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RESUMEN 

Estudios previos han demostrado la presencia en el ambiente de protozoarios como las 
amibas de vida libre (AVL). Entre éstas, algunas especies del género Acanthamoeba 

pueden causar infecciones severas al hombre como la encefalitis amibiana 

granulomatosa (EAG) y la queratitis amibiana (QA). 

Uno de los problemas asociados con la detección de las AVL, tanto del ambiente como 

de individuos infectados, es el tiempo requerido para su identificación que en 

promedia es de una a tres semanas. 

El objetivo principal de esta investigación fue comparar el método tradicional para la 
identificación de amibas patógenas del género Acanthamoeba contra el ensayo de PCR 

utilizando dos iniciadores en muestras de agua (ambientales) en la Huasteca Potosi na, 

Durante un ciclo anual se realizaron cuatro muestreos en nueve cuerpos de agua 

diferentes, como manantiales, cascadas, lagunas, y piscinas alimentadas con aguas 

termales en la zona de la Huasteca en el estado de San Luís Potosí. Se recolectaron 74 

muestras por duplicado (148 en total), 74 muestras se procesaron por los métodos 
convencionales, cultivo e identificación morfológica del género Acanthamoeba y las 

otras 74 se analizaron por la técnica de PCR, usando los iniciadores GP(P2) y Ac6, el 
primero para la detección del género Acanthamoeba y el segundo para determinar si 

las amibas eran patógenas. 

En siete de los nueve lugares seleccionados se realizó el aislamiento de 39 amibas del 
género Acanthamoeba. El mayor número de aislados se obtuvo de las albercas "El 

Bañito", "El Gogorrón" y "Taninul". El estudio de patogenicidad mostró que 34 de los 

aislados eran patógenos para ratón. 

Con el iniciador Ac6, se determinó que 30 de los aislados (76.92%) eran patógenos, con 

el iniciador GP(P2), el resultado de 25 muestras (64.10%) coincidió con el método 

trad icional. 

Los resultados obtenidos demuestran que la técnica de PCR es una alternativa precisa, 
rápida y confiable para la identificación de Acanthamoeba a nivel de género, usando el 

iniciador GP(P2), así como para identificar acantamebas patógenas, con el iniciador 
Ac6. 

5 



Los resultados de este estudio demuestran la presencia de amibas del género 
Acanthamoeba en balnearios populares y cuerpos de agua natural de interés turístico, 

lo cual representa un riesgo de salud pública. 
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l. INTRODUCCiÓN 

Las amibas de vida libre (AVL), se encuentran en todo tipo de ambiente, ya que ocupan 

un lugar importante en la cadena alimentaria de las comunidades naturales del agua y 

el suelo, y aunque no puede considerarse como un hábitat, también se han encontrado 
en el aire (Rivera, et al., 1988, 1991) . 

A este grupo de protozoarios, en un principio se les dio el nombre de "Iimax" (forma 

viscosa, babosa), también se han descrito como amibas del suelo, amibas de vida libre 

y amibas "anfizoicas". Este último término se les dio por la dualidad biológica que 

presentan, ya que además de ser de vida libre (Page, 1976), pueden manifestarse como 
parásitos del sistema nervioso central (SNC), del tejido corneal (Kilvington et al., 1990), 

vaginal y prostático en el humano y algunos animales (Martínez, 1993). 

Existe un grupo de especies de AVL que pueden provocar infecciones humanos y 
animales. Este grupo lo conforman los géneros Naegleria, Acanthamoeba y Balamuthia 
(Visvesvara et al., 1993; Méndez et al., 1996), y probablemente Hartmannella (Centeno 

et al., 1996; Gallegos,1977). 

Las AVL patógenas han adquirido interés debido a que pueden producir patologías 

severas e incluso ocasionar la muerte (De Jonckheere, 1984). 

Las AVL patógenas provocan en el hombre dos trastornos que afectan el SNC: 

meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP) o naegleriosis y la encefalitis amibiana 

granulomatosa (EAG) o acanthamebosis; ambos trastornos son de naturaleza fatal y 

difieren con respecto al agente etiológico, patogenicidad, sitios de daño, curso y 

manifestaciones clínicas Uohn, 1993). 

Los reportes a nivel mundial demuestran que las AVL podrían constituirse en un 

verdadero problema de salud pública, por lo que deberían buscarse en las posibles 

fuentes de transmisión y en trastornos clínicos para establecer el diagnóstico 

diferencial, ya que puede ocasionar tener consecuencias secuelas graves ya que los 

tratamientos son poco efectivos en la mayoría de los casos (Martínez, 1993). 

Existe poco conocimiento entre el personal biomédico en relación a los padecimientos 

que causan estos organismos, por otro lado, los métodos para la identificación y '. 
diagnóstico requieren mucho tiempo lo que dificulta conocer la importancia clínica y 

7 



epidemiológica de las AVL. De ahí, surge la importancia de desarrollar métodos para la 

identificación de AVL patógenas basados en técnicas analíticas modernas como lo es el 

caso de la técnica de peRo 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Amibas de vida libre 

En 1841 Dujardin, describe por primera vez a Amoeba limax, una amiba pequeña de 

vida libre. Posteriormente Page, describe en agua dulce a Hartmanne//a limax, amiba 

que ya había sido descrita en 1899 por Schardinger con el nombre de Naegleria 

gruberi, quien la encontró en un paciente con disentería. Esta fue la primera vez que se 

reportó una amiba de vida libre asociada con un cuadro patológico (Rondanelli, 1987). 

Culbertson et al. (1958; 1959), demostraron la capacidad patógena del género 

Acanthamoeba, al inocularlas en ratones y monos. A partir de estos trabajos se sugirió 

que el hombre podía ser hospedero de estas amibas y sufrir daño similar al observado 

en los modelos iniciales. 

En el agua se les ha encontrado en agua dulce y potable (Rivera et al., 1979), termales 

naturales (Gallegos, 1977) y en aguas que reciben descargas industriales con 

temperaturas elevadas que favorecen su proliferación (De jonckheere, 1977; Visvesvara 

& Stehr-Green,1990). También han sido aislados en diferentes zonas de la región 
antártica (Rondanelli,1987), aguas y sedimentos marinos (Visvesvara et al.,1990; De 

jonckheere, 1991), aguas de desecho doméstico (Rivera et al., 1986a; Pearl et al. , 1990), 

en redes de agua potable, en piscinas (Rivera et al., 1983), en lagos, en aguas 

minerales embotelladas (Visvesvara,1990; Rivera et al.,1981), en diferentes tipos de 

secreciones en el humano tanto de individuos enfermos (Rivera et al.,1989), como 

portadores (Cerva et al., 1973). Se les ha encontrado también en tinas de hidromasaje y 

en unidades dentales (De jonckheere, 1991; Visvesvara,1990; Rivera et al.,1993), asi 

como en suelo y aire adheridas a las partículas de polvo (Rivera et al., 1987, 1988a, 

1991, 1992, 1994; Bonilla, 2000). 

Las AVL se distribuyen con relativa facilidad en el ambiente, gracias a su capacidad de 

formar quistes. En los ecosistemas acuáticos, desempeñan un papel importante en las 

cadenas alimentarias, por ser un eslabón entre los desintegradores y niveles tróficos 

superiores (Fenchel,1987). En el suelo, son reguladoras de poblaciones bacterianas y 

ocupan un lugar muy importante en el ciclo de los nutrimentos nitrogenados y del 

fósforo (Sleigh,1989). 
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2.2 Importancia clínica de Acanthamoeba 

En 1960 Kernohan, describió un caso de granuloma cerebral en una joven que murió, 
presumiblemente infectado por A. culbertsoni. Apley en 1970, reportó el caso también 

de un niño en Gran Bretaña, quien murió también a causa de Acanthamoeba 
(Griffin,1978). Los primeros casos humanos claramente identificados como causados 

por Acanthamoeba spp., fueron reportados en 1972 por Jager y Stamm, y en 1973 por 

Robert y Rorke (Martínez y Visvesvara, 1997). 

Los primeros aislamientos de Acanthamoeba en tejidos humanos fueron reportados por 

Visvesvara et al. (1983). El primero se aisló de los pulmones de un paciente que murió 

de EAG, el otro fue recuperado de tejido de un injerto en la mandíbula de un individuo, 
ambos se identificaron como A. caste//anii. 

También se han aislado de otras partes del cuerpo humano como cavidades nasales, 

garganta, tejido cerebral, heridas de la piel, en donde las amibas se alimentan de los 
-exudados y de las bacterias adheridas a la superficie (De Jonckheere, 1991; Gullet et 

al.,1979) y en córneas produciendo queratitis (Rondanelli,1987; Kilvington et 

al., 1990, 1991). 

La invasión del sistema nervioso central (SNC) en este caso, es secundaria a la infección 

en otro sitio del cuerpo. La puerta de entrada puede ser a través de la piel o mucosas, 

así como la aspiración de agua o aire contaminados con amibas o quistes de las 

mismas, una vez en el organismo se establece una lesión primaria desde la cual, por 
vía sanguínea alcanza el SCN (Pearl et al.,1990; Martínez & Visvesvara, 1997), y tiene 

como agente etiológico a A. caste//anii, A. culbertsoni, A. polyphaga, A. astronyxis, A. 

hatchetti, A. palestinensis y A. rhysodes. 

El primer registro de QA se presentó en la Gran Bretaña (Nagington,1975), en dos 

pacientes las amibas provocaron una ulceración crónica progresiva de la córnea, 

prodUCiendo la pérdida del ojo en uno de ellos. Las amibas fueron identificadas como 
A. polyphaga y A. caste//anii. En Estados Unidos de Norteamérica los primeros casos 

reportados se presentaron en Texas Oones et al., 1975). Dos de ellos se diagnosticaron 

como queratitis y un tercero como uveítis. En los tres reportes, Acanthamoeba fue 

identificada como el agente causal del padecimiento (Martínez & Visvesvara,1977) . 
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2.3 Morfología y ciclo de vida de Acanthamoeba 

El género Acanthamoeba, presenta dos estadios: el trofozoíto o forma reproductiva y el 

quiste o forma vegetativa (Page,1988; Pussard & Pons,1977). 

El trofozoíto de Acanthamoeba mide de 24-56 ~m . El núcleo es circular de 7 a 1 O ~m 

de diámetro con un nucleolo central, presenta vacuolas contráctiles y una vacuola 

digestiva de mayor tamaño que estas últimas Uohn,1993). 

El quiste de Acanlhamoeba tiene un diámetro de 13- 28 ~m. En algunas especies, el 

exoquiste es moderadamente ondulado y el endoquiste presenta un arreglo poligonal, 
este último es lo que distingue a Acanthamoeba de otras AVL y también sirve como 

referencia para distinguir las variedades de especies del género. Las dos membranas 

están separadas a lo largo de la periferia y solamente se unen en ciertas partes que 

corresponden a las puntas de los extremos del polígono, para dar origen a los poros. 

Hasta el momento se desconocen los mecanismos que se llevan a cabo en el proceso 

de enquistamiento y exquistamiento. Se sabe con certeza que factores ambientales 

como el pH, la temperatura, la falta de nutrimentos y la desecación del medio pueden 

iniciar la formación del quiste . 

2.4 Cuadro clínico, diagnóstico y tratamiento de la encefalitis amibiana 
granulomatosa (EAG) 

La EAG, produce una encefalitis granulomatosa subaguda o crónica, difusa, 

necrotizante, debida a la acción enzimática inducida por hidrolasas lisosomales ya una 

fosfolipasa capaz de degradar fosfolípidos de la vaina de mielina (Martínez y 

Visvesvara,1997). Se estima que estas amibas se diseminan por vía sanguínea, desde la 
piel o desde los pulmones (Gullet el al.,1979). 

Acanthamoeba presenta un curso de invasión lento y preferentemente afecta ganglios 

basales; las lesiones se caracterizan por ser granulomatosas y al establecerse 

paulatinamente provocan una encefalomacia, encontrando en ellas tanto trofozoítos 

como quistes; se presentan parestesias o crisis convulsivas dependiendo del sitio 

irritado o dañado. Esta enfermedad ocurre en individuos crónicamente 

inmunodeprimidos o en pacientes inmunocomprometidos incluyendo a pacientes con 
el síndrome de inmunodeficiencia adqUirida (SIDA) (Pearl et al.,1990 ; Alvarez et 
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el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Pearl et al.,1990; Alvarez et 

al., 1996; Martínez,l 993; Ferrante, 1991), diabéticos y alcohólicos (Martínez, 1980; Hunt 

et al., 1995), por lo que Acanthamoeba se comporta como oportunista (Martínez, 1980). 

El cuadro clínico, suele confundirse con tuberculosis cerebral, abscesos cerebrales y 

afecciones virales (Martínez,1985). Sin embargo, los antecedentes del paciente así 

como un cuadro respiratorio bajo y la rebeldía al tratamiento del proceso, debe hacer 

pensar en acantamebosis. 

Hasta hoy, el procedimiento más importante para el diagnóstico rápido de EAG ha sido 

el examen microscópico directo del LCR por medio de preparaciones en fresco y 

buscando trofozoítos móviles. La desventaja de este método, es que en la clínica 
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raramente se sospecha de la 

presencia de AVL, por lo que 

sencillamente no se buscan y por 

otro lado, se requiere cierta 

experiencia para reconocerlas. 

A pesar de la información 

existente acerca de las AVL 

patógenas, se carece de un 

tratamiento adecuado para 

controlar o erradicar la infección 

de manera efectiva. Se han hecho 

varios estudios para identificar los 

agentes terapéuticos más 

efectivos para controlar las 

infecciones causadas por 
Acanthamoeba sin que se haya 

encontrado hasta la fecha, un 

tratamiento totalmente efectivo 

(Martínez, 1985). 



2.5 Cuadro clínico de la QA. 

Otro de los padecimientos producidos por estas amibas, y no menos importante es la 

queratitis amebiana (QA), la cual aunque no llega a ser fatal, si tiene gran importancia 

por el aumento en el número de reportes y por los daños que causa a la córnea de las 

personas afectadas, esta infección es crónica y poco común pero muy devastadora. 

Principalmente se presenta en individuos jóvenes, sanos e inmunocomprometidos y 

principalmente entre los usuarios de lentes de contacto. 

El cuadro clínico se caracteriza por la presencia de dolor ocular severo, generalmente 

unilateral, irritación, sensación de cuerpo extraño, fotofobia y evolución crónica a pesar 

del tratamiento. Los análisis son negativos para hongos, bacterias y virus . Con 
frecuencia se le llega a confundir con queratitis causada por Herpes simplex. (Martínez 

y Visvesvara, 1997). 

El tratamiento de la QA no es sencillo, debido principalmente a la resistencia de estos 

organismos a los fármacos convencionales usados contra bacterias, hongos, 

protozoarios y virus. Sin embargo, el ketoconazol, miconazol, isotionato de 

propamidina, han mostrado cierta efectividad en algunos pacientes (Martínez y 

Visvesvara, 1997). En México, se presentó un caso de QA en donde se uso Itraconazol 

con éxito (Omaña, 1997). 

2.6 Patogenicidad 

No se conocen con exactitud los mecanismos de patogenicidad de las AVL patógenas, 

así como tampoco los factores que determinan la infección y por consiguiente la 

enfermedad que ocasionan, sin embargo, se sabe que en este proceso intervienen 

funciones como la fagocitosis o a la producción de algunas enzimas como fosfolipasas, 

lisofosfolipasas, hidrolasas, glicosidasas y elastasas. Estas amibas producen enzimas 

citopáticas, capaces de degradar proteínas del tejido conectivo (colágena y fibrina), 
acompañado de un proceso inflamatorio, como por ejemplo Acanthamoeba castellanii 

produce enzimas colagenolíticas, que pueden degradar el tejido corneal (Omaña, 
1997). 
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2.7 Ubicación taxonómica. 

La ubicación taxonómica de Acanthamoeba de acuerdo a Levine et al., (1980) se 

muestra en el siguiente esquema. 

Reino 

Subreino 

Phylum 

Subphylum 

Superclase 

Clase 

Subclase 

Orden 

Suborden 

Familia 

Género 

Figura 2. Ubicación taxonómica de las AVL patógenas 

pr¡ista 

Protozoa 

¡ 
'""mT'O'hO" 

Sarcodina 

¡ 
Rhlzopoda 

~ 
LOb¡ea 

Gymr,,",a~ 

Amoeblda Schizopyrenida 

T'"I'" ~ A,~mr'" 1 
Hartmannellidae Acanthamoebidae 

¡ ¡ 
Vahlkampfiidae 

1\ 

Leptomyxida 

1 
Leptomyxidae 

¡ 
Hartmannella Acanthamoeba Naeg/eria Va/hkampfia Ba/amuthia 
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Recientemente la Sociedad de Protozoología (Lee et al., 2000) publicó una guía 

ilustrada de los protozoos donde ubican al género Acanthamoeba como sigue : 

"Grupo" Ramicristate amoebae (Gymnamoebae) 

Orden Centramoebida 

Familia Acanthamoebidae Sawyer & Griffin, 1975 
Género Acanthamoeba Sawyer & Griffin, 1975 

2.8 Epidemiología 

La frecuencia real de las infecciones por AVL en humanos no es conocida; sin embargo, 

hasta la fecha a nivel mundial se reportan aproximadamente 201 casos de MEAP 
producidos por Naegleria fowleri, 171 de EAG ocasionados por Acanthamoeba o 

Balamuthia y más de 581 casos de QA causados por Acanthamoeba spp. (Martínez et 

al.,1994; Martínez y Visvesvara, 1997; Lares-Villa, 2001) (Tabla 1). 

La EAG se presenta en individuos debilitados o inmunosuprimidos. John (1993) reportó 

dos casos fatales en individuos con SIDA y Martínez y Visvesvara (1997) reportan que 

de 100 casos de EAG en Estados Unidos, aproximadamente 50 eran pacientes con SIDA 

o HIV positivos. 

2.9 Antecedentes en México. 

En México se reportaron los primeros casos en humanos de MEAP en 1978, causados 
por Naegleria fowleri. Un joven de 16 años con antecedentes de haber nadado en los 

canales de riego del valle de Mexicali, Baja California (Valenzuela et al., 1 984). Desde 

entonces, 29 casos de MEAP se han diagnosticado en México. 

Hasta la fecha se han registrado 12 casos de EAG causados por Balamuthia (Lares-Villa, 

2001) y sólamente uno debido Acanthamoeba (Ortiz' et al., 2000); cuatro casos de 

queratitis por Acanthamoeba, dos diagnosticados de cultivos de córnea y dos de lentes 

de contacto con trauma de penetración corneal y exposición a aguas contaminadas 

(Omaña, 1997; Lares-Villa, 2001). 

Por otro lado, se han publicado otros casos clínicos asociados a AVL de la familia 
Leptomyxidae, ala cual ahora se le conoce como Balamuthia) (Visvesvara et al., 1993). 
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Tabla NO.l. Distribución geográfica mundial de la MEAP, EAG Y QA* 

País MEAP EAG DA Total 

Alemania - - 2 2 

Araentina - 1 - 1 

Australia 19 7 > 1 > 27 

Barbados - 1 - 1 

Bélaica 5 - > 1 6 
Brasil 5* 3 > 4 > 12 

Canada - 5 - 5 

Chile - 1 - 1 

China - 2 - 2 

Colombia - 2 1 3 
Corea del sur 1 1 - 2 

Cuba '* - - 1 
Estados Unidos 81 100 > SOO >681 

Francia - - 3 3_ 
I l.llam 1 J - 2 

Holanda - - > 1~ >J5 
Honduras - 2 - 2 
Hunoría - - 2 2 
India q* 3 >1~ >22 
Italia - 1 3 4 

laoón 1 3 3 7 

México 29 13 >3 >45 

Nueva Guinea 1 - - 1 

Nueva Zelanda 8 - - 8 

Niaeria 4 1 - 5 

Panamá 1 - - 1 

Perú - 14 - 14 

Puerto Rico 1 - - 1 

Reino Unido 5 - > 30 <35 
Reo, Checa 18 2 - 19 
Sudáfrica 1 1 - 2 

Suiza - - 1 1 
Tailandia 5 5 - 10 
LJaanda 1 * - - 1 
Venezuela 4 3 2 9 
Zambia - 1 - 1 

I Total 201 172 >581 >954 

• Tomado de (Bonilla, 2000; Lares-Villa, 2001) 
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2.10 Método tradicional de identificación de Acanthamoeba 

Las muestras de agua o líquido cefaloraquídeo (LCR) se concentran y se siembran en 
placas de agar no nutritivo con Enterobacter aerogenes (medio NNE) (Rivera et al., 

1987; De Jonckheere, 1977). Las placas de medio NNE inoculadas con la muestra de 

agua se incuba a 37" C durante 48 h., en las placas en donde se observe crecimiento de 

amibas se marca la zona de mayor abundancia y se transfieren a medios axénicos. 

Después de obtener cultivos axénicos, se procede a realizar la identificación 

morfológica, la prueba de patogenicidad en ratones, análisis de isoenzimas y/o 
técnicas inmunológicas (Rivera et a/. , 1987; Bonilla, 2000). 

Una de las técnicas que se han usado para la identificación de AVL a nivel de especie, 

es el análisis de isoenzimas (De Jonckheere,1987; Rondanelli,1987; John,1993). 

Mediante este método se han logrado detectar patrones enzimáticos distintivos de 
cada especie, especialmente de Naegleria y Acanthamoeba, debido al potencial 

patógeno de algunas de sus especies. Sin embargo, se ha demostrado que no son 

100% precisas, ya que organismos de la misma especie pueden mostrar zimogramas 

diferentes (De Jonckheere, 1983 ). 

El método tradicional para el aislamiento e identificación a nivel de especie de 
Acanthamoeba requiere aproximadamente de 30 a 40 días, además del costo de los 

medios axénicos y reactivos necesarios para ello. 

En los últimos años se han venido desarrollando diferentes métodos de biología 

molecular, entre éstos, la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), por 

sus siglas en inglés, para la identificación de seres vivos. En el caso de las AVL, se ha 
usado principalmente para identificar amibas de los géneros Naegleria y 

Acanthamoeba. En lo que concierne al género Acanthamoeba, algunos estudios se han 

enfocado a identificar organismos patógenos a partir de un segmento de su ADN 
(Vodkin et al., 1992; Lehmann et al., 1998; Howe et al., 1997). 

2.11 Método de Identificación por ADN. 

A partir del desarrollo de la PCR en 1985, se abrieron grandes expectativas desde los 

estudios forenses hasta ecológicos, y de manera especial en el campo de la 

17 



investigación médico/clínico. En el caso de los análisis clínicos para la detección de 

organismos causales de enfermedades, se ha demostrado que la técnica de PCR es una 

herramienta práctica, rápida y segura, con la condición de que previamente se hayan 

encontrando la o las secuencias específicas del organismo causante . De la misma 

manera, la técnica se ha propuesto para identificar organismos del ambiente, por su 

importancia tanto ecológica como epidemiológica (Kilvington y Beech ing, 1995b). 

En relación al género Acanthamoeba, se han utilizado diferentes técnicas para 

identificar miembros de este género. Entre éstos se encuentran la técnica de cortes por 

enzimas de restricción con la creación de los llamados "mapas del genoma" (RFLP por 

sus siglas en inglés ; restriction fragment length polymorphism) del ADN mitocondrial 
(Costas et al., 1983; Kilvington et al., 1991; Yagita yEndo, 1990); PCR (Vodkin et 
al.,1992 ; Lehmann et al., 1998), e hibridación de ADN ribosomal (Gast y Byers,1995). El 

uso y desarrollo de estas técnicas se ha enfocado de manera especial a la detección e 

identificación de organismos con capaCidad patógena. (De Jonckheere, 1991; Kilvington 
y Beeching, 1995a; McLaughlin et al., 1998). 

2.12 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

Los métodos convencionales de análisis molecular requieren de grandes 

cantidades de muestra de ADN intacto, lo que no es necesario en la técnica de PCR, lo 

que permite el análisis de muestras de individuos que se encuentran en colecciones de 

museos, incluyendo a las especies extintas (Arnhelm y Levenson, 1990). Por ejemplo, 

en la Universidad de California Berkeley, se utilizó la técnica de PCR para amplificar 
ADN de un animal extinto pareCido a la cebra a partir de un trozo de piel (Arnhelm et 
al.,1990). 

La PCR se uso inicialmente en 1986, como una forma de evidenciar la presencia de 

microorganismos en diferentes ambientes como el suelo, sedimentos yagua. Aunque 

se usó en la detección de organismos potencialmente patógenos, la sensibilidad y 

especificidad permitió a los investigadores continuar con estudios básicos de ecología 

microbiana (Espinosa de los Monteros,l 993). 

Una de las primeras aplicaciones de la PCR en biología molecular, fue para conocer la 

ingeniería de la distribución genética en los microorganismos (GEMs). Los resultados 

registraron un incremento del doble en sensibilidad comparado con muestras no 

amplificadas. 
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La PCR es un proceso enzimático in vilro para la amplificación de la secuencia del ADN, 

a partir de cualquier tipo de ADN patrón (bacteriano, viral, protozoológico, vegetal o 

animal), extrayendo en ciclos discretos de amplificación, secuencias de ADN, en donde 

cada uno de estos ciclos puede aumentar al doble la cantidad de ADN patrón en una 

muestra. La PCR puede aumentar la secuencia de un ADN específico en cientos de 

millones de veces. La PCR convierte la doble banda del ADN en una banda sencilla, 

uniendo los iniciadores al ADN patrón y extendiéndolos por la acción de la ADN 

polimerasa. Los iniciadores que son oligonucleótidos, hibridizan sus homólogos 

específicos de la secuencia del ADN colocándolos a un costado del segmento de ADN 

patrón. Para que la ADN polimerasa actúe, necesita de la presencia de trifosfatos de 

oxinucleótidos libres (dNTPs) (Ronald, 1991). 

La clave para la eficiencia de la técnica de PCR es el uso de la ADN polimerasa 

termoestable, normalmente se usa la Taq ADN polimerasa, de esta manera, el ADN 

puede ser duplicado elevando la temperatura sin desnaturalizar la enzima y con los 

ciclos repetitivos se produce el incremento exponencial en el ADN, producido a partir 

del ADN inicial. Los componentes esenciales en la reacción por PCR son: Taq ADN 

polimerasa, Iniciadores Oligonucleótidos, dNTPs, patrones de ADN y iones de 

magnesio. Los iniciadores típicos tienen 18 o 28 nucleótidos de largo, conteniendo de 

50 o 60 % las bases G+C y la óptima concentración de dNTP suele ser de 20 a 200 

micromolar para obtener una adecuada especificidad y fidelidad de la prueba; en 

cuanto al magnesio, se recomienda de 0.5 a 2.5 milimolar sobre el total de la 
concentración de dNTP usado (White el al., 1989; Arnhelm el al., 1990). 

El procedimiento con el cual se puede amplificar la secuencia de un ADN patrón, 

necesita al menos una parte por millón del total de la muestra inicial (Arnhelm y 

Levenson,1990). 

Para el estudio de poblaciones microbianas, la técnica de PCR ofrece una alternativa 

mucho más viable que algunos métodos tradicionales, como en la identificación de 

microorganismos indicadores de la calidad del agua (coliformes) o de organismos 
causantes de epidemias como Vibrio cholerae (Fields el al.,1992; Pickup, 1991), ya que 

se disminuye considerablemente el tiempo de identificación de los organismos 
causales (Arnhelm el al.,1990). Además, según Ronald (1991), la técnica se puede 

aplicar para la detección de varios tipos de microorganismos a la vez, sin problemas de 

confusión de especies. 
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De acuerdo a Arnhelm y Levenson (1990), la PCR tiene una gran variedad de 

aplicaciones en diferentes campos de estudio por ejemplo, los siguientes: 

l. Detección de comunidades microbiológicas en diferentes ambientes. 

2. Monitoreo e identificación de comunidades microbiológicas indicadoras de la 

calidad del agua. 

3. Simplificación de técnicas de biología molecular (clonación, secuenciación y 

en la modificación específica de la secuencia de ácidos nucleicos). 

4. Monitoreo de virus patógenos en muestras de agua. 

5. Monitoreo de protozoarios patógenos en el agua. 
6. Monitoreo de Legione/la sp. 

7. Monitoreo de la actividad microbiana con metabolismos específicos . 

8. Diagnóstico prenatal de enfermedades genéticas. 

9. Análisis retrospectivos en tejidos humanos. 

10. Análisis del ADN en medicina forense. 

11. Aplicación en diferentes problemas industriales. 

La técnica de PCR, causó un gran impacto entre los científicos que se dedican a 

estudios de Biología molecular, principalmente por su versatilidad, rapidez y 

disponibilidad para la resolución de diferentes problemas en comparación con los 

métodos tradicionalmente usados. Ahora la dificultad de aislamiento y la manipulación 

de secuencias específicas de ADN se han reducido, sobre todo para aquellos que 

cuentan con un entrenamiento limitado en biología molecular y bioquímica y en los 

casos en donde los estudios no disponen con grandes cantidades de material 

biológico. 

De esta manera, la aplicación de la técnica de PCR en la identificación de las AVL 

patógenas, se vuelve de gran utilidad por dos factores que pueden determinar la 

sobrevivencia de un paciente; el diagnóstico oportuno de la infección y la identificación 

precisa de la especie amibiana causante. Información de gran relevancia, especialmente 

con el propósito de aplicar la terapia farmacológica adecuada. 
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Para llevar a cabo la identificación correcta hasta el nivel de especie de las amibas 

patógenas, ya sea de muestras del ambiente o de muestras clínicas se requiere 

personal especializado y con experiencia. Para un técnico de laboratorio y aún para un 

microbiólogo es muy difícil identificar la especie a la que pertenecen estos organismos, 

sobre todo si se encuentran o se aíslan en cantidades poco abundantes pues con 

frecuencia, estas amibas se confunden con facilidad con objetos de diferente 

naturaleza o células de otro tipo para alguien que no esté bien capacitado. 

Hasta el momento se ha trabajado con el 'aislamiento e identificación de las AVL por los 

métodos convencionales con cierto éxito; sin embargo, existen varios inconvenientes 

durante el aislamiento, identificación morfológica, axenización, comprobación de 

patogenicidad e incluso en la confirmación de especies, además se requieren varios 

días o semanas para concluir el proceso. En México no se han realizado estudios 

ambientales en donde se aplique la técnica por PCR para la identificación de 
Acanthamoeba. 

Debido a lo anterior, es necesario desarrollar e implementar el uso de técnicas 

modernas como la de la PCR, tanto para estudios ecológicos y epidemiológicos como 

para diagnóstico clínico de las enfermedades provocadas por las amibas patógenas de 

vida libre y evitar así, que el número de muertes por esta enfermedad se incremente. 

Con el presente trabajo, se pretende establecer una mejor alternativa al proponer el 
uso de la PCR para la identificación de amibas del género Acanthamoeba (iniciador 

GP(P2», así como acantamoebas patógenas (iniciador Ac6), tanto del ambiente como de 

casos clínicos, para contar con una herramienta rápida, sensible y confiable. 
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4. OBJETIVOS 

GENERAL: 

- Comparar la metodología tradicional para la identificación de amibas 
patógenas del género Acanthamoeba contra el ensayo de PCR, utilizando dos 

iniciadores en muestras ambientales (agua). 

ESPECíFICOS: 

1.- Aislar amibas patógenas del género Acanthamoeba por el método tradicional, 

en diferentes reservorios de agua en la Huasteca Potosi na. 

2.- Identificar los aislados utilizando el método de caracterización morfológica y 

patogenicidad en ratón. 

3.- Estandarizar la prueba de PCR con los iniciadores Ac6, GP(P2), utilizando 

cepas de referencia. 

4.- Caracterizar y comparar con la técnica de PCR las amibas identificadas por le 

método tradicional. 
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 

Estudios previos realizados por la FES-Iztacala (Proyecto CyMA), en diferentes cuerpos 

de agua naturales y artificiales en el Edo. de San Luís Potosí, demostraron la presencia 
de AVL, entre ellas especies del género Acanthamoeba (Bonilla, et al., 2000; Gallegos, 

1997). Con ese antecedente, se seleccionaron nueve sitios de muestreo cuyas 

características se resumen en el siguiente cuadro. 

Tabla 2. Características de los sitios de muestreo. 

Lugar de Características Sitio de toma de muestra Clave 

muestreo 
Media Luna Laguna natural, manantial y ríos Laguna principal ML 1 

Reservorio de flujo continuo ML 2 

Salida del río hacia el canal de ML 3 

riego 

Cascad itas Río de un afluente principal Parte central del río principal 

Tamasopo 

Taninul 

Xilitla 

Balneario con piscinas artificiales de agua Alberca principal 

de flujo continuo formando un río Fosa secundaria cercana a la 

salida del río 

Balneario con manantial dentro de un Parte central de la alberca 

hotel, con agua termales, sulfurosas y 

de flujo continuo formando un río 

principal 

Salida hacia el río 

Piscinas artificiales alimentadas por un Primera fosa después de una 

manantial y construidas a lo largo del río cascada 

Ca 1 

Tm 1 

Tm 2 

Tn 1 

Tn 2 

Xi 1 

Tercera fosa Xi 2 

Tancanhuitz Fosa natural formada por el flujo continuo Parte cercana a la orilla de la Tan 1 

del río fosa, muy cerca de la carretera 

Tambaque Manantial de aguas de flujo continuo Manantial y nacimiento del río 

formando un río Lugar de recreación de bañistas 

Bañito Balneario con piscinas artificiales de agua Fosa principal del manantial 

Gogorrón 

termal de flujo continuo Piscina principal 

Chapoteadero 

Balneario con piscinas artificiales de aguas Fosa principal 

termales Fosa profunda 

Chapoteadero 

Tam 1 

Tam 2 

Ba 1 

Ba 2 

Ba 3 

Ca 1 

Ca 2 

Ca 3 

Se realizaron cuatro muestreos trimestrales, uno en cada estación del año, de enero de 

1997 a febrero de 1998. Se incluyeron balnearios naturales y artificiales (aquellos que 

están constituidos por piscinas), tanto termales como no termales. 
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5.1 Trabajo de campo 

Las muestras se tomaron en las zonas más accesibles de los cuerpos de agua , 

considerando aquellas zonas que las personas prefieren para nadar. Se recolectaron 

por duplicado en frascos estériles de polipropileno de 1 It. Las muestras se tomaron en 

los primeros 10 cm bajo la superficie del agua, considerando cúmulos de algas y 

demás partículas flotantes, para aumentar la probabilidad de aislamiento (Kyle and 

Noblet,1987). Se conservaron a temperatura ambiente, para ser procesadas en el 

Laboratorio de Microbiología de la Universidad de San Luis Potosí, (Unidad Ciudad 

Valles). 

5.2 Método Tradicional. 

El primer grupo de muestras, se filtró en membrana Millipore de 8 IJm de diámetro, las 

membranas se colocaron sobre cajas de Petri que contenían medio NNE (De 

Jonckheere,1977; Page, 1988) (Apéndice 1), las cuales, se mantuvieron hasta llegar al 

laboratorio de la FES-Iztacala antes de 72 hrs., invertidas yen bolsas de plástico, no se 

congelaron ni se adicionaron preservadores, para evitar dañar las amibas. 

5.3 Método para la técnica de PCR. 

El segundo grupo de muestras (duplicado), también se filtró con membrana Millipore 

de 8 IJm de diámetro. Se colocó la membrana en un tubo de centrífuga estéril y se 

adicionaron S mi de solución SET (sacarosa EDTA) inmediatamente después de haber 

filtrado, y se resuspendió por agitación directa, retirándose posteriormente la 

membrana y congelando la suspensión a -20 OC hasta el momento en que se realizó la 

extracción del ADN. Todo lo anterior se llevo a cabo bajo condiciones de esterilidad 
(Innis,1990). 

5.4 Aislamiento y cultivo por el método tradicional 

5.4.1 Cultivo monoxénico 

En el laboratorio de la FES-Iztacala, las- membranas se retiraron de la superficie del 

agar y se observaron al microscopio, localizando y marcando las zonas con crecimiento 

amibiano. Estas se transfirieron a cajas con NNE por duplicado y se incubaron a 

temperatura ambiente (20-22 oC) y a 37 oc. Al mismo tiempo, como controles, se 
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prepararon dos cajas de Petri con NNE, y se incubaron en las mismas condiciones y 

temperatura durante 24 hrs. 

Después del periodo de incubación, los cultivos se observaron diariamente durante 15 

días con un microscopio invertido (Zeiss, Mod. D, con objetivos 10X y 40X). De cada 

una de las placas se aislaron las colonias de amibas y se subcultivaron cada una por 

separado en medio NNE, incubándose a la misma temperatura a la que crecieron 

previamente. Para mantener a las amibas aisladas se hicieron subcultivos semanales. El 

manejo de las placas se realizó con material esteril yen campana de flujo laminar. 

5.4.2 Cultivo axénico. 

De los cultivos monoaxénicos se seleccionó una zona con crecimiento amibiano en 

estado de trofozoíto y se transfirieron trozos de aproximadamente 1 cm2 a los medios 
PBSGM (Chang modificado por Rivera, et al. /1987) y Bactocasitona (BC) al 2%, con 10% 

de suero fetal de bovino y se incubaron a 30 oC, manteniendo los tubos inclinados y sin 

agitación con el fin de que las amibas pudieran adherirse en la mayor superficie posible 

del tubo (Cerva, 1967; Page, 1988; Martínez,1985). 

5.5 Identificación. 

Para la identificación, además de la observación con el microscopio, se consideraron el 

tamaño de los trofozoítos y quistes (morfometría), la tolerancia a la temperatura y su 

virulencia. 

5.5.1 Morfológica. 

La identificación morfológica de las amibas se realizó con un microscopio de contraste 
de fases (Zeiss Mod. 111, objetivos 40X y 100X), realizando preparaciones in vivo de 

cultivos axénicos de los trofozoítos y quistes en diferentes fases de maduración y 

usando las claves taxonómicas de Pussard y Pons (1977) y Page (1988). Se 

determinaron el largo, ancho y diámetro del núcleo de 50 trofozoítos e igual número 

de quistes. Se registraron las diferentes formas tanto del trofozoíto como del quiste, 

así como las características más relevantes. 
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5.5.2 Sensibilidad a la temperatura 

Esta prueba consiste en determinar la temperatura máxima y óptima de crecimiento de 

las amibas aisladas. Cada uno de los aislamientos se sembró por cuadruplicado en 

medio NNE y se incubaron a temperatura ambiente (20-22 ·C ), 37, 42 Y 45 OC Y 

posteriormente se observaron con el microscopio invertido durante una semana 

verificando el desarrollo amibiano (Page, 1988). 

5.5.3 Ensayo de patogenicidad 

El ensayo se realizó en grupos de cinco ratones machos de la cepa Cd-1, de tres 

semanas de edad. Se inocularon trofozoítos obtenidos inmediatamente después de la 

axenización para evitar que perdieran su virulencia (De Jonckheere, 1983, 1984; Reilly 
et al., 1983). La inoculación se realizó por vía intracerebral y por instilación nasal. Los 

trofozoítos de cultivo axénico de aproximadamente 5 días (fase exponencial), se 

ajustaron a una cuenta de 1 Xl 03 - 1 Xl 06 / mI. El volumen inoculado fue de 20 !JI, para 

la aplicaCión intracerebral se inoculó a través de la articulación interpariental, a la 

altura de las orejas (Cerva,1967a; Ferrante, 1991). Para la inoculación nasal, se aplicó 

la misma dosis a través de los orificios nasales del ratón . Como testigo se inoculó un 

grupo de cinco ratones con medio de cultivo sin amibas. 

Los ratones se observaron diariamente durante 21 días, registrando los cambios en su 

comportamiento, así como la fecha. Las cepas se consideran patógenas cuando al 

término de la prueba, la mortalidad en el grupo de ratones es igualo mayor al 60%. 

Los animales que sobrevivieron los 21 días, al igual que el grupo control, se 

sacrificaron introduciéndolos en una cámara con éter y se les extrajo el cerebro, se 

colocó en medio NNE y se incubaron a 30 ·C, con el fin de determinar si hubo 

desarrollo amibiano en ese órgano. 

En los ensayos en donde las amibas presentaron características patógenas, se 

colocaron porciones de algunos órganos, tanto de los ratones muertos, como de los 

sacrificados (cerebro, hígado, pulmones y riñones) en placas con medio NNE, que se 

mantuvieron a 30 oC por 24 - 48 h. 
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5.6 Identificación por la técnica de la Reacción en Cadena de la Polimerasa ( PCR) 

5.6.1 Extracción y Purificación del ADN 

La extracción del ADN se realizó por el método de fenol cloroformo (Molecular 

Microbial Ecology Manual, 1995), de acuerdo a la siguiente descripción. 

Se cultivaron los trofozoítos (controles positivos) en medio axénico a 30 oC en frascos 

de cultivo de tejidos de 1 x 180 cm2,por aproximadamente cinco días. Se concentró por 

centrifugación a 2500 rpm durante 15 minutos. El precipitado obtenido se resuspendió 

en 4 mi de buffer de lisis (congelar a -20°C, si no se procesa inmediatamente). Para 

eliminar las proteínas se trato con 70 J.!I de proteinasa K y 400 J.!I de sarkosyl 20% al 

(2%) y la mezcla se agitó suavemente. Se incubó a 65 oC por 2 horas en baño maria y se 

enfrió en hielo y transfirió a un tubo separador de suero (TSS Becton Dickinson 6510). 

A la suspensión obtenida, se le adicionaron 4 mi de una solución fenol: cloroformo: 

alcohol isoamílico (25 :24:1), se agitó suavemente a temperatura ambiente por 3 mino 

Se centrifugó a 3,000 rpm. durante 15 min y se recuperó el sobrenadante en otro tubo 

TSS. Se repitieron los pasos de enfriamiento en hielo y la adición de la solución de 

fenol: cloroformo: alcohol isoamílico (25:24:1), hasta que el material desnaturalizado 

se hizo evidente en la fase orgánica atrapada por debajo de la barra de gel. Se 

recuperó y se vació el sobrenadante dentro de otro tubo TSS y se le adicionaron 4 mi 

de solución de cloroformo: alcohol isoamílico (24: 1), agitándose suavemente. 

Posteriormente se centrifugó a 3,000 rpm durante 5 mino y el sobrenadante se 

transfirió a un tubo de centrifuga de polipropileno, al cual se le adicionó un volumen 

igual de isopropanol anhidro, agitándose suavemente y se congeló a -20 oC por una 

hora o durante toda la noche si no era procesado inmediatamente. El tubo de 

centrífuga se centrifugó a 3,000 rpm durante 30 minutos y se removió todo el 

sobrenadante con una micropipeta, se lavó el precipitado dos veces con 2 mi de etanol 

al 70 % Y una con etanol absoluto, centrifugándose ligeramente entre cada lavado y 

removiendo todo el sobrenadante en cada paso con una micropipeta. Por último, se 

colocó el precipitado en un desecador al vacío y se disolvió en 100 J.!I de Buffer Tris­

EDTA (TE). 

Las muestras de agua de las piscinas y de los cuerpos de agua naturales se procesaron 

para la purificación de ADN con el mismo procedimiento que para los controles 

positivos. Esto debido a que los análisis previos han confirmado que el agua de los 
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sitios muestreados, no contiene desinfectantes y en su mayoría es agua que fluye 

naturalmente de manantiales. Para eliminar ciertas sales y otros objetos se utilizó un 

paquete de purificación de ADN (Prep-A-Gene ADN purification Systems). 

5.6.2 Reacción en Cadena de la Polimerasa. 

Los iniciadores (primers) seleccionados son los reportados en European Microbiology 

Laboratory, Gene Bank y la Base de Datos de Secuencias de Nucleótidos (DDBJ) con 
clave de acceso número M651 80, con esto se obtuvo la secuencia de Acanthamoeba, 

que fueron investigados por homología en las bases de datos mencionadas utilizando 

el programa FASTA del paquete GCG; utilizando amplímeros de ADN repetitivo (Vodkin 
et al., 1992). 

Extraído el ADN, se procedió a realizar la amplificación del ADN por la técnica de PCR, 
para el iniciador GP(P2) de 272-pb, de acuerdo a lo propuesto por Vodkin et al. (1992) y 

Lehmann et al.(1998), que identifica am-ibas del género Acanthamoeba, y para el 

iniciador Ac6 de 195-pb, que identifica especies patógenas de Acanthamoeba, 

propuesto por Howe et a/'(1997). 

La construcción de los iniciadores utilizados en el estudio se muestra en el Tabla 3. 

Tabla 3. Secuencia de nucleótidos específicos de los iniciadores de Acanthamoeba en la peRo 
Iniciador Secuencia (5'- 3') Identifica 

13S3TCC CCT AGC AGC TIG TG1400 Género 

GP(P2) reversa 1655GTI AAG GTC TCG TIC GTI A1673 

Ac6/10.derecho GGCGAAGAACCTGCATCAGC Especies Patógenas 

Ac6/210. reversa CAA CCA ACT CCC GAG CCA 

El proceso de amplificación se realizó en un termociclador Perkin Elmer (GeneAmp PCR 

Sytem 2400) y con el paquete de reactivos (GeneAmp PCR Reagent Kit, Parkin Elmer) y 

la enzima polimerasa (Ampli Taq ADN Polymerase, Parkin Elmer). Se utilizaron como 
controles negativos, cultivos de cepas de referencia de A. caste//anii (Neff) y A. 

lenticulata (PD2) cepas no patógenas; A. caste//anii (AC), A. culbertsoni ( Lilly A-l), A. 
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po/yphaga (PQ) y A. /ugdunensis (SH-565), estas últimas como controles positivos, 

todas patógenas del catálogo de cepas de la American Type Culture Collection (ATCC). 

Para la amplificación del iniciador GP(P2), a cada microtubo se le agregaron 27.5 III de 

agua destilada, 5 III de buffer PCR, 8 III de la suma de las cuatro desoxiribonucleotidos 

(dntp), 0.5 III de Amp Taq, 3 III de MgCI, 0.5 III de cada uno de los iniciadores (primers), 

5 III de ADN de la muestra o de la cepa de referencia, dando un volumen total de la 

reacción fue de 50 Ill. 

Las temperaturas establecidas al programa del termociclador para cada ciclo fueron de 

5min. a 95°C (después del calentamiento), 1.5min. a 94°C (desnaturalización), 1.5min. a 

56 oC (alineación), 1.5min. a 72°C (extensión), para 30 ciclos totales y finalmente 1 

ciclo de 5min. a 72°C (extensión final) 

Del mismo modo, para la amplificación del iniciador Ac6, a cada microtubo se le 

agregaron 27.5 III de agua destilada, 5 III de buffer PCR, 8 III de la suma de las cuatro 

desoxiribonucleotidos (dntp), 0.5 III de Amp Taq, 3 III de MgCI, 0.5 III de cada uno de 

los iniciadores (primers), 5 III de ADN de la muestra o de la cepa de referencia, el 

volumen total de la reacción fue de 50 Ill. 

Las temperaturas establecidas al programa del termociclador para cada ciclo fueron de 

1 mino a 95 oC ( después del calentamiento), 1 mino a 94 oC (desnaturalización), 1 mino 

a 64 oC (alineación), 1 mino a 72 oC (extensión), para 30 ciclos totales y finalmente 1 

ciclo de 5 mino a 72 oC (extensión final) 

5.6.3 Electroforesis de los amplificados en geles de agarosa. 

Se prepararon geles de agarosa al 2 % en amortiguador TBE (0.5 X), después de enfriar 

un poco, se agregó 2111 de bromuro de etidio (10 Ilg/ml). Se vertió en el molde del gel y 

el peine formador de pozos adecuado, para tener geles de 0.5 cm de grosor, se dejo 

polimerizar por 30 mino 

Se colocaron 8111 de cada uno de los amplificados más 2 III del buffer de carga. La 

electroforesis se realizó en amortiguador TBE y se corrió a 60 voltios (4 voltios/cm2). El 

gel se observó bajo luz ultravioleta a 305 nm, y se analizó con un sistema para 

imágenes en gel. 
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6. RESULTADOS 

De los cuatro muestreos realizados, se obtuvieron 148 muestras, de éstas 74 se 
procesaron por el método tradicional, realizando el aislado de Acanthamoeba en 39 de 

ellas (Tabla 4). 

Tabla 4. Origen y número de aislados de Acanthamoeba spp. obtenidos de 74 muestras de agua 

1 ero 2° 3er. 4° 

Sitio de muestreo Muestreo Muestreo Muestreo Muestreo Total de 
Enero-97 Ma~o-97 Agto-97 Feb-98 Aislados 

Media Luna (ML) 2 2 4 

Cascad itas (Ca) O 

Tamaso~o (Tm) 1 2 4 

Taninul (Tn) 2 2 6 

Xilitla (Xi) O 

Tancanhuitz (Tan) 2 

Tambaque (Tam) 1 1 

Sañito (Sa) 3 3 3 3 12 

Gogorrón (Go) 2 2 3 3 10 

total 39 

Los 39 aislados se obtuvieron en siete de los nueve lugares de estudio, "El Bañito", "El 

Gogorrón" y "Taninul" son sitios alimentados con aguas termales y fueron en estos 

lugares en los que se obtuvieron el mayor número de aislados (Tabla 5). 
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Tabla S. Temperatura promedio del agua V del ambiente de los diferentes sitios de muestreo. 

Sitio de muestreo Enero-97 Mayo-97 Agosto-97 Febrero-98 

T. agua / T. amb T. agua / T. amb T. agua / T. amb T. agua / T. amb 

Media Luna 29 / 16 30/27 30/30 29/24 

Cascad itas 25 /20 27/25 26/24 25 / 23 

Tamasopo 24 / 20 32 / 25 31 /25 25 / 22 

Taninul 37 / 25 41 /32 40/34 38 / 25 

Xilitla 14/ 15 22 / 18 22/25 17/25 

Tancanhuitz 16 / 15 25 / 25 25 / 30 18/22 

Tambaque 22/ 17 25 / 25 26/30 23 / 20 

Bañito 31 /26 32/30 34/30 31 /28 

Gogorrón 28/26 30/30 35 / 31 26/23 

6.1 Identificación morfológica por el método tradicional 

De los cuatro aislados de la "Media Luna" el 75% (3/4) resultaron patógenos por ambas 

vías de inoculación en ratón. De la estación "Tamasopo" el 75% (3/4) de los aislados 

resultaron positivos a la prueba de patogenicidad. En "Taninul" el 83% (5/6) fueron 

patógenos. "Tancanhuitz" presentó el 50% (1/2) con resultados positivos. El único 

aislado obtenido en la estación "Tambaque" resultó patógeno por ambas vías. Por 

último, en el "El Bañito" el 100% (12/ 12)de los aislados fueron patógenos V en el 

"Gogorrón", el 90% (9/10). 

La identificación morfológica mostró características de amibas de diferentes géneros 
los más frecuentes fueron A. polyphaga y A. castellanii , y otras que solo se 

identificaron a nivel de género (Tabla 6). El ensayo de virulencia en ratón mostró que 

34 de 39 aislados (87%) fueron virulentas para los ratones con una mortalidad mayor 
del 60 % (Tabla 6). 
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Tabla 6. Identificación morfológica y prueba de virulencia de los aislados obtenidos en los 

diferentes sitios. 
Sitio de Aislados Diagnóstico morfológico Virulencia 

muestreo 
Media Luna ML 1(4) A. polyphaga + 

ML 2(3) A. castellanii + 
ML 2(4) Acanthamoeba sp . 

ML 3(3) Acanthamoeba sp. + 

Cascad itas o - --- ----------------- ----------------

Tamasopo Tm 2(4)a A. polyphaga + 
Tm 2(3) Acanthamoeba sp . + 
Tm 1(2) A. castellanii + 

Tm 2(4)b Acanthamoeba sp. 

Taninul Tn 1(3) A. polyphaga + 
Tn 2(2) A. polyphaga + 
Tn 1 (2) A. castellanii + 
Tn 2(3) A. castellanii + 
Tn 1 (1) Acanthamoeba sp. + 
Tn 1(4) Acanthamoeba sp. 

Xilitla o --------------------- ----------------

Tancanhuitz Tan 1(1) Acanthamoeba sp. + 
Tan 1(4) Acanthamoeba sp. 

Tambaque Tam 1(4) Acanthamoeba sp. + 

Bañito Ba 1(1) A. polyphaga + 
Ba 2(1) A. polyphaga + 
Ba 3(1) A. polyphaga + 
Ba 2(3) A. polyphaga + 
Ba 1(4) A. polyphaga + 
Ba 1(3) A. castellanii + 
Ba 3(3) A. castellanii + 
Ba 3(4) A. castellanii + 
Ba 1 (2) Acanthamoeba sp. + 
Ba 2(2) Acanthamoeba sp. + 
Ba 3(2) Acanthamoeba sp. + 
Ba 2(4) Acanthamoeba sp. + 

Gogorrón Go 2(4) A. polyphaga + 
Go 3(3) A. polyphaga 

Go 1(1) A. castellanii + 
Go 2(1) A. castellanii + 
Go 1(2) Acanthamoeba sp. + 
Go 2(2) Acanthamoeba sp. + 
Go 1(3) Acanthamoeba sp. + 
Go 2(3) Acanthamoeba sp. + 
Go 1(4) Acanthamoeba sp. + 
Go 3(4) Acanthamoeba sp. + 

+: Mortalidad igualo mayor al 6096 (Cerva, 1971) 

- : Mortalidad menor al 6096 (Cerva, 1971) 
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6.2 PCR de Acanthamoeba. 

Los resultados de los cuatro muestreos realizados en los nueve sitios elegidos se muestran en la siguiente tabla. 

Tabla 7. Resultados de las pruebas de PCR con los iniciadores GP(P2) y Ac6 . 

Sitio de 1er. Mues treo 20. Mues treo 3er. Mues treo 

muestreo 
GP(P,) Ac6 Pat~nk.ldad GP(P,) Ac6 Patogl!nkktad GP(P,) Ac6 .. .. 

Media ML 1(1) - - - ML 1(2) - - - ML 1(3) - -
Luna ML2(1) - - - ML 2(2) - - - ML 2(3) - + 

ML 3(1) - - - ML 3(2) - - - ML 3(3) - -

Cascad itas Ca 1(1) - - - Ca 1(2) - - - Ca 1(3) - -

Tamasopo Tm 1(1) - - - Tm 1(2) - - + Tm 1(3) - -
Tm 2(1) - - - Tm 2(2) - - - Tm2(3) + -

Tanlnul Tn 1(1) - + + Tn 1(2) + + + Tn 1(3) + + 
Tn 2(1) - - - Tn 2(2) + + + Tn2(3) - -

Xilltla Xi 1 (1) - - - Xi 1(2) - - - Xi 1(3) - -
Xi 2(1) - - - Xi 2(2) - - - Xi 2(3) - -

Tancanhultz Tan 1(1) - - + Tan 1(2) - - - Tan 1(3) - -

Tambaque Tam 1(1) - - - Taml(2) - - - Tam 1(3) - -
Tam 2(1) - - - Tam2(2) - - - Tam 2(3) - -

Balllto Ba 1(1) + + + Ha 1(2) + + + Ba 1(3) + + 
Ba 2(1) - + + Ba2(2) - + + Ba2(3) - + 
Ha 3(1) + + + Ba 3(2) + + + Ba 3(3) + + 

Cogorr6n : Go 1(1) + + + Go 1(2) - - + Go 1(3) + + 
Go2(1) + + + Go2(2) + + + Go2(3) - + 
Co 3(1) * * Go 3(2) . . Go3(3) + -

Nota: - Los resultados resaltados en la tabla muestran los sitios en donde se aislaron amibas del género Acanthamoeba . 

• - No se tomaron muestras por no contener agua las piscinas. 
**- Patogenicidad determinada en rat 
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40. Mues treo 

Patogenlcldad GP(P,) Ac6 .. 
- ML 1(4) + + 
+ ML 2(4) - -
+ ML 3(4) - -

- Ca 1(4) - -

- Tm 1(4) - -
+ Tm2(4)a + + 

Tm2(4)b + + 
+ Tn 1(4) - -
+ Tn 2(4) - -

- Xi 1(4) - -
- Xi 2(4) - -
- Tan 1(4) + -

- Tam 1(4) + -
- Tam 2(4) - -
+ Ha 1(4) + + 
+ Ba 2(4) - + 
+ Ba 3(4) + + 
+ Go 1(4) + + 
+ Go2(4) + + 
- Go3(4) + + 

Patl)genkidad . . 
+ 
-

-

-

-
+ 
-
-
-

-
-

-

+ 
-
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 



Para la caracterización de las amibas mediante el ensayo de PCR, se analizó la 

sensibilidad y especificidad de la prueba con cepas de referencia. 

pb 

600 

300 

M 2 3 4 6 7 8 9 10 11 

Fig . 3. Amplificación de la fracción de ADN por PCR con el iniciador GP(P2), de cepas de referencia y de muestras de 
agua del Bañito y del Gogorrón. M marcador de peso molecular de 100 pb (M), 1- A. caste//anii (AC), 2 blanco 

control, 3 A. /ugdunensis (SH - 565 ), 4- 5 A. cu/bertsoni (Lilly A- 1) Y A. po/yphaga (PQ) control positivo, 6 A. 

caste/lanii (Neff) control negativo, 7- 9 muestras del Bañito ( Ba 1 (1 l, Ba 2(1). Ba 3(1) l y 10- 11 muestras del 

Gogorrón (Go 1 (1) y Go 2(1) ). 

Con este corrimiento se determinó que las cepas de referencia que podían ser usadas 
como controles positivos del género Acanthamoeba son: A. caste//anii (AC), A. 

cu/bertsoni (Lilly A-l) Y A. po/yphaga (PQ), el blanco control se preparó con todos los 

reactivos menos la cepa de referencia. 
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6.2.1 Amplificación del ADN por la técnica de PCR con el iniciador GP(P2). 

pb 

600 

300 __ _ 

Fig. 4. Amplificación de la fracción de ADN por PCR con el iniciador CP(P2), del primer muestreo. 
(M) marcador de peso molecular de 100 pb, l -A. caste//anii (AC); 2 A. cu/bertsoni (Lilly A- l) control positivo; 3- 5 

Media Luna ML 1 (1); ML 2(1) ; ML 3(1) ; 6 Cascad itas Ca 1 (1); 7- 8 Tamasopo Tm 1 (1); Tm 2(1) ; 9- 10 Taninul Tn 1 ( 1); 

Tn 2(1); 1 1-12 Xilitla Xi 1 (1); Xi 2(1); 13 Tancanhuitz Tan 1 (1); 14-1 5 Tambaque Tam 1 (1) ; Tam 2(1 ); 16- 18 El 

Bañito Ba 1 (1) ; Ba 2(1) ; Ba 3(1) Y 19- 20 El Cogorrón Co 1 (1); Co 2(1). 

pb 

600 

300 __ _ 

M 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

Fig. 5. Amplificación de la fracción de ADN por PCR con el iniciador CP(P2) , del segundo muestreo. 
(M) marcador de peso molecu lar de 100 pb, 1 A. caste//anii (AC) control positivo ; 2-4 Media Luna ML 1 (2); ML 2(2) ; 

ML 3(2); 5 Cascad itas Ca 1 (2) ; 6- 7 Tamasopo Tm 1 (2) ; Tm 2(2); 8- 9 Taninul Tn 1 (2) ; Tn 2(2); 10-11 Xilitla Xi 1 (2) ; Xi 

2(2) ; 12 Tancanhuitz Tan 1 (2); 13- 14 Tambaque Tam 1 (2); Tam 2(2); 15 - 17 El Bañito Ba 1 (2); Ba 2(2) ; Ba 3(2) y 18-

19 El Cogorrón Co 1 (2); Co 2(2). 
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Fig. 6. Amplificación de la fracción de ADN por PCR con el iniciador GP(P2), del tercer mu estreo. 
M) marcador de peso molecular ~ X174 RF DNA/ Hae 111 , 1 A. castel/anii (AC) control positivo ; 2-4 Media Luna MI. 

1 (3); ML 2(3) ; ML 3(3); 5 Cascad itas Ca 1 (3); 6- 7 Tamasopo Tm 1(3); Tm 2(3); 8- 9 Taninul Tn 1 (3); Tn 2(3); 10- 11 

Xilitla Xi 1 (3); Xi 2(3); 12 Tancanhuitz Tan 1 (3); 13- 14 Tambaque Tam 1 (3); Tam 2(3); 15-17 El Bañito Ba 1 (3); Ba 

2(3); Ba 3(3) y 18-20 El Gogorrón Go 1 (3); Go 2(3). 

M 2 3 4 5 6 7 

Fig . 7. Amplificación de la fracción de ADN por PCR con el iniciador GP(P2), del cuarto mue streo. 
(M) marcador de peso molecular ~ Xl 74 RF DNA / Hae 111, 1 A. castel/anii (AC), control positivo; 2 blanco, control 

negativo ; 3-4 Media Luna ML 1 (4) ; ML 2(4); 5- 6 Tamasopo Tm 2(4); Tm 2(4); 7 Taninul Tn 1 (4). 
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M 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

Fig. 7a. Amplificación de la fracción de ADN por PCR con el iniciador CP(P2), del cuarto muestreo . (M ) marcador de 
peso molecular ~ X174 RF DNA/ Hae 111 ; 1 A. castel/anii (AC), control po sitivo ; 2 blanco, control negati vo; 3-4 Xilitl a 

Xi 1 (4) ; Xi 2(4); 5 Tancanhuitz Tan 1 (4); 6- 7 Tambaque Tam 1 (4); Tam 2 (4); 8- 10 El Bañito Ba 1 (4); Ba 2(4); Ba 3(4) 

y 11 - 1 3 El Cogorrón Co 1 (4) ; Co 2(4); Co 3(4). 

En estos corrimientos sólo se muestran resultados de los lugares en donde se aislaron 

amibas, debido a que ya no se contaba con el suficiente iniciador así como de los otros 

reactivos para realizar la técnica. 

6.2.2 Amplificación del ADN por la técnica de PCR con el iniciador (primer) Ac6. 

Del mismo modo que con el primer iniciador, después de la extracción y purificación 

de las muestras, se realizó un corrimiento con las cepas de referencia y muestras de 

agua de los lugares en donde en trabajos anteriores se había detectado amibas del 
género Acanthamoeba , como control positivo (Figuras 6-10). 

pb 

M 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Fig. 8. Amplificación de la fracción de ADN por PCR con el iniciador Ac6, de las cepas de referencia y de mue stras de 
agua obtenidas del Bañito y del Cogorrón . (M) marcador de peso molecular ~ X174 RF DNA / Hae 111; 1 blanco, control 

negativo; 2 A. castel/anii (AC) control positivo; 3 A. /enticu/ata (PD2) control negativo ; 4- 5 A. cu/bertsoni (Lilly A- 1) Y 

A. po/yphaga (PQ) control positivo, 6 A. caste//anii (Neff) control negativo, 7-9 mue stras del Bañito ( Ba 1 (1), Ba 2(1 l, 

Ba 3(1) ) y 10- 11 muestras del Cogorrón (Co 1 (1) Y Co 2(1) ). 
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Con este corrimiento se determinó que las cepas de referencia que podían ser usadas 
como controles positivos son: A. caste//anii (AC), A. cu/bertsoni (Lilly A-]) Y A. 

po/yphaga (PQ). 

271, 

M 4 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

Fig. 9. Amplificación de la fracción de ADN por PCR con el iniciador Ac6, del primer muestreo. 
(M) marcador de peso molecular ~ Xl 74 RF DNA/ Hae 111; 1- A. culbertsoni (Li ll y A-l )control positivo ; 2-4 Media Luna 

ML 1 (1); ML 2(1); ML 3(1); 5 Cascaditas Ca 1 (1); 6-7 Tamasopo Tm 1 (1) ; Tm 2(1); 8-9 Taninul Tn 1 (1); Tn 2(1); 10-

11 Xi litla Xi 1 (1); Xi 2(1); 12 Tancanhuitz Tan 1 (1); 13- 14 Tambaque Tam 1 (1); Tam 2(1); 15-17 El Bañito Ba 1 (1); Ba 

2(1); Ba 3(1) Y 18-19 El Cogorrón Ca 1 (1); Ca 2(1) . 

pb 

Fig. 10. Amplificación de la fracción de ADN por PCR con el iniciador Ac6, del segundo muestreo. 
(M) marcador de peso molecular ~ Xl 74 RF DNA/ Hae 111; 1- A. culbertsoni (Lilly A- l), control positivo ; 2- 4 Media 

Luna ML 1 (2); ML 2(2); ML 3(2); 5 Cascaditas Ca 1 (2); 6-7 Tamasopo Tm 1 (2); Tm 2(2); 8-9 Taninul Tn 1 (2); Tn 2(2); 

10- 11 Xilitla Xi 1 (2); Xi 2(2); 12 Tancanhuitz Tan 1 (2); 13 - 14 Tambaque Tam 1 (2); Tam 2(2); 15 - 17 El Bañito Ba 1 (2); 

Ba 2(2); Ba 3(2) y 18-19 El Cogorrón Ca 1 (2); Ca 2(2) . 
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M 2 4 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 M 

Fig . 11. Amplificación de la fracción de ADN por PCR con el iniciador Ac6, del tercer y cuarto muestreo. 
(M) marcador de peso molecular ~ Xl 74 RF DNA / Hae 111 ; 1 - A. cu/bertsoni (Lill y A- l ),control positivo ; 2 ML 2(3), 3 

ML 3(3), 4 Tam asopo Tm 2(3); 5- 6 Taninul Tn 1 (3) Y Tn 2(3); 7- 9 Ba 1 (3), Ba 2(3) y Ba 3(3) ; 10- 12 Ca 1 (3), Ca 2(3) y 

Co3( 3); del cuarto muestreo 13- 15 Media Lun a ML 1 (4), ML 2(4) Y ML 3(4) ; 16 Cascad itas Ca 1 (4); 17- 19 Tamasopo 

Tm 1 (4), Tm 2(4)a y Tm 2(4)b . 

pb 

M 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

Fig. 12 . Amplificación de la fracción de ADN por PCR con el in iciador Ac6, del cuarto mue streo. 
(M) marcador de pe so molecular ~ Xl 74 RF DNA/ Hae 111; 1- A. cu/bertsoni (Lilly A- l ), control positivo; 2- 3 Taninul 

Tn 1 (4) Y Tn 2(4); 4-5 Xil itla; 6 Tancanhuitz Tan 1 (4); 7-8 Tambaque Tam 1 (4) Y Tam 2(4) ; 9- 1 1 El Bañito Ba 1 (4), 

Ba 2(4) y Ba 3(4); Y 12 - 14 El Cogorrón Ca 1 (4), Ca 2(4) y Ca 3(4). 
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7. DISCUSiÓN 

Las AVL son habitantes comunes en el suelo yagua (Sleigh, 1989), en el medio acuático 

viven en la superficie (adheridas a partículas flotantes), sedimentos y en menor 

cantidad en la columna de agua (Kyle y Noblet, 1986). 

Durante este estudio el aislamiento de amibas del género Acanthamoeba, fue muy 

semejante a lo largo de los cuatro muestreos en la Huasteca Potosina. La temperatura 

ambiental y del agua no presentó variaciones de importancia (Tabla 5) , por lo que se 

puede decir que no existe un patrón estacional para la presencia de estas amibas en la 

zona estudiada. 

En cuerpos de agua en donde la temperatura prevalece por arriba de los 25°C 

(naturales o artificiales), se favorece el desarrollo de las AVL patógenas ya que estas 

son termotolerantes, la mayoría de los microorganismos que compiten con ellas por el 

alimento, son eliminadas a esas temperaturas (Griffin,1973). 

De las 74 muestras procesadas por el método tradicional, se obtuvieron 39 aislados del 
género Acanthamoeba (Tabla 6). De éstos, el 30.7% corresponden al Bañito, 25.6% al 

Gogorrón y el 15.3% al balneario Taninul. 

En siete de los nueve sitios analizados, se obtuvieron aislados de Acanthamoeba. En los 

dos restantes (Xilitla y Cascaditas)no se obtuvo ninguno. En Xilitla las muestras, se 

tomaron de un manantial sin materia orgánica acumulada visible lo que no favorece el 

desarrollo de las AVL; además de que la temperatura del agua y del ambiente, (Tabla 5) 

son en general menores que en los otros sitios de muestreo. De igual forma, la 

estación Cascaditas, es una corriente continua, muy limpia, de velocidad considerable, 

que no permite estancamientos de agua, impidiendo que se acumule materia orgánica 

y de esa manera que se formen colonias de microorganismos, aunado a la continua 

aireación con la consiguiente depuración del agua. Por otro lado, en ambos casos, no 

existen grandes asentamientos humanos cercanos a la zona de muestreo, que pudieran 

aportar materia orgánica extra y/o microorganismos. 

La laguna la Media Luna, en donde se obtuvieron cuatro aislados, resulta de gran 

interés ya que es visitada por gran número de personas durante gran parte del año. En 

el lugar se observan zonas con materia orgánica estancada y basura, por lo que no es 
sorprendente encontrar organismos como Acanthamoeba. 
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Las fosas de las cascadas de Tamasopo, construidas con fines de esparcimiento, son 

aguas que presentan un flujo continuo, sin embargo, existen zonas de estancamiento, 

lo cual favorece la acumulación de materia orgánica, basura y suelo, lo que explica la 

presencia de amibas. 

El mayor número de aislamientos de Acanthamoeba se obtuvo de los tres sistemas 

recreacionales (Gogorrón , Taninul y El Bañito) y aunque el flujo es continuo y son 

alimentadas directamente de manantiales de aguas termales cuyas temperaturas 

registradas van de 26-41 oC (Tabla 5), temporalmente el agua está confinada en las 

albercas por lo que tales estructuras permiten que existan zonas (paredes y esquinas), 

donde se estanca el agua y se acumula basura. Estas condiciones favorecen la 

presencia de microhábitats, en donde las AVL encuentran un medio muy favorable ya 

que están relativamente protegidas, y al mismo tiempo tienen suficiente alimento, 

oxígeno bacterias, materia orgánica y la temperatura adecuada. Además, como es agua 
que fluye constantemente, no se le agrega ningún desinfectante (Bonilla, et al., 2000) . 

En el caso del Gogorrón, aunque se presentan temperaturas un poco menores (26-35 

OC), en general son temperaturas altas, lo que permite un sitio casi libre de 
competencia para Acanthamoeba (Marciano-Cabral y Fulford,1986), lo que favorece la 

presencia de organismos termófilos o al menos resistentes a temperaturas altas. 

La afluencia de bañistas es un factor importante en el aporte de amibas al agua, 

principalmente por el hecho de que las tres piscinas se encuentran rodeadas de pasto y 

tierra, y el continuo tránsito de los bañistas de estos sitios a las piscinas puede 

incrementar el número de amibas, así como de bacterias y nutrientes que favorecen la 

sobrevivencia y desarrollo de las amibas de vida libre. 

Cabe hacer mención, que en el caso de Taninul, además de ser alimentada con aguas 

termales, también son aguas sulfurosas que forman flóculos de materia orgánica, algas 
y otros organismos que a su vez crean un microhábitat favorable para Acanthamoeba. 

En el caso de Acanthamoeba el diagnóstico morfológico (Tabla 6), por el método 

tradicional es solamente confiable hasta el nivel de género, por lo que es necesario 

agregar otras pruebas. 

De acuerdo a las pruebas de patogenicidad, el 87.1 % fueron patógenas en ratón, lo 

cual significa que son potencialmente patógenas para el hombre, esto es muy 
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importante desde el punto de vista de salud pública, debido a que como ya se 
mencionó con anterioridad algunas especies oportunistas del género Acanthamoeba 

son probablemente los protozoarios de vida libre más comunes en la naturaleza y son 

capaces de producir EAG, principalmente en personas inmunosuprimidas tales como 

individuos con terapia inmunosupresora para trasplante de órganos, con desnutrición, 

alcohólicos crónicos, mujeres embarazadas, pacientes con SIDA, con lupus eritematoso 

sistémico o con cualquier otro tipo de supresión provocada por quimioterapia 

(Martínez y Visvesvara, 1997). 

También existen algunos reportes de EAG sin que se presente la inmunosupresión, en 

donde se afirma que la puerta de entrada es el tracto respiratorio o alguna ulceración 

en la piel, invadiendo al SNC a través de la vía sanguínea y produciendo finalmente la 
muerte (Gullet et al., 1979; John, 1993; Martínez y Visvesvara, 1997). Así mismo, se ha 

reportado la presencia de portadores asintomáticos de Acanthamoeba, sin que se 

llegue a manifestar la EAG (Cerva et al., 1973; Rivera et al., 1984). 

Todos los cuerpos de agua analizados se usan con fines recreativos, lo cual significa 

que la gente que asiste a estos lugares, son susceptibles de adquirir cualquiera de las 
infecciones que produce Acanthamoeba, especialmente si su sistema inmunológico se 

encuentra comprometido. 

Conociendo el peligro potencial de los balnearios ya mencionados, se podrán tomar 

medidas para evitar pOSibles infecciones, aplicando métodos de desinfección 

apropiados para eliminar éstos organismos y garantizar la seguridad de los visitantes. 

En el caso de los ambientes naturales la solución no es tan sencilla, principalmente 

porque al ser cuerpos de agua de flujo continuo y que su hacinamiento no es 

controlado el uso de métodos de desinfección no se aplicarían con éxito, sin embargo, 

al conocer el riesgo que en estos lugares existe, es necesario divulgar esta información 

con el fin de prevenir a los bañistas. 

Por lo anterior, surge la importancia de desarrollar métodos de identificación rápidos, 

precisos y confiables, tanto para su identificación del ambiente (agua en este caso), 

como de muestras clínicas (líquido cefalorraquídeo y exudados nasofaringeos entre 

otros). 

De los 39 aislados del género Acanthamoeba, 19 (48.7 %) no se pudieron identificar 

morfológicamente a nivel de especie y sin embargo, 15 de éstas (35.9%), fueron 
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patógenas en ratón. Lo que demuestra nuevamente, que el método de identificación 

morfológica no es suficiente para conocer el potencial patógeno de éstas amibas. 

Si bien el método tradicional de identificación, resulta efectivo para la identificación de 
Acanthamoeba solo a nivel de género, el desarrollo es demasiado tardado para poder 

conocer el diagnóstico preciso, ya que se deben realizar pruebas como la identificación 

morfológica y de patogenicidad, que en promedio, se realizan en 30 días. 

Por otro lado, tanto para la identificación morfológica por microscopía, el manejo de 

las muestras (cultivos), pruebas de patogenicidad y pruebas bioquímicas, se requiere 

entrenamiento y experiencia, además de conocimiento de las técnicas que se usan para 

tal fin. Los métodos de biología molecular son más rápidos y adecuados además que 

en cuanto a la cantidad de muestra se requiere de poca cantidad y se utilizan técnicas 

de concentración por filtración relativamente sencillas (membranas Millipore) y los 

resultados se·obtienen en pocas horas (4-6 hrs.). 

Se han reportado pocos trabajos utilizando iniciadores específicos para la identificación 
del género Acanthamoeba, y todos se han llevado a cabo con amibas obtenidas de 

muestras clínicas y cultivos de cepas de referencia (Vodkin et al., 1992, Lehmann et 
al.,1998 y Howe et al., 1997), pero no existen registros a partir de muestras 

ambientales (agua, en este caso), que es uno de los objetivos del presente trabajo. 

En este trabajo, se aplica por primera vez la purificación del ADN total, (la técnica de 

PCR) en muestras ambientales con el propósito de comparar y evaluar su utilidad en la 
identificación de amibas patógenas y no patógenas del género Acanthamoeba. 

De las estaciones de muestreo, donde se obtuvieron aislados del género Acanthamoeba 

por el método tradicional, en el 64.10 % se detectó amplicón para el iniciador GP2 
(Tabla 7), es decir se identificó ADN de amibas del género Acanthamoeba. En las 

muestras donde se obtuvo aislamiento por el método tradicional y no se detectó el 

amplicón, es probable que haya ocurrido I siguiente: 

l.-La manipulación de las muestras durante el desarrollo de la técnica no fue la 

adecuada. 

2.- La extracción y purificación del ADN no se haya efectuado adecuadamente y 

probablemente no se obtuvo la suficiente cantidad. 
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3.- Como son muestras ambientales de agua, no se garantiza que se haya 

obtenido el ADN en cantidad es decir el número de amibas presente era muy bajo 

o no existían en la muestra. 

Con respecto al iniciador Ac6, que de acuerdo a Howe et al., (1997), detecta 

Acanthamoeba patógenas, el 76.92 % de las muestras de agua coincidieron con el 

resultado de la prueba de patogenicidad. En las muestras ML 2(4), Tan 1 (4) Y Go 3(3), 

no se presentó el amplicón, lo cual también pudo deberse a algunas de las razones 

mencionadas para el iniciador GP2 

Como la extracción y purificación del ADN de las muestras de agua se realizó por la 

técnica de extracción fenólica y los reactivos se prepararon a partir de sus 

componentes, los resultados obtenidos fueron del todo los esperados. Sin embargo, se 

observó un alto porcentaje (76.92) de especificidad del iniciador Ac6 para identificar 
amibas del género Acanthamoeba patógenas de muestras de agua y seguramente si se 

utilizan paquetes (kits) ya conformados, el porcentaje de detección podría ser mayor. 

La técnica se desarrolló de acuerdo a Vodkin et al.,1992 ; Lehmann et al.,1998, estos 

autores partieron de cepas de referencia y muestras clínicas de pacientes con queratitis 

y para llevar a cabo este trabajo, se filtraron las muestras de agua, usando membranas 

tipo Millipore de 8 micras de diámetro de poro, lo cual dio buenos resultados. 

La implementación y uso de la técnica de PCR, es especialmente importante por su 
aplicación en casos humanos con sospecha de estar infectados por Acanthamoeba. 

Incluso ya con la infraestructura básica, que es lo más costoso, es posible implementar 

la misma técnica para la detección de otras AVL patógenas como es el caso de 
Naegleria y Balamuthia, ya que de esto en ocasiones depende la recuperación del 

paciente y en otros inclusive la vida, pues como se mencionó en la introducción, la 
mayoría de los casos de Acanthamoeba se han diagnosticado post-mortem. 

Comparando ambos métodos de identificación, se puede decir que a pesar de que la 

técnica de PCR en un principio, puede ser costosa a la larga resulta más adecuada para 
la identificación de amibas del género Acanthamoeba del ambiente, ya que una vez 

implementada, se convierte en una herramienta sumamente útil. 

Por otro lado, la obtención de resultados es relativamente rápida, ya que en promedio 

se pueden conocer en un lapso no mayor de 48 hrs., lo que permitiría proporcionar el 
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tratamiento específico para los pacientes que hayan sido afectados por estas amibas y 

de esa manera disminuir la mortalidad. 
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8. CONCLUSIONES 

De las 74 muestras recolectadas, se obtuvieron 39 aislados identificados 
morfológicamente como amibas del género Acanthamoeba en balnearios y cuerpos 

de agua natural de interés turístico en el estado de San Luis Potosí. 

De los 39 aislados de Acanthamoeba 34 fueron patógenos en ratón . 

Los cuerpos de agua alimentados con aguas termales y confinadas temporalmente en 

albercas fueron los sitios donde hubo mayor registro de acanthamoebas patógenas y 

no patógenas, tanto por el método tradicional como por la técnica de PCR. Tales sitios 

fueron; "El Bañito", "El Gogorrón y "Taninul". 

- Por primera vez, se determina la presencia de amibas del género Acanthamoeba del 

ambiente, comparando el uso de dos iniciadores específicos en la técnica de PCR. 

- Por primera vez, se realiza un estudio comparativo, entre los métodos tradicionales y la 

técnica de PCR, para detectar de manera rápida y eficiente la presencia de amibas tanto 
patógenas como no patógenas del género Acanthamoeba. 

- De los dos segmentos (iniciadores) GP(P2) y Ac6, utilizados para amplificar el ADN de 
Acanthamoeba, el iniciador Ac6, presentó un mayor porcentaje de efectividad para la 

identificación de amibas patógenas del género Acanthamoeba. 

- El uso de la técnica de PCR, por su sensibilidad y especificidad resulta una herramienta 

eficiente como método para identificar de manera rápida y precisa la presencia de 
amibas patógenas del género Acanthamoeba, además de reducir el tiempo y trabajo en 

comparación con los métodos tradicionales. 

- Se sugiere que para continuar con los avances en el uso de la técnica para estudios de 

AVL, se pudiera conocer la concentración mínima de amibas presentes en los diferentes 

tipos de muestras, para poder ser detectadas por PCR. 
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10. APÉNDICES 

APÉNDICE I 

Medios de cultivo y soluciones 

Los aislamientos de amibas del género Acanthamoeba se realizaron placas de agar no 

nutritivo con una capa de bacteria Enterobacter aerogenes muerta. Este medio se 

conoce como NNE (No Nutritivo con Enterobacten. Este medio proporciona las sales y la 

fuente de carbono (Enterobacter aerogenes) , elementos indispensables para el 

adecuado desarrollo de estas amibas. Se prepara con los componentes de la solución 

salina de Neff y agar bacteriológico a una concentración de 1.5 % (De Jonckheere, 

1984). 

Medio NNE 

NaCI. ........... .. .. .. ......... .............. ......... ...................... ...... 0.120g 

MgS047H20 ........................................................... .. ..... 0.004g 

CaCb2 H20 .. ........... ...... .. ..................................... ...... ... . 0.004g 

Na2HP04 ......................... ...................................... ........ 0.142g 

KH2P04 ............. ................................................ ............ 0.1 36g 

Agar bacteriológico ..... ..... .. ....... ......... ..... .......................... 1 5.0g 

Agua destilada ................................................................ . 1 OOOml 

El medio NNE se prepara mezclando los componentes en seco y después agregando el 

agua destilada que se calienta hasta ebullición. Se esteriliza a 121°C durante 15 

minutos y cuando se ha enfriado un poco se vacían de 15 a 20 mi de agar en cajas de 

Petri previamente esterilizadas. 

Cuando el agar solidifica, se inocula una suspensión de bacterias Enterobacter 
aerogenes muerta. Las bacterias se obtienen cosechándolas a partir de cultivos puros 

en solución con agua destilada y muerta en baño de agua a 70 oC por 30 mino 

En las placas con agar se agrega aproximadamente 0.5 mi de la suspensión de 

bacterias muertas la cual se distribuye homogéneamente por toda la superficie del 

medio con una varilla acordada. Las placas de NNE se dejan reposar una hora 

aproximadamente y se guardan en el refrigerador hasta su uso. 
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MEDIO PBSGM (Chang modificado por Rivera et al., 1987) 

Medio líquido PBSGM (Fosfato, Biotriptasa, Suero, Glucosa Medio, por sus siglas en 

inglés). Este medio se utiliza para aislar, axenizar y mantener los aislados de amibas de 

vida libre que hayan crecido en el medio NNE ( De Jonckheere, 1984). 

Biotriptasa ....... ...................... ... .. ................. .. ..... .. ......... 16.6 g 

Dextrosa ..... .... ........... ...................................................... 2.7 g 

Na2HP04 ............ ....... .... .... .......... ..... ........ .............. .... ... .. . 1 .5g 

KH2P04 ............ ...................... ........ .. .. ... ........................... 0.9g 

Agua destilada .. ...... ..... .......... ............ ........................... 1 OOOml 

Esta solución se envasa en tubos con tapón de rosca, vaciando en cada tubo 2.7 mi de 

medio. Se esterilizan los tubos con el medio a 15 libras de presión durante 15 minutos. 

Después de esterilizado el medio y ya frío, se agregan a cada tubo 0.3 mi de suero fetal 

de bovino con antibióticos penicilina y kanamicina a una concentración de 200 I-Ig/ mI. 

Los tubos se conservan en refrigeración. 

Medio Bactocasitona (BC) 

Bactocasitona ..................................................................... 2.0 g 

Agua destilada ................................................................... 1 000 mi 

Esterilizar a 121 ·C durante 20 minutos, se deja enfriar y se agregan 0.3 mi de suero 

neonatode bovino con antibióticos. Se guardan en el congelador. 

Preparación de suero neonato de bovino para el medio PBSGM y Bactocasitona (BC) 

El suero se descongela y se pone en baño María a 56 OC durante 30 minutos para 

descomplementarlo. Se prepara una mezcla de antibióticos a base de penicilina G sal 

sódica y kanamicina de la siguiente manera: 

Penicilina G 1 000 000 U en 2 mi de agua destilada. 

Kanamicina 1 9 en solución 3ml. 

Volumen total 5 mI. 
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Agregar 1.0 mi de la mezcla de antibióticos por cada 100 mi de suero 

descomplementado. Para obtener una concentración final de 200 Jlg de cada antibiótico 

en 3.0 mi de medio. 
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APÉNDICE 11 

Reactivos para la obtención y amplificación del ADN por PCR 

Amortiguador para lisis celular 

Tris-HCI (pH 8.0) ................. .... .. .. .... ..... ... ..... .. ....... ... . 10 mM 

NaCI .. .... .... .... .... ...... .......... .... .... .. ....... ............. ....... . 100 mM 

EDTA (Na2) ........................... .... .... ...... .... ....... ... ... .. 100 mM 

Proteinasa K 

Disolver 10 mg/ml en agua bidestilada. Incubar a 37°C por una hora, separar en 

alícuotas y mantener a -20 oc. 

Fenol: Cloroformo: Alcohol isoamilo 

Fenol (grado biol. mol.) .. ...... .. .... .. .. ... ... .. .. .... ........ ..... 250 g 

Cloroformo ... ........ .. .... .... .. ........... ... ..... ..... ............. .. 240 mi 

Alcohol isoamilo.. ..... ..... ....... ............ ............. ............ 10 mi 

8-Hidroxy quinolina ..... ..... ... ..... ............ ..................... 0.5 g 

Los cristales de Fenol deben disolverse con anterioridad, primero con un volumen igual 

de 1 M Tris-HCI (pH 8.0) Y después con otro volumen igual pero en 0.1 M de Tris-HCI 

también con pH 8.0. Distribuir dentro de frascos de vidrio oscuro, cubrir al fenol con 

amortiguador TE y mantenerlo alejado de luz. Almacenar a 4 oC si no se usa de 

inmediato o a -20 oC si es después de 4 semanas. 

Cloroformo: Alcohol isoamilo 

Cloroformo ... .. ........ .............. .................................... 240 mi 

Alcohol isoamilo.. ..... ....... .................... ............... ...... 10 mi 

Cubrir la solución con agua destilada estéril y almacenar en frascos oscuros fuera del 

alcance de la luz a 4 oc. 
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Amortiguador para la electroforesis 1 OX Tris-borato-EDTA (TBE buffer). 

Tris base ........ ....... ......... ............................... ....... : ... 0.89 M 

Acido bórico ... ... .................... ...... ............ , .............. 0.89 M 

EDTA(Na2) .................. ....................... ................... ... 0.025 M 

Se usa a 0.5X para preparar los geles en agarosa y el amortiguador de la electroforesis. 

Amortiguador TE 

Tris-HCI. ........ ...... ...... .. ........ ............. ............. : ...... 10 mM 

EDTA............ .............. .... .. ............ ... ... ... .............. . 1 mM 

Proteinasa K 

Se disuelve en 10 mg/ml en agua bidestilada. Se incuba a 37 oC por 1 hora, se guarda a 

-20 oc. 

Amortiguador para carga de la muestra (gel sample loading buffer). 

Suerosa .................................................................. 20 % 

Ficol. ............. ........................... .............. ..... ... ... ..... . 10 % 

EDTA (Na2), pH 8.0 .......... .............. ..... .................... 0.1 M 

Azul de bromofenol............................... ...... ... .. ..... 1 % 

Bromuro de Etidio. 

Se disuelve el · reactivo toda la noche con agitador magnético en una parrilla, a 

concentración de 10 mg/ml en agua bidestilada. Se guarda a completa oscuridad a 4 

oc. Se agrega 5 JlI/1 00 mi del gel de agarosa para la electroforesis . 
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