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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 deteccion de las AVL, tanto del ambiente como
de individuos infectados, es el tiempo requerido para su identificacion que en
promedio es de una a tres semanas.

El objetivo principal de esta investigacion fue comparar el método tradicional para la
identificacion de amibas patégenas del género Acanthamoeba contra el ensayo de PCR

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

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 Luis Potosi. Se recolectaron 74

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

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

las amibas eran patdgenas.

En siete de los nueve lugares seleccionados se realizé el aislamiento de 39 amibas del
género Acanthamoeba. El mayor nimero de aislados se obtuvo de las albercas “El

Banito”, “El Gogorrén” y “Taninul”. El estudio de patogenicidad mostré que 34 de los
aislados eran patégenos para raton.

Con el iniciador Ac6, se determind que 30 de los aislados (76.92%) eran patégenos, con
el iniciador GP(Pz), el resultado de 25 muestras (64.10%) coincidid con el método
tradicional.

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

iniciador GP(P2), asi como para identificar acantamebas patdgenas, con el iniciador
Acb.



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

lo cual representa un riesgo de salud publica.



1. INTRODUCCION

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 habitat, 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 “limax” (forma
viscosa, babosa), también se han descrito como amibas del suelo, amibas de vida libre
y amibas “anfizoicas”. Este ultimo término se les dio por la dualidad biolégica que
presentan, ya que ademds de ser de vida libre (Page, 1976), pueden manifestarse como
parasitos del sistema nervioso central (SNC), del tejido corneal (Kilvington et a/.,1990),

vaginal y prostatico en el humano y algunos animales (Martinez, 1993).

Existe un grupo de especies de AVL que pueden provocar infecciones humanos y
animales. Este grupo lo conforman los géneros Naegleria, Acanthamoebay Balamuthia

(Visvesvara et al, 1993; Méndez et a/.,1996), y probablemente Hartmannella (Centeno
et al.,1996; Gallegos,1977).

Las AVL patégenas han adquirido interés debido a que pueden producir patologias
severas e incluso ocasionar la muerte (De Jonckheere, 1984).

Las AVL patdgenas 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 etiolégico, patogenicidad, sitios de dano, curso y
manifestaciones clinicas (John, 1993).

Los reportes a nivel mundial demuestran que las AVL podrian constituirse en un
verdadero problema de salud publica, por lo que deberian buscarse en las posibles
fuentes de transmisién y en trastornos clinicos para establecer el diagndstico
diferencial, ya que puede ocasionar tener consecuencias secuelas graves ya que los
tratamientos son poco efectivos en la mayoria de los casos (Martinez, 1993).

Existe poco conocimiento entre el personal biomédico en relacién a los padecimientos
que causan estos organismos, por otro lado, los métodos para la identificacion y
diagnéstico requieren mucho tiempo lo que dificulta conocer la importancia clinica y
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epidemioldgica de las AVL. De ahi, surge la importancia de desarrollar métodos para la
identificacion de AVL patdgenas basados en técnicas analiticas modernas como lo es el
caso de la técnica de PCR.



2. ANTECEDENTES

2.1 Amibas de vida libre

En 1841 Dujardin, describe por primera vez a Amoeba /imax, una amiba pequefia de
vida libre. Posteriormente Page, describe en agua dulce a Hartmannella limax, amiba
que ya habia sido descrita en 1899 por Schardinger con el nombre de MNaegleria
gruberi, quien la encontré en un paciente con disenteria. Esta fue la primera vez que se

reporté una amiba de vida libre asociada con un cuadro patolégico (Rondanelli, 1987).

Culbertson et al (1958; 1959), demostraron la capacidad patdgena del género
Acanthamoeba, al inocularlas en ratones y monos. A partir de estos trabajos se sugirié

que el hombre podia ser hospedero de estas amibas y sufrir dafo 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 proliferacion (De Jonckheere,1977; Visvesvara

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

Jonckheere,1991), a'guas de desecho doméstico (Rivera et a/,1986a; Pearl et a/.,1990),
en redes de agua potable, en piscinas (Rivera et al, 1983), en lagos, en aguas
minerales embotelladas (Visvesvara,1990; Rivera et a/,1981), en diferentes tipos de
secreciones en el humano tanto de individuos enfermos (Rivera et a/.,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 particulas de polvo (Rivera et a/,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 acuaticos, desempefian un papel importante en las
cadenas alimentarias, por ser un eslabdn entre los desintegradores y niveles tréficos
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
fosforo (Sleigh,1989).



2.2 Importancia clinica de Acanthamoeba

En 1960 Kernohan, describié un caso de granuloma cerebral en una joven que murio,
presumiblemente infectado por A. culbertsoni. Apley en 1970, reporto el caso también

de un nifio en Gran Bretafa, quien murié 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 (Martinez y Visvesvara,1997).

Los primeros aislamientos de Acanthamoeba en tejidos humanos fueron reportados por
Visvesvara et a/. (1983). El primero se aislé de los pulmones de un paciente que murié

de EAG, el otro fue recuperado de tejido de un injerto en la mandibula de un individuo,
ambos se identificaron como A. castellanii.

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 corneas produciendo queratitis (Rondanelli,1987; Kilvington et
al,1990,1991).

La invasién del sistema nervioso central (SNC) en este caso, es secundaria a la infeccion
en otro sitio del cuerpo. La puerta de entrada puede ser a través de la piel o mucosas,
asi como la aspiracién de agua o aire contaminados con amibas o quistes de las

mismas, una vez en el organismo se establece una lesiéon primaria desde la cual, por
via sanguinea alcanza el SCN (Pearl et a/,1990; Martinez & Visvesvara,1997), y tiene

como agente etiolégico a A. castellanii, A. culbertsoni, A. polyphaga, A. astronyxis, A.
hatchetti, A. palestinensisy A. rhysodes.

El primer registro de QA se presentd en la Gran Bretafia (Nagington,1975), en dos
pacientes las amibas provocaron una ulceracién cronica progresiva de la cérnea,

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

reportados se presentaron en Texas (Jones et al.,1975). Dos de ellos se diagnosticaron
como queratitis y un tercero como uveitis. En los tres reportes, Acanthamoeba fue

identificada como el agente causal del padecimiento (Martinez & Visvesvara,1977).



2.3 Morfologia y ciclo de vida de Acanthamoeba

El género Acanthamoeba, presenta dos estadios: el trofozoito o forma reproductiva y el
quiste o forma vegetativa (Page,1988; Pussard & Pons,1977).

El trofozoito de Acanthamoeba mide de 24-56 pym. El nicleo es circular de 7 a 10 pm

de diametro con un nucleolo central, presenta vacuolas contractiles y una vacuola
digestiva de mayor tamafio que estas Gltimas (John,1993).

El quiste de Acanthamoeba tiene un diametro de 13-28 um. En algunas especies, el

exoquiste es moderadamente ondulado y el endoquiste presenta un arreglo poligonal,
este Ultimo 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
estan separadas a lo largo de la periferia y solamente se unen en ciertas partes que
corresponden a las puntas de los extremos del poligono, 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 desecacién del medio pueden
iniciar la formacion del quiste.

2.4 Cuadro clinico, diagnéstico y tratamiento de la encefalitis amibiana
granulomatosa (EAG)

La EAG, produce una encefalitis granulomatosa subaguda o cronica, difusa,
necrotizante, debida a la accién enzimatica inducida por hidrolasas lisosomales y a una
fosfolipasa capaz de degradar fosfolipidos de la vaina de mielina (Martinez y

Visvesvara,1997). Se estima que estas amibas se diseminan por via sanguinea, desde la
piel o desde los pulmones (Gullet et a/.,1979).

Acanthamoeba presenta un curso de invasion lento y preferentemente afecta ganglios
basales; las lesiones se caracterizan por ser granulomatosas y al establecerse
paulatinamente provocan una encefalomacia, encontrando en ellas tanto trofozoitos
como quistes; se presentan parestesias o crisis convulsivas dependiendo del sitio
irritado o danado. Esta enfermedad ocurre en individuos crénicamente

inmunodeprimidos o en pacientes inmunocomprometidos incluyendo a pacientes con
el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Pearl et a/,1990; Alvarez et
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el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Pearl et a/,1990; Alvarez et
al.,1996; Martinez,1993; Ferrante, 1991), diabéticos y alcohédlicos (Martinez,1980; Hunt
et al.,1995), por lo que Acanthamoeba se comporta como oportunista (Martinez, 1980).

El cuadro clinico, suele confundirse con tuberculosis cerebral, abscesos cerebrales y
afecciones virales (Martinez,1985). Sin embargo, los antecedentes del paciente asi
como un cuadro respiratorio bajo y la rebeldia al tratamiento del proceso, debe hacer

pensar en acantamebosis.

Hasta hoy, el procedimiento mas importante para el diagnéstico rapido de EAG ha sido
el examen microscopico directo del LCR por medio de preparaciones en fresco y
buscando trofozoitos moviles. La desventaja de este método, es que en la clinica

Individuos inmunocompromelidos o
8" sanos
Puimones
Epidemioiogia de Amibas de Vida Libre c.?mcsnm
Figura | Ciclo de vida de A ba spp. (modificado de Martinez y 1997)

raramente se sospecha de la
presencia de AVL, por lo que
sencillamente no se buscan y por
otro lado, se cierta
experiencia para reconocerlas.

requiere

A pesar de la informacion
existente acerca de las AVL
patégenas, se carece de un
tratamiento adecuado para
controlar o erradicar la infeccién
de manera efectiva. Se han hecho
varios estudios para identificar los

agentes terapéuticos mas
efectivos para controlar las
infecciones causadas por

Acanthamoeba sin que se haya
encontrado hasta la fecha, un
tratamiento totalmente efectivo
(Martinez, 1985).



2.5 Cuadro clinico 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 numero de reportes y por los dafios que causa a la cornea de las
personas afectadas, esta infeccion es crénica y poco comin pero muy devastadora.
Principalmente se presenta en individuos jovenes, sanos e inmunocomprometidos y
principalmente entre los usuarios de lentes de contacto.

El cuadro clinico se caracteriza por la presencia de dolor ocular severo, generalmente
unilateral, irritacién, sensacion de cuerpo extrafo, fotofobia y evolucién crénica a pesar
del tratamiento. Los andlisis son negativos para hongos, bacterias y virus. Con
frecuencia se le llega a confundir con queratitis causada por Herpes simplex. (Martinez

y Visvesvara,1997).

El tratamiento de la QA no es sencillo, debido principalmente a la resistencia de estos
organismos a los farmacos convencionales usados contra bacterias, hongos,
protozoarios y virus. Sin embargo, el ketoconazol, miconazol, isotionato de
propamidina, han mostrado cierta efectividad en algunos pacientes (Martinez y
Visvesvara,1997). En México, se presentd un caso de QA en donde se uso Itraconazol
con éxito (Omaina, 1997).

2.6 Patogenicidad

No se conocen con exactitud los mecanismos de patogenicidad de las AVL patégenas,
asi como tampoco los factores que determinan la infeccién y por consiguiente la
enfermedad que ocasionan, sin embargo, se sabe que en este proceso intervienen
funciones como la fagocitosis o a la produccién de algunas enzimas como fosfolipasas,
lisofosfolipasas, hidrolasas, glicosidasas y elastasas. Estas amibas producen enzimas
citopaticas, capaces de degradar proteinas del tejido conectivo (coldgena vy fibrina),
acompanado de un proceso inflamatorio, como por ejemplo Acanthamoeba castellanii
produce enzimas colagenoliticas, que pueden degradar el tejido corneal (Omaifa,
1997).



2.7 Ubicacion taxondémica.

La ubicacion taxonomica de Acanthamoeba de acuerdo a Levine et al, (1980) se

muestra en el siguiente esquema.

Figura 2. Ubicacién taxondémica de las AVL patdégenas
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Familia Hartmannellidae Acanthamoebidae Vahlkamp%e Leptomyxidae
Género Hartmannella Acanthamoeba Naegleria Valhkampfia Balamuthia



Recientemente la Sociedad de Protozoologia (Lee et a/, 2000) publicé una guia
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 Epidemiologia

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 mas de 581 casos de QA causados por Acanthamoeba spp. (Martinez et
al.,1994; Martinez y Visvesvara, 1997; Lares-Villa, 2001) (Tabla 1).

La EAG se presenta en individuos debilitados o inmunosuprimidos. John (1993) reporto
dos casos fatales en individuos con SIDA y Martinez 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 afos con antecedentes de haber nadado en los

canales de riego del valle de Mexicali, Baja California (Valenzuela et a/,1984). 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 sélamente uno debido Acanthamoeba (Ortiz et al., 2000); cuatro casos de
queratitis por Acanthamoeba, dos diagnosticados de cultivos de cornea y dos de lentes
de contacto con trauma de penetracidon corneal y exposicion a aguas contaminadas
(Omana,1997; Lares-Villa, 2001).

Por otro lado, se han publicado otros casos clinicos 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.1. Distribucion geografica mundial de la MEAP, EAG y QA"

Pais P | EAG QA | Total
Alemania - - 2 2
| Araentina - 1 - 1
Australia 19 Fi >1 >27
| Barbados 1 - 1
| Bélaica 5 - >1 6
Brasil 5* 3 >4 >12
| Canada - 5 - S
Chile - 1 - 1
| China - 2 - 2
Colombia B 2 1 3
| Corea del sur 1 1 - 2
' Cuba 1* - - 1
| Estados Unidos 81 100 | >500 | >681
Francia - - 3 3
Guam 1 1 = 2
| Holanda - - >15 >15
Honduras - 2 - 2
Hunaria - - 2 2
India 9* 3 >10 >22
| Italia - 1 3 4
 lapdn 1 3 3 7
| México 29 13 >3 >45
| Nueva Guinea 1 - - 1
| Nueva Zelanda 8 - - 8
Niaeria 4 1 ~ )
| Panamd 1 - = 1
Perii - 14 - 14
| Puerto Rico 1 - - 1
| Reino Unido 5 - >30 <35
| Rep, Checa 18 2 - 19
| Sudafrica 1 1 = 2
 Suiza - - 1 1
Tailandia 5 S - 10
| Uaanda 1* - - 1
Venezuela 4 3 2 9
Zambia - 1 - 1
Total 201 172 >581 | >954

* Tomado de (Bonilla, 2000; Lares-Villa, 2001)



2.10 Método tradicional de identificacion de Acanthamoeba

Las muestras de agua o liquido cefaloraquideo (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 identificacion

morfoldgica, la prueba de patogenicidad en ratones, andlisis de isoenzimas y/o
técnicas inmunoldgicas (Rivera et al, 1987; Bonilla, 2000).

Una de las técnicas que se han usado para la identificacion de AVL a nivel de especie,
es el andlisis de isoenzimas (De Jonckheere,1987: Rondanelli,1987: John,1993).
Mediante este método se han logrado detectar patrones enzimaticos distintivos de
cada especie, especialmente de MNaegleria y Acanthamoeba, debido al potencial
patégeno 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 identificacion a nivel de especie de
Acanthamoeba requiere aproximadamente de 30 a 40 dias, ademas del costo de los

medios axénicos y reactivos necesarios para ello.

En los dltimos afios se han venido desarrollando diferentes métodos de biologia
molecular, entre éstos, la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), por

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

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

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

2.11 Método de Identificacién por ADN.

A partir del desarrollo de la PCR en 1985, se abrieron grandes expectativas desde los
estudios forenses hasta ecoldgicos, y de manera especial en el campo de la
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investigacion médico/clinico. En el caso de los andlisis clinicos para la deteccién de
organismos causales de enfermedades, se ha demostrado que la técnica de PCR es una
herramienta practica, rapida y segura, con la condicién de que previamente se hayan
encontrando la o las secuencias especificas del organismo causante. De la misma
manera, la técnica se ha propuesto para identificar organismos del ambiente, por su
importancia tanto ecolégica como epidemiolégica (Kilvington y Beeching, 1995b).

En relacion 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 restriccion con la creacion 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 y Endo,1990); PCR (Vodkin et

al.,1992; Lehmann et al.,, 1998), e hibridacion de ADN ribosomal (Gast y Byers,1995). El
uso y desarrollo de estas técnicas se ha enfocado de manera especial a la deteccion e

identificacion de organismos con capacidad patégena. (De Jonckheere,1991; Kilvington
y Beeching,1995a; McLaughlin et a/,1998).

2.12 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Los métodos convencionales de analisis molecular requieren de grandes
cantidades de muestra de ADN intacto, lo que no es necesario en la técnica de PCR, lo
gue permite el analisis 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 utilizé 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 y agua. Aunque
se usé en la deteccion de organismos potencialmente patégenos, la sensibilidad y
especificidad permitié a los investigadores continuar con estudios basicos de ecologia
microbiana (Espinosa de los Monteros,1993).

Una de las primeras aplicaciones de la PCR en biologia molecular, fue para conocer la
ingenieria de la distribucion genética en los microorganismos (GEMs). Los resultados
registraron un incremento del doble en sensibilidad comparado con muestras no
amplificadas.



La PCR es un proceso enzimatico /n vitro para la amplificacion de la secuencia del ADN,

a partir de cualquier tipo de ADN patrén (bacteriano, viral, protozoolégico, vegetal o
animal), extrayendo en ciclos discretos de amplificacién, secuencias de ADN, en donde
cada uno de estos ciclos puede aumentar al doble la cantidad de ADN patrén en una
muestra. La PCR puede aumentar la secuencia de un ADN especifico en cientos de
millones de veces. La PCR convierte la doble banda del ADN en una banda sencilla,
uniendo los iniciadores al ADN patrén y extendiéndolos por la accion de la ADN
polimerasa. Los iniciadores que son oligonucleétidos, hibridizan sus homdlogos
especificos de la secuencia del ADN colocandolos a un costado del segmento de ADN
patron. Para que la ADN polimerasa actie, necesita de la presencia de trifosfatos de
oxinucledtidos libres (ANTPs) (Ronald, 1 991_}.

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 reaccién por PCR son: Tag ADN
polimerasa, Iniciadores Oligonucledtidos, dNTPs, patrones de ADN vy iones de
magnesio. Los iniciadores tipicos tienen 18 o 28 nucleétidos de largo, conteniendo de
50 o 60 % las bases G+C y la éptima concentracion 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
concentracion de dNTP usado (White et a/.,1989; Arnhelm et a/.,1990).

El procedimiento con el cual se puede amplificar la secuencia de un ADN patrén,
necesita al menos una parte por millon del total de la muestra inicial (Arnhelm vy
Levenson,1990).

Para el estudio de poblaciones microbianas, la técnica de PCR ofrece una alternativa
mucho mas viable que algunos métodos tradicionales, como en la identificacién de

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

se disminuye considerablemente el tiempo de identificacion de los organismos
causales (Arnhelm et a/,1990). Ademas, segtin Ronald (1991), la técnica se puede

aplicar para la deteccidn de varios tipos de microorganismos a la vez, sin problemas de
confusion de especies.



De acuerdo a Arnhelm y Levenson (1990), la PCR tiene .una gran variedad de
aplicaciones en diferentes campos de estudio por ejemplo, los siguientes:

1. Deteccién de comunidades microbiolégicas en diferentes ambientes.
2. Monitoreo e identificacion de comunidades microbioldgicas indicadoras de la
calidad del agua.

3. Simplificacién de técnicas de biologia molecular (clonacién, secuenciacion y
en la modificacidn especifica de la secuencia de acidos nucleicos).

. Monitoreo de virus patégenos en muestras de agua.

. Monitoreo de protozoarios patégenos en el agua.

. Monitoreo de Legionella sp.

. Monitoreo de la actividad microbiana con metabolismos especificos.

. Diagnéstico prenatal de enfermedades genéticas.

. Analisis retrospectivos en tejidos humanos.

. Analisis del ADN en medicina forense.

. Aplicacion en diferentes problemas industriales.

- O W N O M

— —

La técnica de PCR, causd un gran impacto entre los cientificos que se dedican a
estudios de Biologia molecular, principalmente por su versatilidad, rapidez vy
disponibilidad para la resolucion de diferentes problemas en comparacién con los
métodos tradicionalmente usados. Ahora la dificultad de aislamiento y la manipulacién
de secuencias especificas de ADN se han reducido, sobre todo para aquellos que
cuentan con un entrenamiento limitado en biologia molecular y bioquimica y en los
casos en donde los estudios no disponen con grandes cantidades de material
bioldgico.

De esta manera, la aplicacion de la técnica de PCR en la identificacion de las AVL
patégenas, se vuelve de gran utilidad por dos factores que pueden determinar la
sobrevivencia de un paciente; el diagndstico oportuno de la infeccion y la identificacion
precisa de la especie amibiana causante. Informacién de gran relevancia, especialmente
con el propésito de aplicar la terapia farmacolégica adecuada.
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Para llevar a cabo la identificacion correcta hasta el nivel de especie de las amibas
patdégenas, ya sea de muestras del ambiente o de muestras clinicas se requiere
personal especializado y con experiencia. Para un técnico de laboratorio y atiin para un
microbidlogo es muy dificil identificar la especie a la que pertenecen estos organismos,
sobre todo si se encuentran o se aislan 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 identificacion de las AVL por los
métodos convencionales con cierto éxito; sin embargo, existen varios inconvenientes
durante el aislamiento, identificacion morfoldgica, axenizacion, comprobacion de
patogenicidad e incluso en la confirmacion de especies, ademas se requieren varios
dias o semanas para concluir el proceso. En México no se han realizado estudios
ambientales en donde se aplique la técnica por PCR para la identificacion de
Acanthamoeba.

Debido a lo anterior, es necesario desarrollar e implementar el uso de técnicas
modernas como la de la PCR, tanto para estudios ecoldgicos y epidemioldgicos como
para diagnéstico clinico de las enfermedades provocadas por las amibas patdgenas de
vida libre y evitar asi, que el nimero 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 identificacion de amibas del género Acanthamoeba (iniciador

GP(P2)), asi como acantamoebas patdogenas (iniciador Ac6), tanto del ambiente como de
casos clinicos, para contar con una herramienta rapida, sensible y confiable.
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4. OBJETIVOS

GENERAL:

- Comparar la metodologia tradicional para la identificacion de amibas
patdgenas del género Acanthamoeba contra el ensayo de PCR, utilizando dos

iniciadores en muestras ambientales (agua).

ESPECIFICOS:

1.- Aislar amibas patégenas del género Acanthamoeba por el método tradicional,
en diferentes reservorios de agua en la Huasteca Potosina.

2.- Identificar los aislados utilizando el método de caracterizacion morfolégica y
patogenicidad en raton.

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

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

de agua naturales y artificiales en el Edo. de San Luis Potosi, 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

caracteristicas se resumen en el siguiente cuadro.

Tabla 2. Caracteristicas de los sitios de muestreo.

Lugar de Caracteristicas Sitio de toma de muestra Clave
muestreo
Media Luna Laguna natural, manantial y rios Laguna principal ML 1
Reservorio de flujo continuo ML 2
Salida del rio hacia el canal de ML 3
riego
Cascaditas Rio de un afluente principal Parte central del rio principal Cal
Tamasopo Balneario con piscinas artificiales de agua Alberca principal Tm1
de flujo continuo formando un rio Fosa secundaria cercana a la Tm 2
salida del rio
Taninul Balneario con manantial dentro de un Parte central de la alberca Tn1
hotel, con agua termales, sulfurosas y principal
de flujo continuo formando un rio Salida hacia el rio Tn 2
Xilitla Piscinas artificiales alimentadas por un Primera fosa después de una Xil
manantial y construidas a lo largo del rio cascada
Tercera fosa Xi 2
Tancanhuitz Fosa natural formada por el flujo continuo Parte cercana a la orilla de la Tan 1
del rio fosa, muy cerca de la carretera
Tambaque Manantial de aguas de flujo continuo Manantial y nacimiento del rio Tam 1
formando un rio Lugar de recreacion de baiiistas Tam 2
Badito Balneario con piscinas artificiales de agua Fosa principal del manantial Bal
termal de flujo continuo Piscina principal Ba 2
Chapoteadero Ba3
Gogorrén Balneario con piscinas artificiales de aguas Fosa principal Gol
termales Fosa profunda Go 2
Chapoteadero Go 3

Se realizaron cuatro muestreos trimestrales, uno en cada estacion del afio, de enero de
1997 a febrero de 1998. Se incluyeron balnearios naturales y artificiales (aquellos que

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

Las muestras se tomaron en las zonas mas 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 cumulos de algas y
demas particulas flotantes, para aumentar la probabilidad de aislamiento (Kyle and
Noblet,1987). Se conservaron a temperatura ambiente, para ser procesadas en el
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de San Luis Potosi, (Unidad Ciudad

Valles).
5.2 Método Tradicional.

El primer grupo de muestras, se filtré en membrana Millipore de 8 ym de diametro, las
membranas se colocaron sobre cajas de Petri que contenian 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 y en bolsas de plastico, no se
congelaron ni se adicionaron preservadores, para evitar dafiar las amibas.

5.3 Método para la técnica de PCR.

El segundo grupo de muestras (duplicado), también se filtré con membrana Millipore
de 8 pm de diametro. Se colocé la membrana en un tubo de centrifuga estéril y se
adicionaron 5 ml de solucién SET (sacarosa EDTA) inmediatamente después de haber
filtrado, y se resuspendié por agitacion directa, retirandose posteriormente la
membrana y congelando la suspension a -20 °C hasta el momento en que se realizé la
extraccion 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-lztacala, 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 °C) y a 37 °C. 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 incubacidn, los cultivos se observaron diariamente durante 15
dias 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, incubdandose 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 realizé con material esteril y en campana de flujo laminar.

5.4.2 Cultivo axénico.

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

estado de trofozoito y se transfirieron trozos de aproximadamente 1 cm? a los medios
PBSCM (Chang modificado por Rivera, et al.,1987) y Bactocasitona (BC) al 2%, con 10%

de suero fetal de bovino y se incubaron a 30 °C, manteniendo los tubos inclinados y sin
agitacion con el fin de que las amibas pudieran adherirse en la mayor superficie posible
del tubo (Cerva,1967; Page,1988; Martinez,1985).

5.5 Identificacion.

Para la identificacion, ademas de la observacion con el microscopio, se consideraron el
tamafno de los trofozoitos y quistes (morfometria), la tolerancia a la temperatura y su
virulencia.

5.5.1 Morfolégica.

La identificacion morfoldgica de las amibas se realizé con un microscopio de contraste
de fases (Zeiss Mod. lll, objetivos 40X y 100X), realizando preparaciones /in vivo de
cultivos axénicos de los trofozoitos y quistes en diferentes fases de maduracién y
usando las claves taxonémicas de Pussard y Pons (1977) y Page (1988). Se
determinaron el largo, ancho y diametro del niicleo de 50 trofozoitos e igual nimero
de quistes. Se registraron las diferentes formas tanto del trofozoito como del quiste,
asi como las caracteristicas mas relevantes.
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5.5.2 Sensibilidad a la temperatura

Esta prueba consiste en determinar la temperatura maxima y 6ptima de crecimiento de
las amibas aisladas. Cada uno de los aislamientos se sembrd por cuadruplicado en
medio NNE y se incubaron a temperatura ambiente (20-22 °C ), 37, 42 y 45 ‘C 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 realizé en grupos de cinco ratones machos de la cepa Cd-1, de tres
semanas de edad. Se inocularon trofozoitos obtenidos inmediatamente después de la
axenizacion para evitar que perdieran su virulencia (De Jonckheere,1983, 1984; Reilly
et al., 1983). La inoculacion se realizé por via intracerebral y por instilacion nasal. Los
trofozoitos de cultivo axénico de aproximadamente 5 dias (fase exponencial), se
ajustaron a una cuenta de 1X103 - 1X106 / ml. El volumen inoculado fue de 20 pl, para
la aplicacion intracerebral se inoculé a través de la articulacidon interpariental, a la
altura de las orejas (Cerva,1967a; Ferrante,1991). Para la inoculacién nasal, se aplicé
la misma dosis a través de los orificios nasales del ratén. Como testigo se inoculé un
grupo de cinco ratones con medio de cultivo sin amibas.

Los ratones se observaron diariamente durante 21 dias, registrando los cambios en su
comportamiento, asi como la fecha. Las cepas se consideran patégenas cuando al
término de la prueba, la mortalidad en el grupo de ratones es igual o mayor al 60%.
Los animales que sobrevivieron los 21 dias, al igual que el grupo control, se
sacrificaron introduciéndolos en una camara con éter y se les extrajo el cerebro, se
colocé en medio NNE y se incubaron a 30 °C, con el fin de determinar si hubo
desarrollo amibiano en ese érgano.

En los ensayos en donde las amibas presentaron caracteristicas patégenas, se
colocaron porciones de algunos drganos, tanto de los ratones muertos, como de los
sacrificados (cerebro, higado, pulmones vy rifiones) en placas con medio NNE, que se
mantuvieron a 30 °C por 24 - 48 h.
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5.6 Identificacion por la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa ( PCR)

5.6.1 Extraccién y Purificacion del ADN

La extraccion del ADN se realizd por el método de fenol cloroformo (Molecular
Microbial Ecology Manual, 1995), de acuerdo a la siguiente descripcion.

Se cultivaron los trofozoitos (controles positivos) en medio axénico a 30 °C en frascos
de cultivo de tejidos de 1 x 180 cm?,por aproximadamente cinco dias. Se concentré por
centrifugacién a 2500 rpm durante 15 minutos. El precipitado obtenido se resuspendié
en 4 ml de buffer de lisis (congelar a -20°C, si no se procesa inmediatamente). Para
eliminar las proteinas se trato con 70 pl de proteinasa K y 400 pul de sarkosyl 20% al
(2%) y la mezcla se agité suavemente. Se incubd a 65 °C por 2 horas en bafio maria y se
enfrid en hielo y transfirié a un tubo separador de suero (TSS Becton Dickinson 6510).
A la suspensién obtenida, se le adicionaron 4 ml de una solucién fenol: cloroformo:
alcohol isoamilico (25:24:1), se agité suavemente a temperatura ambiente por 3 min.

Se centrifugé a 3,000 rpm. durante 15 min y se recuperé el sobrenadante en otro tubo
TSS. Se repitieron los pasos de enfriamiento en hielo y la adicién de la solucién de
fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1), hasta que el material desnaturalizado
se hizo evidente en la fase organica atrapada por debajo de la barra de gel. Se
recuperd y se vacié el sobrenadante dentro de otro tubo TSS y se le adicionaron 4 mi
de solucién de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), agitindose suavemente.
Posteriormente se centrifugd a 3,000 rpm durante 5 min. y el sobrenadante se
transfirié a un tubo de centrifuga de polipropileno, al cual se le adicioné un volumen
igual de isopropanol anhidro, agitindose suavemente y se congelé a -20 °C por una
hora o durante toda la noche si no era procesado inmediatamente. El tubo de
centrifuga se centrifugéd a 3,000 rpm durante 30 minutos y se removié todo el
sobrenadante con una micropipeta, se lavd el precipitado dos veces con 2 ml de etanol
al 70 % y una con etanol absoluto, centrifugandose ligeramente entre cada lavado y
removiendo todo el sobrenadante en cada paso con una micropipeta. Por dltimo, se
colocé el precipitado en un desecador al vacio y se disolvié en 100 pul de Buffer Tris-
EDTA (TE).

Las muestras de agua de las piscinas y de los cuerpos de agua naturales se procesaron
para la purificacion de ADN con el mismo procedimiento que para los controles
positivos. Esto debido a que los andlisis previos han confirmado que el agua de los
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sitios muestreados, no contiene desinfectantes y en su mayoria es agua que fluye
naturalmente de manantiales. Para eliminar ciertas sales y otros objetos se utilizé un
paquete de purificacion de ADN (Prep-A-Gene ADN purification Systems).

5.6.2 Reaccion 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 Nucleétidos (DDBJ) con
clave de acceso nimero M65180, con esto se obtuvo la secuencia de Acanthamoeba,
que fueron investigados por homologia en las bases de datos mencionadas utilizando
el programa FASTA del paquete GCG; utilizando amplimeros de ADN repetitivo (Vodkin
etal, 1992).

Extraido el ADN, se procedié a realizar la amplificacion del ADN por la técnica de PCR,
para el iniciador GP(Pz) de 272-pb, de acuerdo a lo propuesto por Vodkin et a/ (1992) y

Lehmann et al/(1998), que identifica amibas del género Acanthamoeba, y para el
iniciador Ac6 de 195-pb, que identifica especies patdégenas de Acanthamoeba,

propuesto por Howe et a/.(1997).

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

Tabla 3. Secuencia de nucleétidos especificos de los iniciadores de Acanthamoeba en la PCR.

Iniciador Secuencia (5'- 3" Identifica
GP(P;) derecho 1383TCC CCT AGC AGC TTG TG00 Género
GP(P;) reversa 165sGTT AAG GTC TCG TTC GTT Aje73

Ac6/10.derecho GGC GAA GAA CCT GCATCA GC Especies Patégenas
Ac6/210. reversa CAA CCA ACT CCC GAG CCA

El proceso de amplificacién se realizé 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 Tag ADN Polymerase, Parkin Elmer). Se utilizaron como

controles negativos, cultivos de cepas de referencia de A. castelfanii (Neff) y A.

lenticulata (PDz) cepas no patégenas; A. castellanii (AC), A. culbertsoni ('Lilly A-1), A.
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polyphaga (PQ) y A. lugdunensis (SH-565), estas Ultimas como controles positivos,
todas patdogenas del catdlogo de cepas de la American Type Culture Collection (ATCC).

Para la amplificacion del iniciador GP(P2), a cada microtubo se le agregaron 27.5 pl de
agua destilada, 5 pl de buffer PCR, 8 pl de la suma de las cuatro desoxiribonucleotidos
(dntp), 0.5 pul de Amp Taq, 3 pl de MgCl, 0.5 ul de cada uno de los iniciadores (primers),
5 ul de ADN de la muestra o de la cepa de referencia, dando un volumen total de la
reaccion fue de 50 pl.

Las temperaturas establecidas al programa del termociclador para cada ciclo fueron de
S5min. a 95°C (después del calentamiento),1.5min. a 94°C (desnaturalizacién), 1.5min. a
56 °C (alineacidén), 1.5min. a 72°C (extensidn), para 30 ciclos totales y finalmente 1
ciclo de Smin. a 72°C (extensién final)

Del mismo modo, para la amplificacion del iniciador Ac6, a cada microtubo se le
agregaron 27.5 ul de agua destilada, 5 pul de buffer PCR, 8 ul de la suma de las cuatro
desoxiribonucleotidos (dntp), 0.5 ul de Amp Taq, 3 pl de MgCl, 0.5 ul de cada uno de
los iniciadores (primers), 5 pul de ADN de la muestra o de la cepa de referencia, el
volumen total de la reaccion fue de 50 pl.

Las temperaturas establecidas al programa del termociclador para cada ciclo fueron de
1 min. a 95 °C ( después del calentamiento), 1 min. a 94 °C (desnaturalizacion), 1 min.
a 64 °C (alineacién), 1 min. a 72 °C (extension), para 30 ciclos totales y finalmente 1
ciclo de 5 min. a 72 °C (extension 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 agregoé 2ul de bromuro de etidio (10 pg/ml). Se vertié 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 min.

Se colocaron 8ul de cada uno de los amplificados mas 2 pl del buffer de carga. La

electroforesis se realizé en amortiguador TBE y se corrié a 60 voltios (4 voltios/cm?. El

gel se observé bajo luz ultravioleta a 305 nm, y se analiz6 con un sistema para
imagenes 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 niimero de aislados de Acanthamoeba spp. obtenidos de 74 muestras de agua

ler. 2° 3er. 4°
Sitio de muestreo Muestreo Muestreo  Muestreo  Muestreo  Total de
Enero-97  Mayo-97  Agto-97 Feb-98 Aislados

Media Luna (ML) - 2 2 4
Cascaditas (Ca) - - - - 0
Tamasopo (Tm) - 1 1 2 4
Taninul (Tn) 1 2 2 1 6
Xilitla (Xi) = = = - 0
Tancanhuitz (Tan) 1 - - 1 2
Tambaque (Tam) - - - 1 1
Baiiito (Ba) 3 3 12
_Gogorrén (Go) 2 2 3 3 10
total | 39

Los 39 aislados se obtuvieron en siete de los nueve lugares de estudio, “El Baiito”, “El
Gogorrén” y “Taninul” son sitios alimentados con aguas termales y fueron en estos
lugares en los que se obtuvieron el mayor nimero de aislados (Tabla 5).
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Tabla 5. Temperatura promedio del agua y 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
Cascaditas 25 /20 27 [ 25 26 / 24 25/23
Tamasopo 24 [ 20 32 /25 31 /25 25/ 22
Taninul 37125 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
Bafito 31/26 32 /30 34 /30 31 /28
Gogorrén 28 / 26 30/ 30 35/ 31 26 /23

6.1 Identificacion morfolégica por el método tradicional

De los cuatro aislados de la “Media Luna” el 75% (3/4) resultaron patégenos por ambas
vias de inoculacién en ratén. De la estacién “Tamasopo” el 75% (3/4) de los aislados
resultaron positivos a la prueba de patogenicidad. En “Taninul” el 83% (5/6) fueron
patégenos. “Tancanhuitz” presenté el 50% (1/2) con resultados positivos. El unico
aislado obtenido en la estacion “Tambaque” resulté patdgeno por ambas vias. Por
ultimo, en el “El Bafito” el 100% (12/12)de los aislados fueron patégenos y en el
“Gogorrén”, el 90% (9/10).

La identificacion morfolégica mostré caracteristicas de amibas de diferentes géneros
los mas frecuentes fueron A. polyphaga y A. castellanii , y otras que solo se

identificaron a nivel de género (Tabla 6). El ensayo de virulencia en ratén mostré 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. |dentificacién morfolégica y prueba de virulencia de los aislados obtenidos en los
diferentes sitios.

Sitio de Aislados Diagnéstico morfolégico Virulencia
muestreo
Media Luna ML 1(4) A. polyphaga +
ML 2(3) < A. castellanii
ML 2(4) Acanthamoeba sp. =
ML 3(3) Acanthamoeba sp. ”
Cascaditas 0 ==
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. i
Tn 1(4) Acanthamoeba sp. -
Xilitla 0 F e
Tancanhuitz Tan 1(1) Acanthamoeba sp. "
Tan 1(4) Acanthamoeba sp. "
Tambaque Tam 1(4) Acanthamoeba sp. o
Banito Ba 1(1) A. polyphaga +
Ba 2(1) A. polyphaga 3
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. o
Ba 3(2) Acanthamoeba sp. +
Ba 2(4) Acanthamoeba sp. 4
Gogorrdn Go 2(4) A. polyphaga A
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. &
GCo 1(3) Acanthamoeba sp. i
Go 2(3) Acanthamoeba sp. 5
Go 1(4) Acanthamoeba sp. o
Go 3(4) Acanthamoeba sp. +

+: Mortalidad igual o mayor al 60% (Cerva, 1971)
-: Mortalidad menor al 60% (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(P;) y Ac6 .

Sitio de ler. Mues treo 20. Mues treo 3er. Mues treo 40. Mues treo
muestreo
GP(P) AcE ~ Posmncid GP(P2)  Acg Presimcad GP(P:)  AcE rosnicad GP(P)  Ac e

Media ML 1(1) - - - ML 1(2) - - - ML 1(3) S = . ML 1(4) + + +
Luna ML 2(1) - - - ML 2(2) - - - ML 2(3) - + + ML 2(4) - - -
ML 3(1) - - - ML 3(2) - = £ ML 3(3) - - + ML 3(4) - - -
Cascaditas Ca 1(1) = = = Ca1(2) - = - Cal(3) - = - Ca 1(4) = - =
Tamasopo | Tm 1(1) - - - Tm 1(2) - - + Tm1(3) - - - Tm 1(4) - - -
Tm 2(1) - - - Tm 2(2) - - = Tm 2(3) + - + Tm 2(4)a + + +
Tm2(4)h 4 + -
Taninul Tn I(1) e + + Tn 1(2) + + + Tn 1(3) + + + Tn 1(4) & = -
Tn 2(1) - = 2 Tn 2(2) + + + Tn 2(3) 3 - + Tn 2(4) - = i
Xilitla Xi 1(1) - - - Xi 1(2) - - - Xi 1(3) - - - Xi 1(4) - = =
Xi 2(1) - = - Xi 2(2) - - - Xi 2(3) - - - Xi 2(4) - - -
Tancanhuitz | 7an I(1) = e + Tan 1(2) - - - Tan 1(3) - - N Tan 1(4) & - -
Tambaque |Tam1(l) - - - | Tam@ 2 2 - Tam13) - - - Tam 1)+ - -
Tam 2(1) . - . Tam2(2) - - - Tam 2(3) - - " Tam 2(4) - i =y
Bafito Ba I(1) + + E Ba 1(2) + + % Ba I1(3) + + + Ba 1(4) + + +
Ba 2(1) = ¥ i Ba 2(2) = + + Ba 2(3) = P + Ba 2(4) 2 + +
Ba 3(1) + + + Ba 3(2) + -+ + Ba 3(3) + + + Ba 3(4) + + +
Gogorrén: Go I(1) + + + Go 1(2) = = + Go I1(3) + + + Go 1(4) + + -
Go 2(1) + + + Go 2(2) + + + Go 2(3) = + + Go 2(4) ¥ + +
Go 3(1) d " Go 3(2) * . Go33)  + - - | Go34) + + +

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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Para la caracterizacion de las amibas mediante el ensayo de PCR, se analizo la
sensibilidad y especificidad de la prueba con cepas de referencia.
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Fig. 3. Amplificacion de la fraccion de ADN por PCR con el iniciador GP(Pz), de cepas de referencia y de muestras de
agua del Banito y del Gogorrén. M marcador de peso molecular de 100 pb (M), 1- A. castellanii (AC), 2 blanco

control, 3 A. lugdunensis (SH-565), 4-5 A. culbertsoni (Lilly A-1) y A. polyphaga (PQ) control positivo, 6 A.
castellanii (Neff) control negativo, 7-9 muestras del Banito ( Ba 1(1), Ba 2(1), Ba 3(1) ) y 10-11 muestras del

Gogorron (Go 1(1) y Go 2(1) ).

Con este corrimiento se determind que las cepas de referencia que podian ser usadas
como controles positivos del género Acanthamoeba son: A. castellanii (AC), A.

culbertsoni (Lilly A-1) y A. polyphaga (PQ), el blanco control se preparé con todos los

reactivos menos la cepa de referencia.



6.2.1 Amplificacion del ADN por la técnica de PCR con el iniciador GP(P2).
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Fig. 4. Amplificacion de la fraccion de ADN por PCR con el iniciador GP(P2), del primer muestreo.
(M) marcador de peso molecular de 100 pb, 1-A. casteflanii (AC); 2 A. culbertsoni (Lilly A-1) control positivo; 3-5

Media Luna ML 1(1); ML 2(1); ML 3(1); 6 Cascaditas Ca 1(1); 7-8 Tamasopo Tm 1(1); Tm 2(1); 9-10 Taninul Tn 1(1);
Tn 2(1); 11-12 Xilitla Xi 1(1); Xi 2(1); 13 Tancanhuitz Tan 1(1};, 14-15 Tambague Tam 1(1); Tam 2(1); 16-18 El
Bafito Ba 1(1); Ba 2(1); Ba 3(1) y 19-20 El Gogorrén Go 1(1); Go 2(1).
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Fig. 5. Amplificacion de la fraccion de ADN por PCR con el iniciador GP(P:), del segundo muestreo.
(M) marcador de peso molecular de 100 pb, 1 A. caste/fanii (AC) 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 Badito Ba 1(2); Ba 2(2); Ba 3(2) y 18-
19 El Gogorron Go 1(2); Go 2(2).
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Fig. 6. Amplificacion de la fraccion de ADN por PCR con el iniciador GP(P:), del tercer muestreo.
M) marcador de peso molecular § X174 RF DNA/Hae Ill, 1 A. castellanii (AC) control positivo; 2-4 Media Luna ML

1(3); ML 2(3); ML 3(3); 5 Cascaditas 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 Bafito Ba 1(3); Ba
2(3); Ba 3(3) y 18-20 El Gogorron Go 1(3); Go 2(3).

Fig. 7. Amplificacion de la fraccion de ADN por PCR con el iniciador GP(Pz), del cuarto muestreo.
(M) marcador de peso molecular ¢ X174 RF DNA/Hae Ill, 1 A. castellanii (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).



Fig. 7a. Amplificacion de la fraccion de ADN por PCR con el iniciador GP(P2), del cuarto muestreo. (M) marcador de
peso molecular ¢ X174 RF DNA/Hae ll; 1 A. castellanii (AC), control positivo; 2 blanco, control negativo; 3-4 Xilitla

Xi 1(4); Xi 2(4); 5 Tancanhuitz Tan 1(4), 6-7 Tambague Tam 1(4); Tam 2 (4), 8-10 El Banito Ba 1(4), Ba 2(4), Ba 3(4)
y 11-13 El Gogorrén Go 1(4); Go 2(4); Go 3(4).

En estos corrimientos solo se muestran resultados de los lugares en donde se aislaron
amibas, debido a que ya no se contaba con el suficiente iniciador asi como de los otros
reactivos para realizar la técnica.

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

Del mismo modo que con el primer iniciador, después de la extracciéon y purificaciéon
de las muestras, se realizd un corrimiento con las cepas de referencia y muestras de

agua de los lugares en donde en trabajos anteriores se habia detectado amibas del
género Acanthamoeba , como control positivo (Figuras 6-10).
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Fig. 8. Amplificacion de la fraccion de ADN por PCR con el iniciador Ac6, de las cepas de referencia y de muestras de
agua obtenidas del Banito y del Gogorrén. (M) marcador de peso molecular ¢ X174 RF DNA/Hae Ill; 1 blanco, control

negativo; 2 A. castellanii (AC) control positivo; 3 A. /enticulata (PD;) control negativo; 4-5 A. culbertsoni (Lilly A-1}y
A. polyphaga (PQ) control positivo, 6 A. castellanii (Neff) control negativo, 7-9 muestras del Bafito ( Ba 1(1), Ba 2(1),

Ba 3(1) )y 10-11 muestras del Gogorron (Go 1(1) y Go 2(1) ).



Con este corrimiento se determino que las cepas de referencia que podian ser usadas
como controles positivos son:  A. castellanii (AC), A. culbertsoni (Lilly A-1) y A.

polyphaga (PQ).
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Fig. 9. Amplificacién de la fraccion de ADN por PCR con el iniciador Ac6, del primer muestreo.
(M) marcador de peso molecular ¢ X174 RF DNA/Hae lll; 1- A. culbertsoni (Lilly A-1)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 Xilitla Xi 1(1); Xi 2(1); 12 Tancanhuitz Tan 1(1); 13-14 Tambaque Tam 1(1); Tam 2(1); 15-17 El Banito Ba 1(1); Ba

2(1); Ba 3(1) y 18-19 El Gogorron Go 1(1); Go 2(1).
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Fig. 10. Amplificacion de la fraccion de ADN por PCR con el iniciador Ac6, del segundo muestreo.
(M} marcador de peso molecular § X174 RF DNA/Hae Il; 1- A. culbertsoni (Lilly A-1), 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 Banito Ba 1(2);

Ba 2(2); Ba 3(2) y 18-19 El Gogorréon Go 1(2); Go 2(2).
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Fig. 11. Amplificacion de la fraccion de ADN por PCR con el iniciador Ac6, del tercer y cuarto muestreo.

(M) marcador de peso molecular ¢ X174 RF DNA/Hae Ill; 1- A. culbertsoni (Lilly A-1),control positivo, 2 ML 2(3), 3
ML 3(3), 4 Tamasopo 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 Go 1(3), Go 2(3) y
Go3(3); del cuarto muestreo 13-15 Media Luna ML 1(4), ML 2(4) y ML 3(4); 16 Cascaditas Ca 1(4); 17-19 Tamasopo

Tm 1(4), Tm 2(4)a y Tm 2(4)b.
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Fig. 12. Amplificacion de la fraccion de ADN por PCR con el iniciador Ac6, del cuarto muestreo.
(M) marcador de peso molecular ¢ X174 RF DNA/Hae lll; 1- A. culbertsoni (Lilly A-1), control positivo; 2-3 Taninul

Tn 1(4) y Tn 2(4); 4-5 Xilitla; 6 Tancanhuitz Tan 1(4); 7-8 Tambaque Tam 1{(4) y Tam 2(4), 9-11 El Banito Ba 1(4),
Ba 2(4) y Ba 3(4); y 12-14 El Gogorron Go 1(4), Go 2(4) y Go 3(4).
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7. DISCUSION

Las AVL son habitantes comunes en el suelo y agua (Sleigh, 1989), en el medio acuatico
viven en la superficie (adheridas a particulas 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 presenté variaciones de importancia (Tabla 5), por lo que se
puede decir que no existe un patrén 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 patégenas ya que estas
son termotolerantes, la mayoria 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 Bahito, 25.6% al

Gogorrén 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 organica acumulada visible lo que no favorece el
desarrollo de las AVL; ademas 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
estacion Cascaditas, es una corriente continua, muy limpia, de velocidad considerable,
gue no permite estancamientos de agua, impidiendo que se acumule materia organica
y de esa manera que se formen colonias de microorganismos, aunado a la continua
aireacién con la consiguiente depuracién del agua. Por otro lado, en ambos casos, no
existen grandes asentamientos humanos cercanos a la zona de muestreo, que pudieran
aportar materia orgdnica 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 nimero de personas durante gran parte del afio. En

el lugar se observan zonas con materia organica estancada y basura, por lo que no es
sorprendente encontrar organismos como Acanthamoeba.

40



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 acumulacién de materia organica, basura y suelo, lo que explica la
presencia de amibas.

El mayor numero de aislamientos de Acanthamoeba se obtuvo de los tres sistemas
recreacionales (Gogorrén, Taninul y El Bahito) y aunque el flujo es continuo y son
alimentadas directamente de manantiales de aguas termales cuyas temperaturas
registradas van de 26-41 °C (Tabla 5), temporalmente el agua esta 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 microhdbitats, en donde las AVL encuentran un medio muy favorable ya
que estan relativamente protegidas, y al mismo tiempo tienen suficiente alimento,
oxigeno bacterias, materia organica y la temperatura adecuada. Ademas, como es agua
que fluye constantemente, no se le agrega ningln desinfectante (Bonilla, et a/., 2000).
En el caso del Gogorrén, aunque se presentan temperaturas un poco menores (26-35
°C), 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 terméfilos o al menos resistentes a temperaturas altas.

La afluencia de banistas 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 transito de los bafistas de estos sitios a las piscinas puede
incrementar el nimero de amibas, asi como de bacterias y nutrientes que favorecen la
sobrevivencia y desarrollo de las amibas de vida libre.

Cabe hacer mencidn, que en el caso de Taninul, ademas de ser alimentada con aguas

termales, también son aguas sulfurosas que forman fléculos de materia organica, algas
y otros organismos que a su vez crean un microhabitat favorable para Acanthamoeba.

En el caso de Acanthamoeba el diagndstico morfolégico (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 patdgenas en raton, lo
cual significa que son potencialmente patégenas para el hombre, esto es muy
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importante desde el punto de vista de salud publica, debido a que como ya se
menciond con anterioridad algunas especies oportunistas del género Acanthamoeba

son probablemente los protozoarios de vida libre mas comunes en la naturaleza y son
capaces de producir EAG, principalmente en personas inmunosuprimidas tales como
individuos con terapia inmunosupresora para trasplante de érganos, con desnutricion,
alcoholicos crénicos, mujeres embarazadas, pacientes con SIDA, con lupus eritematoso
sistémico o con cualquier otro tipo de supresion provocada por quimioterapia
(Martinez y Visvesvara, 1997).

También existen algunos reportes de EAG sin que se presente la inmunosupresion, en
donde se afirma que la puerta de entrada es el tracto respiratorio o alguna ulceracién

en la piel, invadiendo al SNC a través de la via sanguinea y produciendo finalmente la
muerte (Gullet et al., 1979; John, 1993; Martinez y Visvesvara, 1997). Asi mismo, se ha

reportado la presencia de portadores asintomaticos 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 inmunoldgico se

encuentra comprometido.

Conociendo el peligro potencial de los balnearios ya mencionados, se podran tomar
medidas para evitar posibles infecciones, aplicando métodos de desinfeccidn
apropiados para eliminar éstos organismos y garantizar la seguridad de los visitantes.
En el caso de los ambientes naturales la solucién 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 desinfeccion no se aplicarian con éxito, sin embargo,
al conocer el riesgo que en estos lugares existe, es necesario divulgar esta informacion
con el fin de prevenir a los baiiistas.

Por lo anterior, surge la importancia de desarrollar métodos de identificaciéon rapidos,
precisos y confiables, tanto para su identificacion del ambiente (agua en este caso),
como de muestras clinicas (liquido cefalorraquideo y exudados nasofaringeos entre
otros).

De los 39 aislados del género Acanthamoeba, 19 (48.7 %) no se pudieron identificar
morfolégicamente a nivel de especie y sin embargo, 15 de éstas (35.9%), fueron
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patégenas en ratén. Lo que demuestra nuevamente, que el método de identificacién
morfoldgica no es suficiente para conocer el potencial patégeno de éstas amibas.

Si bien el método tradicional de identificacidn, resulta efectivo para la identificacion de
Acanthamoeba solo a nivel de género, el desarrollo es demasiado tardado para poder
conocer el diagnéstico preciso, ya que se deben realizar pruebas como la identificacién
morfolégica y de patogenicidad, que en promedio, se realizan en 30 dias.

Por otro lado, tanto para la identificaciéon morfoldgica por microscopia, el manejo de
las muestras (cultivos), pruebas de patogenicidad y pruebas bioquimicas, se requiere
entrenamiento y experiencia, ademas de conocimiento de las técnicas que se usan para
tal fin. Los métodos de biologia molecular son mas rapidos y adecuados ademas que
en cuanto a la cantidad de muestra se requiere de poca cantidad y se utilizan técnicas
de concentracidon por filtracién relativamente sencillas (membranas Millipore) y los
resultados se obtienen en pocas horas (4-6 hrs.).

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

muestras clinicas 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 purificacion del ADN total, (la técnica de

PCR) en muestras ambientales con el propésito de comparar y evaluar su utilidad en la
identificacion de amibas patégenas y no patégenas del género Acanthamoeba.

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

por el método tradicional, en el 64.10 % se detecté amplicon para el iniciador GP:
(Tabla 7), es decir se identificc ADN de amibas del género Acanthamoeba. En las

muestras donde se obtuvo aislamiento por el método tradicional y no se detectd el
amplicén, es probable que haya ocurrido | siguiente:

1.-La manipulacién de las muestras durante el desarrollo de la técnica no fue la
adecuada.

2.- La extraccion y purificacion 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 nimero de amibas presente era muy bajo
0 no existian en la muestra.

Con respecto al iniciador Ac6, que de acuerdo a Howe et al, (1997), detecta
Acanthamoeba patdgenas, 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 presentd el amplicén, lo cual también pudo deberse a algunas de las razones
mencionadas para el iniciador GP2

Como la extraccion y purificacion del ADN de las muestras de agua se realizd por la
técnica de extraccion fendlica y los reactivos se prepararon a partir de sus
componentes, los resultados obtenidos fueron del todo los esperados. Sin embargo, se
observd un alto porcentaje (76.92) de especificidad del iniciador Ac6 para identificar
amibas del género Acanthamoeba patégenas de muestras de agua y seguramente si se

utilizan paquetes (kits) ya conformados, el porcentaje de deteccion podria ser mayor.

La técnica se desarrollé de acuerdo a Vodkin et a/,1992: Lehmann et al,,1998, estos

autores partieron de cepas de referencia y muestras clinicas 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 diametro de poro, lo cual dio buenos resultados.

La implementacién y uso de la técnica de PCR, es especialmente importante por su
aplicacion en casos humanos con sospecha de estar infectados por Acanthamoeba.
Incluso ya con la infraestructura basica, que es lo mas costoso, es posible implementar
la misma técnica para la deteccion de otras AVL patégenas como es el caso de
Naegleria y Balamuthia, ya que de esto en ocasiones depende la recuperacién del

paciente y en otros inclusive la vida, pues como se menciond en la introduccion, la
mayoria de los casos de Acanthamoeba se han diagnosticado post-mortem.

Comparando ambos métodos de identificacion, se puede decir que a pesar de que la
técnica de PCR en un principio, puede ser costosa a la larga resulta mas adecuada para
la identificacion de amibas del género Acanthamoeba del ambiente, ya que una vez

implementada, se convierte en una herramienta sumamente (til.

Por otro lado, la obtencién de resultados es relativamente rapida, ya que en promedio
se pueden conocer en un lapso no mayor de 48 hrs., lo que permitiria proporcionar el
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tratamiento especifico 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
morfoldgicamente como amibas del género Acanthamoeba en balnearios y cuerpos

de agua natural de interés turistico en el estado de San Luis Potosi.
De los 39 aislados de Acanthamoeba 34 fueron patégenos en raton.

Los cuerpos de agua alimentados con aguas termales y confinadas temporalmente en
albercas fueron los sitios donde hubo mayor registro de acanthamoebas patégenas y
no patégenas, tanto por el método tradicional como por la técnica de PCR. Tales sitios
fueron; “El Bahito”, “El Gogorrén y “Taninul”.

Por primera vez, se determina la presencia de amibas del género Acanthamoeba del
ambiente, comparando el uso de dos iniciadores especificos 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 rapida y eficiente la presencia de amibas tanto
patdégenas como no patdgenas del género Acanthamoeba.

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

identificacion de amibas patégenas 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 rapida y precisa la presencia de
amibas patdgenas del género Acanthamoeba, ademas de reducir el tiempo y trabajo en

comparacion 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 concentracién minima de amibas presentes en los diferentes
tipos de muestras, para poder ser detectadas por PCR. o
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10. APENDICES
APENDICE |

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 Enterobacter). 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 solucion
salina de Neff y agar bacteriolégico a una concentracion de 1.5 % (De Jonckheere,
1984).

Medio NNE

NACL s mssmasr s 0200
MGSO47H20...cccciciicieercecercecrererr e eeea... 0,004
CaCl22H20. e e e e e e aaan 0.004g
NAZHPO 4 eueieieiiee ettt e e e e e e eaan 0.142g
KH2PO4u ooeeeeeeeereeieeieireeeerensnransesseseeseesenesesesressensensessenees 0.136g

P ¥s gl o Ut (=Y (o] [o e ol o 0 15.0g
Agua destilada.....cuimmnminsrasnnmisaissmaie 1000ml

El medio NNE se prepara mezclando los componentes en seco y después agregando el
agua destilada que se calienta hasta ebullicién. Se esteriliza a 121 °C durante 15
minutos y cuando se ha enfriado un poco se vacian de 15 a 20 ml de agar en cajas de
Petri previamente esterilizadas.

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

en solucién con agua destilada y muerta en bafo de agua a 70 °C por 30 min.

En las placas con agar se agrega aproximadamente 0.5 ml de la suspension 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 liquido 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).

BIOtrlPraSa .oy svia ne s i s s s i s i 16.6 g
DERITOS R cuiconsuenmnvisims s i s se s SRR e R oaass 2.7¢
NV 7 | 2 1.5g
KH2PO e ettt ettt s e e e e e e e aanresanb e e e e eeaeees 0.99
P Yo TV W L4 {1 - Vo F- OO 1000ml

Esta solucién se envasa en tubos con tapdn de rosca, vaciando en cada tubo 2.7 ml de
medio. Se esterilizan los tubos con el medio a 15 libras de presidon durante 15 minutos.

Después de esterilizado el medio y ya frio, se agregan a cada tubo 0.3 ml de suero fetal
de bovino con antibidticos penicilina y kanamicina a una concentracion de 200 pg/ ml.
Los tubos se conservan en refrigeracién.

Medio Bactocasitona (BC)

BactoCasitoNa......uuueiiiieciiiccriccricecrie e rre s s e e snnneenn 2.0
P Yo TV W (X 1 - T F- Vs I ¢ 100 I ¢ o]

Esterilizar a 121 °C durante 20 minutos, se deja enfriar y se agregan 0.3 ml de suero
neonatode bovino con antibidticos. Se guardan en el congelador.

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

El suero se descongela y se pone en bafio Maria a 56 °C durante 30 minutos para
descomplementarlo. Se prepara una mezcla de antibidticos a base de penicilina G sal
sodica y kanamicina de la siguiente manera:

Penicilina G 1 000 000 U en 2 ml de agua destilada.
Kanamicina 1 g en solucién 3ml.
Volumen total 5 ml.
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Agregar 1.0 ml de la mezcla de antibidticos por cada 100 ml de suero
descomplementado. Para obtener una concentracion final de 200 pg de cada antibiético
en 3.0 ml de medio.
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APENDICE I

Reactivos para la obtencién y amplificacién del ADN por PCR

Amortiguador para lisis celular

TES=HELPH Bi0) cnrmevesmmivmmsnssmvsimsssnmsssnmsssns s 10 mM
NAE] | versesetirsssmusssrensnnni S T T e e L 100 mM
EDTANNAZY. ..o cor s svonnasnsnsssmmsnnnssmsosis snsnsansssiinsssinnsssines 100 mM

Proteinasa K

Disolver 10 mg/ml en agua bidestilada. Incubar a 37 °C por una hora, separar en
alicuotas y mantener a -20 °C.

Fenol: Cloroformo: Alcohol isoamilo

Fenol (grado biol. mol).....ccoeviiiiiiiiiiiii e, 25049

(@1 [o] o] ] 1 [o T 240 ml
Alcohol ISoaMIl0:....ccamminisrmsanisinmmmnnainame  10.ml
8-Hidroxy quineling::unnnuismssnacmnnanness 0.5 0

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-HClI
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 °C si no se usa de
inmediato o0 a -20 °C si es después de 4 semanas.

Cloroformo: Alcohol isoamilo

ClorofOrMOiisismasnansavminsim s s ara e 240 ml
Alcohol 1Seamilo... i i 10 mi

Cubrir la solucion con agua destilada estéril y almacenar en frascos oscuros fuera del
alcance de la luz a 4 °C.
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Amortiguador para la electroforesis 10X Tris-borato-EDTA (TBE buffer).

THS BaASE.. i 003 M
el o [o 10 010 o [ oo RN 0.89 M
EDTA(NGZ) ceueeeeieneeineenernnernerensesesnessesnneesieesesnnaeses 0.025 M

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

Amortiguador TE

Proteinasa K

Se disuelve en 10 mg/ml en agua bidestilada. Se incuba a 37 °C por 1 hora, se guarda a
-20 °C.

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

SUCTOBA wususvisiissmivesssinian s s v snasmmwav s em e 20 %
FICO L sssiinvsnmivunssnminsnmussiimsansessviesss s sy s u s ansssann 10 %
EDTFAINAZ) PH 8 Bunmmusammmsmivomsscimsmmservanimasas 0.1 M
Azul de bromofenol.........cccvveeiiieiiiieciiieenieie e 1%

Bromuro de Etidio.

Se disuelve el reactivo toda la noche con agitador magnético en una parrilla, a
concentracién de 10 mg/ml en agua bidestilada. Se guarda a completa oscuridad a 4
°C. Se agrega 5 pl/100 ml del gel de agarosa para la electroforesis.
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