede encontrar en agua: salada, dulce, de cloaca, en aguas de
tuberias domiciliarias (Keleti y Sykora., 1992), potable, (Rivera y cols.,
1979), de piscinas (Kadlek, 1978), también estan presentes en lagos y en
aguas termales (Moore, 1989), en aguas embotelladas, en sistemas de aire
acondicionado, en cualquier tipo de suelo y a diferentes profundidades del
mismo, se han aislado de sedimentos marinos. Se han reportado trabajos

que han monitoreado la atmosfera de la ciudad de México encontrandose en



mayor cantidad en aquellas zonas donde la contaminacion por particulas es
mayor. Rivera y cols. (1987, 1991 y 1994), consideran probable que el
principal vehiculo de transmisién de Acanthamoeba, es el aire provocando la
dispersion e invasién de amebas patdgenas en los diferentes medios (agua,
alimentos o personas saludables). Lo anterior se apoya en aislamientos de
muestras de la region nasofaringea de personas saludables (Abraham y
Lawande, 1982), asi como de la mucosa nasal de personas aparentemente

sanas (Cerva y cols.,1973).
Importancia médica de las amibas anfizoicas

Naegleria fowleri es el agente etioldgico de la meningoencefalitis
amibiana primaria (MEAP), asociada a individuos con una historia reciente
de natacion en aguas contaminadas con la amiba, en la mayoria de los
casos, los pacientes mueren en un transcurso de 7 a 13 dias, por fortuna no
se han reportado mas 200 casos en el mundo de 1964 a la fecha.
Acanthamoeba spp y B. mandrillaris ocasionan una encefalitis amibiana
granulomatosa (EAG); la mayoria de los pacientes que padecen EAG estan
inmunocomprometidos y/o debilitados por otra enfermedad de curso crénico
como: la diabetes mellitus, cancer, malnutricion, embarazo, el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), alcoholismo crénico o bien
inmunosuprimidos por algln tratamiento con antibidticos de amplio espectro
o quiomoterapia (Visvesvara y Stehr-Green, 1990; Martinez, 1993; Ferrante,
1991; Fulcher y cols, 1998). En el caso de EAG causada por Balamuthia
mandrillaris por lo general afecta a infantes sin importar el estado de su

sistema inmunitario (Visvesvara y Shuster, 1993)(tabla No.1).



Tabla No.1. Caracteristicas diferenciales entre las enfermedades

infecciosas ocasionadas por amebas de vida libre: Naegleria fowleri y

Acanthamoeba spp.

Naegleria fowleri

Acanthamoeba spp

Epidemiologia

Buena salud. Reciente historia de
natacion.

Historia pobre de salud.
Inmunodeprimido o
inmunocomprometido

Periodo de 3-7 dias mayor a 10 dias
incubacion

Puerta de Neuroepitelio olfatorio Piel o Neuroepitelio olfatorio
entrada :
comienzo Réapido insidioso

Extension al Directa por el plexo nervioso Hematdgena

SNC

amielinico submucoso

Organos
afectados

Cerebro, epitelio neuro-olfatorio

pulmdn, cerebro, piel.

Curso clinico

agudo, fulminante menor a 7
dias

subagudo: 18-30 dias y Crénico: mayor
a 30 dias

Sintomas y Dolor de cabeza, snorexia, Anormalidades mentales,

signos nauseas, vomoto, fiebre, alucinaciones, confusiones, cefalea,
meningismo, diplopia, hemiparesia, fiebre, meningismo,
anormalidades mentales, irritabilidad, diplopia, anorexia,
parosmia, ageusia, somnolencia, |vomitos, mareos, ataxia, afasia.
alucinaciones, coma.

LCR y datos de |LCR similar a meningitis Consistente en meningitis bacteriana,

laboratorio bacteriana, pero estéril, pero es alto en proteinas, bajo en
pleocitosis neutrdfila. Alto en glucosa. Pleocitosis.
proteinas, bajo en glucosa.
Examen directo de LCR:
Trofozoitos muy activos y
moviles.

Formas solamente trofozoitos Trofozoitos-quistes

amebianas

Tratamiento

Amfotericina B
Rifampicina-miconazol-
tetraciclina

miconazol, sulfadiazina,
propamidina isetionato (brolene) e
itraconazol

[




Acanthamoeba, ademas de causar EAG, puede provocar otras
patologias menos frecuentes como son: neumonitis, gastroenteritis, vaginitis
y lesiones en piel; pero quiza la patologia mas conocida (con mas de 3000
casos reportados de 1973 a la fecha) y estudiada de esta amiba, es la

queratitis amibiana (Figura No.2).

Enfermedades en huésped
inmunocompetente
Queratitis

Enfermedades en huésped
inmunocomprometido

Encefalitis

Naédulos
en la piel

Neumonitis

Rifion=———"""" L

Utero

PROSTATA

|

Figura 2. Organos y sistema en donde se producen diversas patologias

Prostata

provocadas por A. polyphaga.



Queratitis amibiana

La queratitis amibiana (QA) es una ulceracion corneal de curso crénico y de
dificil resolucion. El primer reporte fue publicado por Nagington en 1974,
desde esa fecha, se consideré como una infeccion poco frecuente, ya que
hasta 1984 solo se habian registrado 12 casos mas. Sin embargo a principios
de los ochentas la frecuencia reportada en la literatura se incrementd
(Watson, 1975; Lund y cols, 1978). Jones (Hamburg y De Jonckheere,
1980), destaco la ineficacia de los tratamientos al reportar un caso de
queratitis complicado con meningoencefalitis que provocé la muerte del
paciente. El primer caso asociado a un usuario de lente de contacto, lo
reportd Samples en 1984, el paciente utilizd sus lentes de contacto blandos
mientras estaba en una bafera de agua caliente, en la que se cultivo
Acanthamoeba. Con el reporte de este caso se inicid el incremento del
numero de casos registrados de queratitis por Acanthamoeba, y en 1985 se
establecid la asociacion entre la QA con la utilizacién de lentes de contacto
(Stehr-Green, 1987, 1989). Desde entonces, se han registrado cientos de
casos de queratitis por Acanthamoeba de los cuales el 85%
aproximadamente esta relacionado con el uso de lentes de contacto. En
México, la investigacion de QA dio inicio con la identificacion positiva de tres
cepas aisladas de tres casos distintos. En base a sus caracteristicas
morfoldgicas se identificaron como Acanthamoeba polyphaga (Omana,
1997).

A. polyphaga y A. castellanii son las especies que con mayor
frecuencia se han aislado de casos de QA. Se considera que su incidencia

aumento debido al conocimiento de la entidad y a los medios de diagnéstico



precoz implementados en los paises del primer mundo (Key, 1980; Epstein,
1986).

Se cree que la QA es provocada por la invasion directa al tejido
corneal por las amibas a través de una ruptura en el epitelio. En la mayoria
de los casos, la puerta de entrada es una lesion menor, provocada por un
episodio previo de herpes simple o por abrasion ocasionada por lentes de
contacto. Aunque la queratitis por Acanthamoeba ha sido descrita con todos
los tipos de lentes de contacto, existe una mayor asociacion a lentes blandos
tanto de uso convencional como desechables de reemplazo mensual o
bimensual (Fulcher y Dart, 1998).

El principal factor de riesgo en usuarios de lentes de contacto es la
incorrecta desinfeccion de los mismos; el empleo de soluciones salinas
caseras, la utilizacion del agua del grifo para limpiar las lentes de contacto,
el uso de las lentes en ambientes de agua contaminada, y los traumatismos
eorneales (Goffi y cols, 1998; Barrio y cols, 1999).

Aunqgue el uso de lentes de contacto predisponen mas frecuente para
la queratitis por Acanthamoeba, la incidencia de ésta entre portadores de
lentes es muy baja. El hecho de que se haya cultivado Acanthamoeba a
partir de los lentes o sus recipientes hasta en el 8% de usuarios de lentes de
contacto asintomaticos indica que el microorganismo es relativamente poco
virulento, que existe inmunidad innata en el huésped o que el epitelio
corneal ofrece una barrera frente a la penetracion de las amibas en el
estroma y la consiguiente queratitis (Fulcher and Dart, 1998).

La QA se caracteriza por una necrosis aguda, acompanada de una
inflamacion granulomatosa. Se presenta un infiltrado linfocitario escaso,

difuso y pocas células gigantes multinucleadas. La conjuntiva puede
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presentar una congestion intensa e inflamacion aguda (Moore y Mc Culley,
1985).

En pacientes con infeccion cronica los trofozoitos y los quistes estan
generalmente localizados en el estroma corneal, por delante de la
membrana de Descemet o profundos en el cuerpo ciliar y el tejido uveal.
Aunque la iritis y uveitis es el resultado de una diseminacion sanguinea mas
que de una invasion directa.

La ruptura del tejido corneal, el edema y la infiltracion de neutrdfilos
se cree es consecuencia de la accion colagenolitica de las amibas ( Yu
Guang et al, 1990) .

Basandose en el estudio anatomopatoldgico de treinta muestras
obtenidas de pacientes con cultivo positivos para Acanthamoeba, Garner
(1993), propuso la siguiente secuencia en el desarrollo de la QA:

= Invasion parasitaria del estroma anterior

= Fagocitosis de queratocitos

= Infiltracién secundaria aguda de células inflamatorias:
polimorfonucleares y macrofagos

= Necrosis del estroma por colagenélis'i's leucocitaria y parasitaria
Diagnéstico:

La identificacion de Acanthamoeba puede ser dificil cuando no existe
sospecha clinica, Amstrong (1994) enfatiza la importancia del diagndstico
oportuno basandose en la observacion de las amibas, debido a que no ha
sido posible establecer diferencias clinicas que permitan distinguir el agente

etiologico de la patologia. Sin embargo no es facil identificar a estos
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organismos si no se cuenta con cierta experiencia en su identificacion. Se
han propuesto diversas estrategias para su aislamiento e identificacion, las
cuales no siempre resultan exitosas, lo que trae como consecuencia que la
identificacion de'estos protozoos se lleve a cabo a nivel genérico en el mejor
de 10s casos.

Es frecuente que el tratamiento se retrase debido a diagndsticos
erroneos tales como queratitis por herpes simple, por hongos o una
infeccion bacteriana secundaria (se ha descrito en el 10% de los casos) que
pueden complicar el cuadro clinico de las primeras etapas de la enfermedad.
El prondstico es bueno si se diagnostica tempranamente y se aplica el
tratamiento médico de eleccion. Por consiguiente la queratitis por
Acanthamoeba debe ser una de las primeras posibilidades en considerar
cuando un portador de lentes de contacto acude a consulta con una
queratitis atipica (Fulcher and Dart, 1998).

Existen distintas tinciones que pueden ser adecuadas para la
observacion de Acanthamoeba; se recomienda hacer un raspado vigoroso de
la cornea con un hisopo o espatula y tedir con Giemsa, Gram o PAS, se
recomienda de manera especial el uso del calcofltor blanco, y observar bajo
el microscopio sin embargo en ocasiones esto no es posible cuando el
epitelio corneal estd intacto, especialmente si el infiltrado esta localizado en
el estroma y cubierto por el epitelio corneal. Es por ello que cuando Ia
infeccion es recurrente o dificil de erradicar se recomienda hacer una biopsia
corneal (Wilhelmus, 1986).

Para el aislamiento de Acanthamoeba los raspados corneales se
siembran en placas de agar no nutritivo enriquecido con E£nterobacter
aerogenes inactivado por calor (medio NNE, anexo No.1). Si el paciente es

usuario de lentes de contacto; tanto los lentes, como las soluciones



preservadoras son también sembradas en ‘el medio para su busqueda
(Lindquist et a/., 1988; Mathers y cols, 1987).

En paises del primer mundo, recientemente ha sido publicado el uso
de microscopia confocal para el diagndstico y seguimiento clinico de la
queratitis, esto supone un gran avance por que localiza trofozoitos y quistes
amibianos a cualquier nivel del espesor corneal, siendo asi como una biopsia
fotogréafica(Losada, 1998). Si la infeccion estd en un periodo cronico, se
practica una queratoplastia, de modo que una porcion de la cornea se debe
colocar en un medio de transporte estérii o bien ser depositada
directamente en los medios ya mencionados y de esta manera, si las amibas
estdn presentes en el tejido, migran hacia el agar y en cuestion de 24 a 48
horas se pueden observar bajo el microscopio. Los quistes en el estroma
corneal pueden ser evidenciados con tinciones con hematoxilina y eosina,
tricromica, calcofluor-blanco, o por inmunofiuorescencia (Fulcher and Dart,
1998).

La inmunofluorescencia implica la obtencién de anticuerpos. Los
anticuerpos constituyen potencialmente herramientas muy valiosas en el
estudio de moléculas bioldgicas, ya que pueden ser producidos virtualmente
contra cualquier antigeno de interés, estos pueden ser monoclonales o
policlonales, los monoclonales son el resultado de una sola célula (linfocito
B), permite la preparacion ilimitada de anticuerpos homogéneos altamente
especificos, pero no precipita antigenos sin epitopos repetidos, son pobres
aglutinadores de células y no median lisis por complemento, ademas su
produccion necesita de una tecnologia no accesible a todos. La técnica de
anticuerpos policlonales tiene la ventaja de ser mas sencilla, requiere un
menor tiempo y es mas economica que la técnica de anticuerpos

monoclonales, ademas no es tan susceptible a ser afectada por las



condiciones ambientales, tales como la temperatura y el pH, a diferencia de
la técnica con anticuerpos monoclonales, que es muy sensible.

Los policlonales son muy faciles de obtener, basta con exponer a
animales como ratones o conejos al antigeno lo cual crea una gran variedad
de anticuerpos, con los cuales se pueden a su vez obtener anticuerpos mas
especificos por técnicas como la separacion de inmunogloblulinas (Ig), y la
absorcion de sueros (I.D.1.).

Se han comenzado a utilizar técnicas de biologia molecular como el
PCR para la deteccién de estos organismos, el PCR pueden dar una
verificacion definitiva a la identificacion con microscopia confocal e
histoldgica (Mathers, 1987).

Signos clinicos sutiles como el severo dolor ocular, y el diagnostico
microbioldgico, justifican la inmediata implementacion de terapia anti-
amibiana especifica, siendo el diagnostico y tratamiento precoz los factores

mas importantes asociados con un buen prondstico (Losada, 1998).



JUSTIFICACION

Nuestro pais se encuentra en una etapa temprana en el estudio de la
QA, debido a que dificiimente Acanthamoeba es considerada en el
diagndstico diferencial inicial. En los circulos médicos de nuestro pais hay
una falta de conocimiento de la existencia de estas amibas como
organismos oportunistas capaces de provocar patologias en el ser humano.
Por otra parte la mayoria del personal dedicado al diagndstico microbioldgico
no tiene experiencia suficiente para identificarlas, ya que es necesario
utilizar tinciones especificas o bien de equipo sofisticados que no siempre es
parte del equipo de laboratorio.

Tampoco se cuenta con anticuerpos que permitan el uso de técnicas
inmunoldgicas en el diagnostico, el contar con estos anticuerpos facilitard la
identificacion de las amibas y permitird emitir diagndsticos definitivos
oportunos y por ende la impiementacion de un esquema terapéutico que
permitan el restablecimiento de la vision de las personas afectadas, puesto
que se pueden probar diferentes esquemas terapéuticos antes de que el

dafio llegue a ser irreversible.



OBJETIVOS

Objetivos generales:

e Obtencion de anticuerpos IgG policlonales de conejo, anti-Acanthamoeba

polyphaga.

Objetivos particulares:

» Obtencién de sueros especificos contra las cepas amibianas Ap, P23,

HCI-2 y HCI-3 de Acanthamoeba polyphaga.

» Reconocimiento de trofozoitos y quistes de A. polyphaga por

inmunocitoquimica e inmunohistoquimica.



MATERIAL Y METODOS

MATERIAL

Amibas:

P23 y Ap: A ,0lyphaga de catdlogo del American Type Culture
Collection (ATCC).

HCI-2 y HCI-3: A. polyphaga proceden de los primeros casos de
queratitis amibiana en México diagnosticados en el Hospital

“Asociacion para Evitar la Ceguera en México”, e identificados en la
FES Iztacala, por el Proyecto de Conservacién del Ambiente (CyMA).

Animales:
Conejos: Nueva Zelanda, especie Oryctolagus cuniculus machos de
tres meses de edad y dos kilos de peso.
Ratones: Mus musculus cepa CD1, machos de 2 semanas de edad sin
importar el peso.

METODOS

La estrategia experimental se resume en el esquema No. 1
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Esquema No.1

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Cultivo amibiano y
obtenciéon de extracto
crudo

y

Inoculacién
intracerebral en
ratones

v

Inmunizacién de conejos con
las cepas HCI-3, HCI-2, P23 y

Sacrificio

dias1,2y 3 J

Ap

z Y

X

Obtencion de sueros policlonales

Fijacion d

e cerebros

A
Purificacién de IgG ‘

Inclusién en parafina

y

Y

l Biotinilacién T ‘

Cortes histologicos

'

:

Inmunocitoquimica

Inmunoh

istoquimica |




Cultivo y obtencion de extractos amibianos

Las diferentes cepas Ap, P23, HCI-2 y HCI-3, fueron cultivadas en
frascos Corning para cultivo de tejidos con medio Chang (Anexo 1) por 7
dias a 37° C, con el propdsito de obtener cultivos masivos de las cepas en
estudio.

Se cosecharon las amibas en tubos cdénicos 50 m! y se centrifugaron
por 15 minutos a 1500 rpm. La pastilla se resuspendié en solucién salina y
se centrifugd nuevamente. Se cuantifico la concentracion de proteinas del

boton celular por la técnica de Bradford (Anexo 2).

Obtencion de los anticuerpos

La inmunizaciéon de los conejos se llevo a cabo de acuerdo con el
esquema No. 2.

~ Se obtuvo la sangre de los conejos por puncion cardiaca anestesiando

previamente a los animales con pentobarbital sédico 2 ml/Kg. La sangre se

centrifugd por 10 minutos a 2500 rpm, para obtener el suero.



Esquema No.2

INYECCION || DIA DOSIS

500 ul dcl antigeno* disuelto en 2 ml de solucion|

1 0 |salina emulsificado con 2 ml de adyuvante comp[eto%

de Freund, via subcutanea en el lomo. |

500 p! de antigeno disuelto en 2 ml de solucion salina’
2 15 |emulsificado con 2 ml de adyuvante incompleto de]

Freund, via subcutanea en el lomo.

3 30 |50 pul del antigeno en solucion salina, via

intramuscular.

4 34 {100 pl del antigeno en solucion sg'l'i-r-ié, via!
intramuscular.

5 35 (200 ul del antigeno en solucion saiina,"'via
intramuscular. |

Sangrado 39 |Sangrado de animaiés por puncién cardiaca:-

*concentracion: 0.45 pg/ul

Titulacion de sueros.

La titulacion de los sueros anti-A. polyphaga se llevo a cabo por la
técnica de precipitacion en capilares, para lo cual se lleno con extracto de
A. polyphaga una tercera parte del tubo capilar, se deslizé hasta el otro
extremo de capilar y se lleno la tercera parte restante con el suero anti-A.

polyphaga. Se tapo el extremo inferior con plastilina se incubaron a 4°C por
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24 horas, posteriormente se hizo una lectura con luz incidente y se midio la

cantidad de precipitado en mm de altura del capilar.

Purificacion de IgG de conejo anti-A. polyphaga

Se equilibré una columna de cromatografia Cetona-proteinaA (BIO-
RAD 732-2022), con 200 ml de PBS, se hizo pasar el suero de conejo anti-
A. polyphaga (de las distintas cepas por separado), por la columna a
temperatura ambiente, y se dejo incubar por 30 min a 4°C.

Se eluyo con acido acético 0.8M, pH 2.5 y se colectd en fracciones de
2ml en viales.

Se cuantifico la concentracion de proteinas por la técnica de Bradford
(Anexo 2). Los viales que con alta concentracién de proteinas fueron

almacenados a—70°C.

Elaboracion de conjugado IgG de conejo anti-A. polyphaga-Biotina

La biotina N-hidroxysuccinimida (Sigma) fue disuelta en
dimetilsulfoxido (DMSO) a concentracion de 1 mg/ml (sol. A).

La concentracion de IgG anti- A. polyphaga para ser marcada con
biotina se ajustdé a 1 mg/ml en NaHCO;, 0.1M, pH 9.0 (sol. B). Las
soluciones anteriores se mezclaron a una relacion/proporcion de A:B de 1:8
a temperatura ambiente por 4 hrs posteriorinente la solucién se dializd con

PBS por 24 horas, haciendo un cambio de regulador a las 12 horas.
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Inmunocitoquimica.

Con el fin de verificar la afinidad de los anticuerpos IgG anti-A.
polyphaga, se realizé la siguiente prueba:

Se cosecharon cultivos de 7 dias a 37°C con 75% de trofozoitos y
25% de quistes. Los cuales se centrifugaron por 15 min a 1500 rpm, el
paquete celular se resuspendid en solucion salina y nuevamente se
centrifugo. El paquete celular se resuspendio en 1 ml soucion salina y
fueron fijadas con 5 ml de paraformaraldehido al 4%, por 30 min a
temperatura ambiente con agitacion constante. El nimero de amibas se
ajusté a 1x10° por ml, 5x10° amibas fueran incubadas con anti-A. polyphaga
acoplado a biotina de conejo (IgG-B) concentracion 1:50 y 1:100 en PBS
durante 2 hrs a 37°C.

Se lavaron tres veces con PBS, y una con PBS-T (Tween 20). Se
agregd avidina-peroxidasa (Sigma) a dilucién 1:1000 y se incubd por 1 h a
37 °C, se lavo tres veces con PBS. Posteriormente la reaccion de la
peroxidasa se reveld segin método de Karnovsky con diaminobencidina
(DAB)(Sigma) con un volumen de 100 ul, se dejo incubar por 15 min y
lavaron nuevamente después se agregé a los viales 1 ml de PBS, se
centrifugo y finalmente la pastilla fue resuspendida en aproximadamente

100 pl de PBS; se tomaron 20 ul y se hizo un frotis para observar al

MIiCroscopio.

Produccion de lesiones en sistema nervioso central.

Es importante mencionar que hasta el momento no existe un modelo

experimental de QA en el que se produzca la patologia semejante a la que



se presenta en el ser humano. Cuando se desea evaluar la patogenicidad y
virulencia de cepas de recién aislamiento se utiliza al ratén, provocando en
éste una infeccion en sistema nervioso central al ser inoculado con
trofozoitos, ya sea por via intranasal o intracerebral.

Con el propdsito de probar la IgG-Biotina en tejidos lesionados por la
amiba, se inocularon ratones con la cepa HCI-3 de A. polyphaga, por via
intracerebral a una concentracién de 6 x 10° amibas, con aproximadamente
70% de trofozoitos y 30% de quistes.

Al segundo y tercer dia los animales fueron sacrificados con anestesia
profunda por inmersion en éter, se les extrajo el cerebro y la mitad se fijé
en formaraldehido al 4% y la otra mitad se coloco en placas con agar no
nutritivo con bacteria £ aerogenes (NNE) a 35°C, para recuperar a las

amibas.

-

Inmunohistoquimica

Los cerebros fijados se deshidrataron, aclararon e incluyeron en parafina
para obtener cortes de 7 um de espesor. Los cortes fueron desparafinados e
hidratados hasta PBS, la actividad de la peroxidasa endogena fue bloqueada
incubando las muestras durante 10 min en una solucidon de H,0, al 3% en
PBS. Después de lavado con PBS-T los cortes se incubaron durante 30 min
con suero bovino al 10% en PBS para evitar la union inespecifica de los
anticuerpos, después el suero se decantd y el exceso se lavo ligeramente
con PBS-T.

Se aplico el anticuerpo IgG de conejo anti-A. polyphaga conjugado con
biotina a concentracion 1:50 y 1:100, incubando en camara humeda a
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temperatura ambiente durante 1 h, al término se lavd con PBS-T, en
agitacion durante 15 min. Posteriormente se aplico avidina-PO a diluciones
de 1:500 y 1:1000 y se incubé en camara humeda durante 1 h a
temperatura ambiente, después de lavado con PBS-T por 15 min la reaccion
de peroxidasa se revel segun el método de Karnovsky con DAB (Pierce),
después de lavados en PBS-T y en agua destilada los cortes se
contracolorearon con hematoxilina de Harris se deshidrataron y cubrieron
con resina sintética.

En cada uno de los ensayos se realizaron tinciones con un protocolo
semejante al descrito, excepto por la omision de la 1gG anti-A. polyphags,
ésto con el proposito de tener un control negativo de la reaccién.
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Resultados

Obtencion de anticuerpos IgG de conejo anti-A. polyphaga

Los sueros de los animales inmunizados con las diferentes cepas de A.
polyphaga se analizaron mediante precipitacion en capilar, los titulos de los
anticuerpos se muestran en la siguiente tabla:

Cepa | Titulo
HCI-2 | 1:2048
HCI-3 || 1: 8192
Ap | 1:8192
P23 | 1:16384 )

El mayor titulo se obtuvo para la cepa P23 con 16384, le siguen las
cepas HCI-3 y Ap con 8192, y finalmente HCI-2 con 2048. Los altos titulos
obtenidos indican que la metodologia utilizada para la inmunizacion fue
satisfactoria. Similares resultados fueron encontrados por I.D.L
(investigacion y desarrollo inmunoldgico) en esquemas de inmunizacion de 6
semanas.

A partir de los sueros se purificé la IgG mediante cromatografia de
afinidad en columna de Proteina-A-Sefarosa. En la figura 1 se muestra el

perfil de elusion obtenido.



Perfil de Elucion

£
o
=
w
a
=
=]
@
o
<

4 5

Figura 1. Perfil de elucidn de anticuerpos IgG. En las fracciones 4 y 5
se obtuvieron las concentraciones mayores de inmunoglobulina G anti-A.

polyphaga.
Las fracciones 1gG anti-A. polyphaga con la mayor concentracion de

proteinas se reunieron obteniendo las siguientes concentraciones:

[Anticuerpo | Concentracién de |
IgG proteinas (mg/ml)
'_Tt\r{ti-ApW: " 6.200
Anti-HCI3 | 3.064 |
[ Anti-P23 | 6520
B e
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Utilizacion del anticuerpo para detectar A. polyphaga en amibas
fijadas.

Para confirmar que el anticuerpo estaba biotinilado y el conjugado se
mantenia sin alteracion se hicieron tinciones inmunocitoquimicas, para ello
se incubaron amibas fijadas con diferentes diluciones de las fracciones de
IgG anti A. polyphaga, los resultados se resumen en la siguiente tabla

Anticuerpo Dilucién de Resultado
anticuerpo
IgG o HCI-3 1:50 +
IgG o HCI-3 1:100 +
19G « P23 1:50 +
IgG a P23 | 1:100 + .
IgG o Ap 1:50 +
19G a Ap ~1:100 P
GG o HCI2 | 1:50 *
IgG o« HCI-2 | 1:100 AR

En todos los casos la reaccion fue positiva tal como se observa en la

figura 2.
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Figura 2. Inmunocitoquimica con anticuerpos IgG anti A. polyphaga.
Trofozoito de A. polyphaga de la cepa P23 obtenida de un cultivo axénico
de 7 dias, el cual se incubo con el anticuerpo anti-A. polyphaga (obtenido
del suero anti-HCI-2)a una dilucién 1:50. Se observa que todo el trofozoito
es positivo a excepcion de la zona correspondiente a su vacuola contractil y
apreciandose claramente los acantdpodos y el nticleo. 450X



Utilizacion del anticuerpo para detectar A. polyphaga en cortes

histologicos.

En los cortes de los cerebros de los ratones infectados con A.
Polyphaga, se probaron los diferentes conjugados de IgG anti-A. polyphaga-
biotina (obtenido del suero anti-P23).

En todos los ensayos se obtuvo reaccion positiva (Fig. 3, 4)
comprobando la especificidad del anticuerpo en las tinciones realizadas

como controles negativos (Fig. 5).

Figura 3. Inmunohistoquimica con IgG anti-A. polyphaga diluido 1:100 en
cerebro de raton inoculado con A. polyphaga de la cepa HCI-3. Se

observan trofozoitos y un quiste. 450X
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Figura 4. Inmunohistoquimica con IgG anti-A. polyphaga diluido 1:50 en
cerebro de raton inoculado con A. polyphaga de la cepa HCI-3. Se
observan trofozoitos donde debido a la fuerte intensidad de la reaccién se

dificulta identificar sus organelos. 450X.

FAN
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Figura 5. Control negativo de la tincion en la que se omitid la IgG anti-A.
polyphaga aplicado solo avidina-PO a dilucion 1:500. Se observan los

trofozoitos tefidos con hematoxilina. 450X



DISCUSION

El diagndstico de queratitis por Acanthamoeba en la mayoria de los
casos se realiza tardiamente, cuando el dafio en la cornea es tal que amerita
un transplante.

Barrio y cols (1999), nos sugiere que la queratitis por Acanthamoeba
debe ser una de las posibilidades a considerar cuando un portador de lentes
de contacto padece una queratitis atipica, incluyendo una posible infeccion
herpética. En el 10% de los casos se ha descrito una infeccion bacteriana
secundaria, que puede complicar el cuadro clinico de las primeras etapas de
la enfermedad.

La identificacion de amibas patdgenas en el tejido corneal por los
métodos histoldgicos convencionales es dificil como lo demuestra Larkin
(1990), al contrastar dos muestras histoldgicas de cérnea de ratdn previa
infeccion con QA; una de ella fue tefiida con hematoxilina-eosina, y otra con
anticuerpos IgG-anti-Acanthamoeba, los resultados mostraron que en el
tejido tenido con hematoxilina-eosina, la existencia de una respuesta
inflamatoria de neutrdfilos y macréfagos en el sitio de la inoculacion no
permite distinguir entre amibas y células inflamatorias. Sin embargo al
utilizar los anticuerpos con la técnica de inmunoperoxidasa, se facilita
notablemente la identificacion.

Otro de los problemas con los que se enfrentan para el diagndstico
microbiolégico, es que a veces el nimero de amibas en los cortes
histologicos es muy bajo y/o suelen estar tan dispersos que es dificil
encontrarlas. En Espafa, en los laboratorios EXOPOL han estandarizado la
técnica de inmunoperoxidasa con mas de 70 patdgenos, llegando a la

conclusion de que la reaccion es rapida sensible y especifica, lo cual permite

3l



en nuestro caso identificar a las amibas, no obstante sean pocas y se
encuentren aisladas (http://www.exopol.com/). En los paises del primer
mundo, la utilizacién de anticuerpos policlonales no comerciales ha sido de
utilidad para la identificacion de amibas anfizoicas comprobando asi ser una
buena herramienta auxiliar en la identificacion de las mismas aunque la
metodologia no es accesible para todos los laboratorios (Fulcher y Dart,
1998).

En el presente trabajo, la obtencidn de un anticuerpo policlonal anti-A.
polyphaga y al conjugarlo con biotina permitid implementar la técnica
inmunohistoquimica, encontrando que una dilucion de 1:100 IgG anti-A.
polyphaga es la optima ya que permite visualizar nitidamente amibas y
quistes. A una mayor concentracién de IgG anti-A. polyphaga, (1:50) se
pueden observar las amibas sobretefiidas lo que impide observarlas con
nitidez y dificulta identificar organelos dentro de las células amibianas. En
las tinciones control, donde no se utilizd en anticuerpo primario, es posible
observar los trofozoitos pero su identificacion se dificulta, por lo que solo
podemos sugerir la presencia de las amibas.

En casos clinicos especificos es dificil observar a las amibas como se
ven en los cultivos, debido a la respuesta inflamatoria, por lo que su
identificacion con criterios exclusivamente morfoldgicos se dificulta, aunque
en este caso no se observo respuesta inflamatoria, por que el tiempo de
inoculacion en ratones fue muy corto (de 1 a 3 dias).

En México como ya se ha hecho mencién, no se considera a estas
amibas al momento de hacer diagndsticos diferenciales en pacientes con
infecciones en 0jo, en piel, o en el SNC, la utilizacion de la IgG anti-A.

polyphaga purificada permitird la identificacion certera y oportuna de estos
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(§%]



agentes etioldgicos lo que favorecera a la implementacion de esquemas
terapéuticos que conduzcan a la resolucion favorable de la patologia.

Hasta el momento no se dispone de esta técnica en los laboratorios de
andlisis clinico y de investigacion basica en nuestro pais que nos ayude a la
identificacion de amibas patégenas y tampoco se cuenta con registros
epidemioldgicos que evidencien la presencia de estos organismos en el
ambiente y por ende el peligro latente que pueden representar para la
salud.

Los anticuerpos purificados en este trabajo conforman una
herramienta confiable para la identificacion de estas amibas en casos
clinicos, y probablemente en el ambiente como, por lo que su utilizacion en
técnicas inmunoldgicas es un avance importante en el estudio de estos

patdgenos.
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CONCLUSION

La obtencién de anti-sueros especificos y la posterior purificacion de
anticuerpos IgG anti-A. polyphaga constituyen una pieza fundamental en
las pruebas inmunoldgicas que permitiran llevar a cabo diagndsticos
tempranos de las patologias de las cuales son agentes etioldgicos
(queratitis, EAG y rinitis entre otras), asi como detectarlas y hacer mapas de
las zonas donde se ubican las amibas y son consideradas como de riesgo
para la salud, lo que permitirad tomar medidas preventivas y de control de las

enfermedades que causa Acanthamoeba.

Dado que en nuestro pais existen antecedentes de EAG y QA, y su
diagndstico es dificil de realizar, ya sea porque el personal del area médica
no esta capacitado para ello, ademas de que la observacién de muestras
clinicas no siempre es féacil, resulta importante que en nuestro pais, se
cuente con IgG anti-A. polyphaga. Su utilizacion permitird favorecer un
diagndstico oportuno y adecuado y por ende la implementacion de
esquemas terapéuticos que favorezcan un mejor prondstico para los

pacientes afectados.



PROBLEMAS PENDIENTES

Contar con anticuerpos mas especificos por medio de la absorcion de
sueros contra otras amibas del mismo género; A. culbertsoniy A. castellanii
de las cuales se ha comprobado también su patogenicidad, eliminando con

ello posibles cruces antigénicos.

Implementacion de técnicas inmunoldgicas rutinarias (p Ej. ELISA)
para la deteccidon amibiana con el propdsito de contar con un registro
epidemioldgico como los que se llevan a cabo en otros paises; Estados
Unidos, Reino Unido y Australia, en donde se les ha dado una mayor

importancia a estas amibas y las patologias que ocasionan.

No obstante los avances obtenidos en el presente trabajo, es posible
aumentar la eficiencia diagndstica al difundir el conocimiento en el area
médica, de métodos mas efectivos que el simple cultivo de muestras clinicas
y la histologia convencional, de las cuales la microscopia confocal auxiliada
con técnicas inmunoldgicas y el diagndstico molecular a través de la

reaccion en cadena de la polimerasa son aun mas prometedores.



Anexo 1

Medios de cultivo

Chang
Peptona botriptasa 16.6 g
Dextrosa 27¢g
Na;HPO, 15¢g
KH,PO4 09g

Aforar con 1000 ml de H,0 dd.
Esterilizar a 15 Ib de presion por 15 minutos y agregar 0.1% de suero fetal
de bovino.

Agrar no notritivo (NNE) :

NaCl 0.12g
MgSO, 0.004 g
CaCi2 0.004 g
Na, HPO, 0.142 g
KH, PO4 0.136 g
Agar bacterioldgico 15¢

Aforar con 1000ml de H;0 dd.
Esterilizar a 15 Ib de presidn por 15 minutos, y una vez gelidificado el medio
se le colocaron 6 gotas de un concentrado de Enterobacter aerogenes.
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Anexo 2
Cuantificacion de proteinas por la técnica de Bradford

Se realizd una curva patrén con albimina sérica bovina (ASB) y se
midid la concentracion de proteinas en 50 pl de muestra en cada vial

obtenido en la columna de cromatografia, como se muestra en el siguiente

cuadro:

Tubo 112134567 8 |blanco
*ASB (ul) 10 j{ 20 jj 30 | 40 | 50 | 60 || 70 j 100 0
Sol.salina 90 |80 |70 | 60 | 50 14030 O 100

| Bradfordml | 5 J 5 | 5 } 55|55 5 5
*ASB: Albiimina sérica bovina 1mg/ml

Problema: 50 ul de muestra + 5 ml de Bradford.

Se dejo incubar por 10 minutos y posteriormente se midio la
absorbancia a 595 nm. Finalmente se interpolaron los datos para conocer la

concentracion de proteinas en cada muestra.
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