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ABSTRACT

Free-living amoebae (FLA) of the genera Acanthamoeba can cause severe infections to man like
Granulomatous encephalitis amoebic (GAE) and Amoebic Keratitis (AK). The main problem
in the detection of FLA in environment and patients, by traditional methods is the time
to identify them, that on average it takes three weeks. Because of this, it is necessary to
implement modern and reliable methodologies. The objective of this research was to
determine the presence of pathogenic Acanthamoeba in springs, waterfalls, natural
ponds and swimming pools supplied with thermal waters in the Huasteca Potosina,
Mexico.
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Seventy four water samples were collected by duplicate; the samples were processed
by conventional laboratory methods (culture and morphological identification) and
by the PCR technique, using the primer Ac6 de 195-pb. The PCR technique was
adequate for identification of pathogenic strains of Acanthamoeba genus from the
environment.The presence of Acanthamoeba genus in the water bodies studied
represents a potential risk for public health.

RESUMEN

Entre las amibas de vida libre (AVL) se encuentra el género Acanthamoeba con algunas especies
gue pueden causar infecciones severas al hombre como la Encefalitis Amibiana Granulomatosa
(EAG) y la Queratitis Amibiana (QA). El principal problema en la deteccion de las AVL, tanto
del ambiente como de individuos infectados es el tiempo para identificarlas, que en promedio
es de tres semanas. Debido a lo anterior, es necesario implementar metodologias modernas y
confiables. El objetivo de esta investigacion fue determinar la presencia de amibas patégenas
del género Acanthamoeba de cuerpos de agua de manantiales, casadas, lagunas naturales y
piscinas alimentadas con aguas termales en la Huasteca Potosina, México, utilizando el método
tradicional, asi como la técnica de PCR. Se colectaron 74 muestras por duplicado, 74 se
procesaron por los métodos convencionales para detectar organismos pertenecientes al género
Acanthamoeba, el resto se analizaron por la técnica de PCR, usando el iniciador Ac6 de 195-pb.
La técnica de PCR, resulté adecuada para la identificacion de amibas patdgenas del género
Acanthamoeba del ambiente. La presencia de amibas del género Acanthamoeba en los cuerpos de
agua estudiados, representa un riesgo potencial de salud publica.
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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 hébitat, también se han encontrado en el aire (Rivera et
al., 1987; Rivera et al., 1988; Lares-Villa, 2001).

A este grupo de protozoarios, también se les conoce como amibas “anfizoicas”, debido a
la dualidad bioldgica que presentan, ya que ademas de ser de vida libre (Martinez y Visvesvara,
1997), algunas especies pueden manifestarse como parasitos del sistema nervioso central (SNC),
del tejido corneal, (Kilvington, 1990) vaginal y prostatico en el humano y algunos animales
(Martinez, 1993), este grupo lo conforman los géneros Naegleria, Acanthamoeba y Balamuthia,
(Visvesvara, 1993; Méndez, 1996) y Sappinia (Qvarnstrom, 2009) y probablemente Hartmannella
(Centeno, 1996).

Las AVL patégenas han adquirido interés debido a que pueden producir patologias
severas que incluso, pueden ocasionar la muerte (Martinez y Visvesvara, 1997; Visvesvara, et
al., 2007). Las AVL patdgenas provocan en el hombre meningoencefalitis amibiana primaria
(MEAP) o naegleriosis y la encefalitis amibiana granulomatosa (EAG) o acanthamebosis; ambos
trastornos son de naturaleza fatal y difieren en agente etiologico, patogenicidad, sitios de dafio,
curso y manifestaciones clinicas (John, 1993). También pueden causar queratitis amibiana (QA),
dafio en el tejido corneal, en el tejido vaginal y prostatico humano (Kilvington, 1990; Martinez,
1993; Bonilla, 2011). Los reportes a nivel mundial demuestran que podrian constituirse en un
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verdadero problema de salud publica, por lo que deben ser tomadas en cuenta en los
diagndsticos diferenciales iniciales, ya que pueden tener consecuencias graves para la
comunidad, aunado a que los tratamientos para erradicarlas no han resultado ser efectivos en la
mayoria de los casos (Martinez y Visvesvara, 1997). Junto con el desconocimiento entre el
personal biomédico sobre las enfermedades que causan estos organismos, se encuentra la falta
de métodos de identificacion que sean rapidos, precisos y confiables. De ahi, la importancia de
desarrollar métodos de identificacion de AVL patdgenas basados en técnicas modernas como lo
es el caso de la técnica de PCR, tanto para identificarlas de casos clinicos, como del ambiente
donde se desarrollan.

MATERIALES Y METODOS

Durante un ciclo anual se realizaron cuatro muestreos en nueve sitios a lo largo de la
Huasteca en el estado de San Luis Potosi, como manantiales, cascadas, lagunas, y piscinas
alimentadas con aguas termales. Se recolectaron 74 muestras por duplicado en frascos estériles
de polipropileno de 1 L. Se conservaron a temperatura ambiente durante su transporte al
laboratorio.

El primer grupo de muestras se filtr6 con membrana Millipore de 8 pum las cuales se
colocaron en cajas de Petri que contenian medio NNE y se incubaron a 37° C (De Jonckheere,
1997; Page, 1998), el segundo grupo (duplicado), también se filtr6 con membrana Millipore de 8
pum, la membrana se coloco en un tubo de centrifuga estéril y se adicionaron 5 mL de solucion
SET (sacarosa EDTA), inmediatamente después de la filtracion, se resuspendié por agitacion
directa, retirdndose la membrana y congelando la suspensién a -20 °C hasta el momento en que
se realizé la extraccion del ADN (Innis et al., 1990). Todo lo anterior se realizo bajo condiciones
de esterilidad.

Del primer grupo se retiraron las membranas del medio NNE y se observaron con el
microscopio invertido para localizar las zonas de crecimiento amibiano, las cuales se
transfirieron a cajas con NNE nuevo y se incubaron a la temperatura a la que crecieron
previamente (37 °C).

De los cultivos monoaxénicos (NNE), se localizaron zonas con crecimiento amibiano y
se transfirieron a los medios axénicos PBSGM (modificado) y Bactocasitona (BC) al 2%, con 10%
de suero fetal de bovino y se incubaron a 30 °C (Cerva, 1973; Page, 1998).

La identificacion morfoldgica de Acanthamoeba se llevd a cabo realizando preparaciones
in vivo de cultivos axénicos y usando las claves taxonémicas de Pussard y Pons (1977) y Page
(1998).

Se realizd la prueba de tolerancia a la temperatura, para lo cual cada uno de los
aislamientos se sembro por cuatriplicado en medio NNE y se incubaron durante una semana a
temperatura ambiente (20-22 °C), 37, 42 y 45 °C (Page, 1998).

Prueba de patogenicidad

Se realiz6 en grupos de cinco ratones Mus musculus Linnaeus, 1758 machos de la cepa
CD-1, de tres semanas de edad. La inoculacion se realiz6 por via intracerebral y por instilacién
nasal. Los trofozoitos de cultivo axénico se ajustaron a una cuenta de 1X103 - 1X106/mL. El
volumen inoculado fue de 20 pL. La inoculacion intracerebral se realizd a través de la
articulacion interpariental (Cerva, 1967). En la inoculacion nasal, se aplicé la misma dosis a
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través de los orificios nasales del raton. Los ratones se observaron durante 21 dias, registrando
los cambios en su comportamiento. Los aislamientos amibianos se consideran patdgenos
cuando la mortalidad de ratones es igual o mayor al 60% (Cerva, 1967). Los organismos que
sobrevivieron los 21 dias, al igual que el grupo control, se sacrificaron y se les extrajo el cerebro,
pulmones, higado y rifiones y se colocaron en medio NNE y se incubaron a 30 °C, con el fin de
determinar si existié desarrollo amibiano en esos érganos.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La extraccion del ADN de todas las cepas se realiz6 por el método de fenol cloroformo
(Kowalchuk et al., 2004). Se utilizaron los iniciadores (primers) reportados en European
Microbiology Laboratory, Gene Bank y la Base de Datos de Secuencias de Nucleétidos (DDBJ)
(Vodkin et al., 1992). La amplificaciébn se realiz6 para el iniciador Ac6 de 195-pb,
Ac6/10.forward primer (5- GGC GAA GAA CCT GCA TCA GC-3") y Ac6/210, reverse primer
(5'- CAA CCA ACT CCC GAG CCA -3'), que identifica especies patdgenas de Acanthamoeba
(Vodkin et al.,, 1992; Howe et al., 1997; Lehmann et al., 1998). Como controles negativos se
utilizaron cepas de referencia no patdgenas de Acanthamoeba castellanii (Neff) y Acanthamoeba
lenticulata (PD2) y como controles positivos A. castellanii (AC), Acanthamoeba culbertsoni (Lilly
A- 1), Acanthamoeba polyphaga (PQ) y Acanthamoeba lugdunensis (SH-565), del catdlogo de cepas
del American Type Culture Collection (ATCC).

El PCR se realiz6 en 50 pL volumen final. Para cada reaccidn se utilizaron 100 ng de
ADN total. El buffer de reaccion contenia 20 mM tris HCL (pH 8), 2.5 mM MgCl, y 0.2 mM
dNTPs (Gene Amp PCR Reagent Kit, Perkin Elmer), 2.5 unidades de la polimerasa de DNA Taq
(Ampli Tag ADN Polymerase, Perkin Elmer) y 0.5 pmol de cada uno de los iniciadores. La
mezcla se colocd en un termociclador Perkin Elmer (GeneAmp PCR Sytem 2400), con una
desnaturalizacion inicial por un minuto a 95°C seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion ( un
minuto a 94°C) alineamiento (un minuto a 64°C) y extension (un minuto a 72°C). La reaccién
se termind con una extension de un paso por cinco minutos a 72°C, almacenandose a 4°C.

Posterior a la amplificacion se analizaron en geles de agarosa al 2% en amortiguador
TBE (0.5 X) y se corrid a 60 voltios, utilizando dos marcadores de peso molecular de 100 pb el
primeroy el segundo marcador f X174 RF DNA/Hae IlI.

RESULTADOS

De las 74 muestras de agua procesadas por el método tradicional se obtuvieron 39
aislados del género Acanthamoeba en siete de los nueve cuerpos de agua analizados. La mayoria
de los aislamientos de Acanthamoeba (71%) se obtuvo de las albercas de los centros recreativos,
alimentadas con aguas termales. De éstos el 30.7% corresponden al Bafiito, 25.6% al Gogorrony
el 15.3% al balneario Taninul. De acuerdo con las pruebas de patogenicidad, el 87.1 % (de estos
tres balnearios) fueron patdgenas en raton.

En las muestras de agua donde se obtuvieron aislamientos del género Acanthamoeba por
el método tradicional, en el 76.92 % se detecté amplicon para el iniciador Ac6, es decir se
identific6 ADN de amibas patégenas del género Acanthamoeba. En la figura 1 se muestran
algunas de las pruebas realizadas durante el estudio.
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Fig. 1. Amplificacion de la fraccion de ADN por PCR con el iniciador Ac6 de las cepas de referencia y de muestras de
agua obtenidas del Bafiito 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. lenticulata (PD2) 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 Bafiito (Ba 1(1), Ba 2(1), Ba 3(1) )
y 10-11 muestras del Gogorrén (Go 1(1) y Go 2(1) )

DISCUSION

Las AVL son habitantes comunes en el suelo y agua (Sleigh, 1989). En los medios
acuaticos viven adheridas a particulas flotantes, en sedimentos y en menor cantidad en la
columna de agua (Kyle y Noblet, 1986).

El mayor namero de aislamientos de Acanthamoeba (28) se obtuvo de las albercas de los
tres sistemas recreacionales (El Bafito, Taninul y EI Gogorrén) y aunque el flujo es continuo, ya
gue son alimentadas directamente de manantiales de aguas termales, 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 materia orgénica. Estas condiciones favorecen
la presencia de microhébitats, 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 ningun desinfectante (Bonilla, et al., 2000).

El 87.1% de los aislamientos del género Acanthamoeba fueron patdgenas en raton, lo cual
significa que son potencialmente patdgenas para el hombre, esto es importante desde el punto
de vista de salud publica, ya que representa un importante factor de riesgo para los usuarios,
especialmente para los que presentan algun tipo de inmunosupresion (Martinez y Visvesvara,
1997; Khan, 2006).

No obstante, en la literatura se encuentran reportes de EAG sin que exista
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 (Cerva et al., 1973; John, 1993; Martinez y Visvesvara, 1997). Asi mismo, se ha
reportado la presencia de portadores asintométicos de Acanthamoeba, sin que se llegue a
manifestar la EAG (Cerva et al., 1973; Rivera et al., 1984).

Por otro lado, la afluencia de bafiistas es un factor importante en el aporte de AVL al
agua, principalmente porque las piscinas de los tres sistemas recreacionales se encuentran
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rodeadas de pasto y tierra, y el continuo transito de los bafiistas aumenta el nimero de amibas,
asi como de bacterias y nutrientes que favorecen su sobrevivencia y desarrollo.

Otra de las infecciones causadas por Acanthamoeba spp., es la QA, que a pesar de no ser
tan grave, en los ultimos 10 afios se ha incrementado notablemente su frecuencia a nivel
mundial. Hasta el 2011 se tenia registro de alrededor de 10 000 casos de QA en todo el mundo
(Bonilla y Ramirez, 2011). Se ha demostrado la asociacidén de la QA con traumatismo corneal, el
uso de lentes de contacto y el contacto con agua y aire que las contenga (Martinez y Visvesvara,
1997; Khan, 2006).

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

Se han reportado algunos trabajos utilizando iniciadores especificos para la
identificacién 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; Howe et al., 1997,
Lehmann et al., 1998) y pocos a partir de muestras ambientales (Caumo et al., 2009; Da Rocha-
Azevedo et al., 2009). En este trabajo, se aplico la purificacion del ADN total, (técnica de PCR)
en muestras ambientales con el propdésito de comparar y evaluar su utilidad en la identificacion
de estas amibas.

El método tradicional de identificacion, es efectivo para la identificacion de
Acanthamoeba solo a nivel de género. Para realizar el diagnéstico morfolégico més preciso, se
deben llevar a cabo pruebas que en promedio se realizan en 30 dias y para lo cual se requiere
entrenamiento y experiencia, ademas de conocimiento de las técnicas que se usan para tal fin.

La implementacion 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 bésica, que es lo més costoso, es posible implementar la misma técnica para la
deteccidn de otras AVL patbégenas, ya que de esto en ocasiones depende la recuperacion del
paciente y en otros inclusive la vida.

Comparando ambos métodos de identificacidn, se puede establecer que a pesar de que
la técnica de PCR en un principio puede ser costosa, a largo plazo resulta méas adecuado para la
identificacién de amibas del género Acanthamoeba del ambiente ya que una vez implementada,
es sencillo realizarla.
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