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Introduccion

1.- INTRODUCCION.

1.1.- Generalidades de Acanthamoeba.

A las amebas, por lo general, se les conoce como a organismos de forma cambiante.
Dentro de ellas, hay un grupo, el de las amebas de vida libre, que hasta hace unas décadas,
no parecia interesar mas que a los especialistas mas estrictos y, en la actualidad, se sabe que
algunos de sus representantes, como son las especies de Acanthamoeba, afectan al hombre y

pueden causarle graves patologias.

Figura 1: Trofozoitos de Acanthamoeba (Kihara, 12).

En 1903, Schaudin habia descrito a Entamoeba hystolitica como la tGnica ameba
patogena para el hombre. Unos afios mas tarde, en 1958, Culbertson aislo, a partir de un
cultivo de células de rindn de mono, un nuevo agente patdégeno desconocido hasta el
momento. Se trataba de una ameba diferente de las parasitas del intestino, que clasific6 como
Acanthamoeba culbertsoni. Esta era capaz de producir un efecto citopatéogeno en cultivos
celulares y, una vez inoculada por via intranasal o intracerebral a ratones, les producia una

meningoencefalitis mortal, que se desarrollaba en pocos dias (Culbertson y col., 1958-1959).
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Poco después, en 1965, Fowler y Carter describieron en Australia cuatro casos de meningitis
mortal en humanos e identificaron al agente patdogeno causal, como una Acanthamoeba
similar a la descrita por Culbertson. Un afio mas tarde, en 1966, Butt aislo y cultivo, a partir
de un caso de meningoencefalitis humana mortal, una ameba cuya identificacion aportd
nuevos elementos, ya que, en este caso, a pesar de que se trataba también de una ameba de
vida libre, era diferente a las anteriormente descritas, quedando englobada dentro del género
Naegleria (Butt, 1966).

Llegados a este punto, se vio que perdia validez el concepto de Schaudin cuando
afirmaba que la Unica ameba patogena para el hombre era E. hystolitica, puesto que se
empezaba a conocer la existencia de otros tipos de amebas que podian causar patologias en
el hombre.

Las amebas de vida libre del género Acanthamoeba se han aislado en una amplia
variedad de habitats y su contacto con el hombre es un hecho aparentemente comiin. Se ha
observado que, hasta un 50 % de la poblacion, posee anticuerpos especificos frente a
Acanthamoeba (Cursons, 1980; Cerva, 1989), siendo aisladas en la nariz y garganta de
individuos asintomaticos (Rivera y col., 1984).

Las patologias que provoca Acanthamoeba estan relacionadas con los tejidos que son
capaces de colonizar. Pueden invadir el sistema nervioso central, provocando una meningitis
denominada Encefalitis Granulomatosa Amebiana (EGA). Pueden también encontrarse
formando ulceraciones en la piel o invadiendo la cornea, provocando queratitis oculares. En
pacientes inmunodeprimidos, se han descrito casos en los que provocan infecciones
diseminadas (Murakawa y col., 1995).

Las especies del género Acanthamoeba estan relacionadas entre si basicamente: en
su biologia celular, sus relaciones con el medio ambiente, su crecimiento, su multiplicacion y
enquistamiento, o sus cambios macromoleculares, en funcion del tipo de medio bioquimico

en el que se desarrollen, ademas de su potencial como productores de enfermedades.
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1.1.1.- Distribucion.

Desde el descubrimiento de estas amebas, en 1958, se han llevado a cabo un gran
numero de trabajos, cuya finalidad es establecer su distribucion en la naturaleza. Esto nos ha
permitido conocer la gran cantidad de habitats donde se pueden encontrar, en los que se
incluye agua dulce y salada. Asi han podido ser aisladas de piscinas, conductos de
calefaccion y de ventilacion, suelos, agua mineral embotellada, aire, balnearios, acuarios,
vegetales, sedimentos marinos, lodos procedentes de aguas residuales. Ademas se han
identificado en unidades de dialisis, polvo en suspension, medios de cultivo de bacterias o
células, lentes de contacto, sus estuches y soluciones para el cuidado de las mismas e,
incluso en dispositivos intrauterinos (DIU). En el hombre, se han encontrado en la nariz y
traquea de pacientes con las vias respiratorias afectadas, secreciones bronquiales, oidos y en
muestras de deposicion de pacientes con diarreas (Visvesvara & Stehr-Green, 1990; Sadaka
& Emam, 2001). También se han aislado en la garganta y en la mucosa nasal de individuos
sanos, por lo que se puede llegar a pensar que estas amebas forman parte de su flora normal
(Martinez, 1991).

Su presencia en aguas dulces de superficie, donde se engloban a las aguas de rios,
fuentes, lagos, aguas de abasto publico y aguas de piscinas, representa un riesgo para la salud
humana, ya que el contacto con éstas es la principal via de contagio (Vesaluoma y col.,
1995). Han sido observadas diferencias estacionales en su densidad, siendo en primavera y
otoflo cuando se las encuentra en mayores concentraciones, lo que parece estar relacionado
con la aparicion de los sintomas de queratitis por Acanthamoeba, en los meses mas calidos
del afio (John & Howard, 1995; Mathers y col., 1998).

Las especies de Acanthamoeba, como amebas de vida libre que son, no son parasitas
per se, en contraste con lo que ocurre con otros muchos protozoos amebianos, por lo que no
necesitan ninguin tipo de hospedador para su desarrollo. Su presencia en el hombre es

completamente accidental, siendo las patologias a las que se le asocian, raras y oportunistas.
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Cuando se encuentran de forma libre, se alimentan de bacterias, hongos, otros protozoos y
algunas cianobacterias (Bowe & Sawyer, 1979; Dryden & Wright, 1987); actGan como
fagotrofos moviles en las superficies aerobias de los suelos y sedimentos (De Jonckheere,
1991). Si llegado el caso, invaden un organismo, éstas se nutren de los tejidos que colonizan

de su hospedador (De Jonckheere & Van de Vorde 1977; Armstrong, 2000).

1.1.2.- Ciclo de vida.

El ciclo de vida de las especies de Acanthamoeba se desarrolla en dos fases: una fase
trofozoitica en la que Acanthamoeba se alimenta y multiplica de forma activa y que es la
fase invasiva ; y una fase quistica o de resistencia, que adquiere cuando las condiciones del

medio no le son favorables (Figura 2).

Acanthamoeba

Mitosis
(metamitosis)

Trofozoito

Figura 2: Ciclo bioldgico de Acanthamoeba.
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1.1.3.- Caracteristicas de los trofozoitos.

Los trofozoitos de Acanthamoeba tienen un tamafio de entre veinticinco y cuarenta
micras, poseen poca movilidad, presentan un nucleo con un uUnico nucleolo grande y
prominente, un citoplasma abundante y granuloso, con una vacuola pulsatil citoplasmatica
contractil, que se observa como un circulo refringente, que aumenta de tamaiio lentamente y
se cierra de forma brusca. Durante su movimiento, se puede observar como unos
seudopodos, finos y delgados, a modo de espinas, que reciben el nombre de acantéopodos, se
extienden lentamente, en su desplazamiento. En cultivo sélido en placa, aparecen como
pequeiias masas, mas o menos evidentes, y sin que pueda apreciarse su forma de manera
precisa. Acanthamoeba, a diferencia de lo que ocurre con otras especies de amebas de vida

libre, no presenta formas flagelares (Preston & King, 1984).

Figura 3: Trofozoito Acanthamoeba spp. N: nucleo, A: acantdopodo (Nagata, 21).
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Son organismos aerdbicos, aunque sus trofozoitos pueden adaptarse a ambientes con
baja presion parcial de oxigeno, durante un corto periodo de tiempo (Lloyd y col., 1983), 0 a

un ambiente andxico, durante unas horas (Turner y col., 1997; Thomas y col., 1998).

1.1.4.- Caracteristicas de los quistes.

Cuando los trofozoitos de Acanthamoeba, tanto de forma natural como in vitro, se
encuentran en situaciones de anoxia, carencia de nutrientes durante unos dias o en medios
con concentraciones de magnesio por encima de 50 mM, evolucionan a su forma de
resistencia y forman un quiste, (Chagla & Griffiths, 1974). Las forma quistica le confiere a la
ameba resistencia frente a la desecacion, temperaturas extremas y agentes quimicos (Neff &
Neff, 1969; Biddick y col., 1984; Brandt y col., 1989; Ludwig, y col., 1986; Kilvington,
1990). El enquistamiento puede ser inducido, ademas, con el empleo de ciertos inhibidores,
como la mitomicina C, que es un inhibidor de la sintesis de ADN, el cloranfenicol, que
inhibe la sintesis de proteinas, o el 2,4-dinitro-fenol, que impide la formacion de ATP (Neff
& Neff, 1972). Distintas variaciones en las condiciones fisicas del medio provocan también
el enquistamiento, como el calor himedo o el frio extremo (estrés térmico), la desecacion y
los cambios en la osmolaridad del medio (Cordingley y col., 1996). Acanthamoeba puede
permanecer en este estado de latencia durante afios y seguir siendo viable; si se expone a los
quistes en un medio que les sea favorable, donde encuentren alimento, volveran a recuperar
su forma activa de trofozoito (Mazur y col., 1995).

Los quistes presentan una gran variedad de formas, pero todos ellos poseen una serie
de aspectos que los caracterizan: su tamafo es ligeramente menor que el de los trofozoitos
(entre quince y veintiocho micras), contienen un solo nucleo (aunque excepcionalmente
poseen dos), tienen una pared compuesta por dos envolturas, mas o menos separadas, la
exina y la intina. La intina, la mas interna, se adhiere muy estrechamente al protoplasma,

formando lo que se denomina endoquiste, dando al quiste una estructura poligonal. La exina,
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la mas externa, se encuentra mas o menos plegada y forma, alrededor de la intina, un velo
poco refringente, que es el exoquiste. En las uniones entre ambas envolturas se forman los
ostiolos u orificios de salida. Cada ostiolo posee un opérculo, que es arrancado en el
momento del desenquistamiento y la abertura que se genera es empleada por los trofozoitos

para abandonar su envoltura quistica (Pussard & Pons, 1977).

Figura 4: Estructura del quiste. EX: exoquiste, EN: endoquiste, OS: ostiolo, OP: opérculo (Nagata, 28)
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Figura 5: Desenquistamiento. A: acantopodo (Nagata, 36).

Los receptores implicados y los mecanismos que se desencadenan en la formacion
del quiste, todavia estan siendo investigados. La informacidon mas detallada que se posee se
ha obtenido de sistemas donde se les ha sometido a condiciones de carencia de nutrientes o
adicion de cloruro de magnesio en el medio de cultivo, lo que provoca una acumulacion de
células en fase G,, favoreciendo, asi, la aparicion de la cubierta quistica (Byers y col., 1991).
Las primeras descripciones sobre los procesos de enquistamiento mostraban que, en las
fases iniciales, se producian una serie de cambios dinamicos extremos, donde se observaba
una produccién masiva de multitud de componentes, como organelas y sistemas de
membrana celular (Griffiths & Hughes, 1969), y donde se comprobaba que uno de los
prerrequisitos esenciales, para el establecimiento de la estructura del quiste, era una rapida
autofagia (Bowers & Korn, 1969). Uno de los componentes presentes en el proceso de
enquistamiento es la celulosa, que no se observa cuando la ameba se encuentra en su estado
de trofozoito y que comienza a aparecer a partir de las 20 horas de la estimulacion del

enquistamiento. También se observa que disminuyen las concentraciones de proteinas, como
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la actina, y la sintesis y traduccion de ARN mensajero (Chagla & Griffiths, 1974; Rubin &
Maher, 1976) y que, cuando se forma es quiste, estos niveles son ain menores (Lloyd y col.,
2001). También se producen cambios en las concentraciones de algunos lipidos, pero sin
provocar cambios en la composicion total de acidos grasos (Khunkitti y col., 1998).

Otro de los mecanismos criticos en el proceso de enquistamiento es el metabolismo
de las poliaminas. Se ha observado que la inhibicion de la ornitina descarboxilasa bloquea el
proceso de formacion del quiste (Kim y col., 1987). La inhibicion de distintas enzimas de
este metabolismo no conduce siempre a un descenso de las poliaminas, debido a que las
enzimas no son completamente especificas y poseen mas de una diana (Sands y col.,1985).
En el caso de las diamidinas, se ha observado que son inhibidoras del crecimiento
trofozoitico y, si se emplean a altas concentraciones y durante largas exposiciones, inhiben
también el proceso de enquistamiento. Si, por el contrario las dosis son bajas, se produce el
efecto contrario, induciéndose el enquistamiento de la ameba. Este hecho es de gran
importancia y debe ser considerado a la hora de establecer protocolos de tratamiento, en el
caso de infecciones amebianas (Turner y col., 1999).

La viabilidad de los quistes de Acanthamoeba tanto en el medio ambiente natural,
como en el laboratorio, almacenadas en agua a 4° C, es de aproximadamente 25 afios,
manteniendo, por lo menos las cultivadas in vitro, sus capacidades invasivas durante unos
ocho afios. Se asume que, en el medio natural, la virulencia se mantiene pasados estos 25
afios (Mazur y col., 1995; Sadhna y col., 1999). La patogenicidad de Acanthamoeba se ve
disminuida en torno a un 40 %, cuando ésta se somete a periodos de criopreservacion
superiores a 5 afios. Por el contrario, la ameba de vida libre N. fowleri, durante los primeros

30 meses de congelacion, ve incrementada su virulencia (John & John 1996).
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1.1.5.- Asociaciones con bacterias.

Las amebas de vida libre, para su alimentacion, emplean la fagocitosis, siendo
capaces de ingerir bacterias completas, actuando en la naturaleza como controladores de
muchas poblaciones bacterianas. Las vacuolas digestivas se forman en la parte anterior, a
partir de unos seudopodos cortos, romos y curvos que rodean a la presa, originando una
cavidad circular denominada food-cup o copa de alimentacion (Figura 6) (Moore y col,

1991).

Figura 6: Formacion de la copa de alimentacion (Kihara, 34).

En ocasiones, algunos de los organismos ingeridos por la ameba son capaces de
evadir la lisis en el interior del fagosoma y mantenerse viables en su interior. La bacteria
sobrevive en el interior de la ameba, pudiendo establecer con ella diferentes grados de
relacion, tanto simbidticas como parasitas y, en ocasiones, incluso llegar a causar la muerte
de la ameba. Dentro de las estrategias que las bacterias emplean para sobrevivir en el interior

de las amebas, se incluye la formacion de esporas o quistes de resistencia y/o desarrollo de
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rutas metabolicas alternativas; lo que les permite sobrevivir y multiplicarse en el nuevo
nicho, donde va a obtener proteccion del medio externo y nutrientes, desarrollando nuevas
caracteristicas y adaptandose a las nuevas condiciones ambientales (Winiecka-Krusnell &

Linder, 2001).

Figura 7: Trofozoito de Acanthamoeba en simbiosis con bacilos bacterianos.

La presencia de bacterias en el interior de Acanthamoeba se ha identificado con igual
frecuencia, tanto en amebas aisladas del medio ambiente, como en amebas aisladas en
humanos. Aproximadamente a un 25% de los aislados de Acanthamoeba se las ha asociado
con bacterias con las que convive en obligada endosimbiosis. Existen determinadas bacterias
Gram-negativas que se encuentran tan adaptadas al citoplasma amebiano, que no se pueden
cultivar fuera de ¢l. Tanto la clasificacion taxonémica de estas bacterias, como su potencial
papel en la contribucion a la virulencia de las cepas es desconocida (Fristche y col., 1993).

A la hora de elegir a sus hospedadores, estas bacterias simbidticas son bastante
selectivas y tan so6lo colonizan a ciertos tipos de Acanthamoeba. Dentro de las bacterias
intracelulares de alto interés sanitario encontradas en su interior, destacan Legionella,
Burkholderia, Chlamydia y Rickettsia, que tienen la capacidad de introducirse en el interior

del trofozoito y ser resistentes, asi, a los métodos de desinfeccion habituales y reproducirse
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en su interior, incluso cuando la ameba adquiere su forma de resistencia, por lo que las
amebas son un mecanismo importante en la persistencia y desarrollo de estos organismos en
el medio ambiente y deben considerarse tanto la importancia clinica como epidemioldgica de
las infecciones que pueden portar (Rowbotham, 1980; Tyndall & Domingue, 1982;
Kilvington & Price, 1990). La infectividad de las amebas de vida libre no se ve alterada por
la presencia de estas bacterias (Fritsche y col., 1993).

La inhalacion de Legionella cuando se encuentra en el interior de Acanthamoeba,
produce patologias mas severas de legionelosis, ya que se potencia el crecimiento
intrapulmonar de L. neumophila, provocando una mayor mortalidad que cuando se produce
la inhalacion de Legionella sola. El mecanismo de crecimiento intrapulmonar de Legionella
en el interior de la ameba esta aun por determinar aunque, in vitro, se ha demostrado que la
presencia de la ameba provoca que decaiga la respuesta inmune del hospedador (Barker y
col., 1995-a).

Esta asociacion bacteria-ameba va a provocar la pérdida de susceptibilidad a ciertos
antibioticos, como ocurre en el caso de L. neumophila y Mycobacterium avium cuando
infectan a especies de Acanthamoeba. El mecanismo por el que adquieren este tipo de
resistencia es desconocido, ademas de no existir evidencias de que estos fenotipos puedan
mantenerse fuera de la ameba (Barker y col., 1995-b; Miltner & Bermudez, 2000; ).

La flora bacteriana externa es importante en el desarrollo de Acanthamoeba, ya que
aumenta su tasa de crecimiento y su capacidad de colonizacion, ademas de asegurar su

supervivencia en medios liquidos (Wang & Ahearn, 1997; Cengiz y col., 2000).

1.2.- Clasificacion taxonomica

El Comité para la Sistematica y Evolucion de la Sociedad de Protozodlogos, en 1980
propuso, como resultado de una refusion completa de las claves dicotomicas de los

Protozoos, la siguiente clasificacion (Martinez & Jantschker, 1985):
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Subreino: Protozoa
Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Sarcodina
Superclase: Rhizopoda
Clase: Lobosea
Subclase: Gymnamoebia
Orden: Amoebida
Suborden: Acanthopodina
Familia: Acanthamoebidae

Género: Acanthamoeba

1.2.1.- Clasificacién morfolégica.

La clasificacion taxonomica del género Acanthamoeba esta en constante revision.
Las especies que en la actualidad conocemos como integrantes de este género, anteriormente
se encontraban incluidas dentro del género Hartmanella. Fue a partir de 1967, cuando fueron
definitivamente clasificadas como género independiente (Page, 1967). Posteriormente, se
comenzaron a aplicar diferentes criterios para la clasificacion de las distintas especies,
basados en el tamafio y forma de sus quistes. En esta clasificacion, se incluyeron dieciocho
especies diferentes (Pussard & Pons, 1977).

Las especies fueron distribuidas en tres grupos morfoldgicos distintos. Las del Grupo
I, presentan quistes grandes, ectoquiste liso y redondeado, claramente separado del
endoquiste, con un aspecto estrellado. Las de los Grupos II y III tienen quistes de menor
tamafio, con un diametro inferior a 18 micras. El ectoquiste de las especies del Grupo II tiene
un aspecto arrugado y su endoquiste puede ser estrellado, poligonal, triangular e, incluso,

ovalado. Mientras que las especies del Grupo III presentan un ectoquiste liso o ligeramente
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arrugado y delgado y su endoquiste puede presentarse redondeado o ligeramente angular,

con muy poca separacion entre estas dos capas (Pussard & Ponds, 1977).

Grupo I

Grupo II

Grupo 111

A. astronixis (Lewis &
Sawyer, 1979)

A. comandoni (Pussard,
1964)

A. castellanii (Douglas, 1930;
Volkonski, 1931)

A. mauritaniensis (Pussard &
Ponds, 1977)

A. polyphaga (Pushkarew,
1913; Volkonsky, 1931)

A. lugdunensis (Pussard &
Ponds, 1977)

A. quina (Pussard & Ponds,
1977)

A. rhysodes (Singh, 1952;
Griffin, 1972)

A. divionensis (Pussard &
Ponds, 1977)

A. paradividionensis (Pussard
& Ponds, 1977)

A. griffini (Sawyer, 1971)

A. triangularis (Pussard &
Ponds, 1977)

A. palestinensis (Reich, 1933;
Page, 1977)

A. culbertsoni (Singh & Das,
1970; Griffin, 1972)

A. lenticulata (Molet &
Ermolieff-Braun, 1976)

A. pustulosa (sinbnimo de A4.
palestinensis)

A. royreba (Wiallert, Stevens
& Tyndall, 1978)

Tabla 1: Clasificacion de especies de Acanthamoeba basada en la propuesta por Pussard y Pons, 1977.

1.2.2.- Otras clasificaciones.

La identificacion de Acanthamoeba a nivel de especie, empleando Unicamente
criterios morfologicos, puede llegar a ser una tarea algo subjetiva, que llega a desviarse

sensiblemente de los resultados obtenidos en estudios taxonémicos empleando isoenzimas u
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otros analisis moleculares. Las caracteristicas morfologicas de los quistes estan influenciadas
por las condiciones medioambientales. Controlando las condiciones de cultivo y del proceso
de enquistamiento, se ha observado que diferentes especies presentan caracteristicas
similares en sus quistes y que, en cultivos monoclonales, aparecen quistes de diversa
morfologia (Stratford & Griffiths, 1978; Visvesvara, 1991).

Dagett y colaboradores, en 1985, en un estudio cladistico, identificaron 15
zimogramas distintos en la electroforesis de isoenzimas (fenotipos), en el género
Acanthamoeba. Este autor encontré numerosas inconsistencias entre sus resultados y las
identificaciones de los aislados existentes, basados en las caracteristicas morfoldgicas de los
quistes. Aunque estas diferencias podrian deberse particularmente a problemas en la
interpretacion de los zimogramas, sugirid que deberia plantearse la ausencia de criterios
consistentes en los parametros morfoldgicos empleados para la clasificacion de los aislados.

Se han realizado estudios de Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de
Restriccion (RFLP) con ADN genémico, de RFLP de ADN mitocondrial (mtRFLP), de
homologia de secuencias de los genes del ARN ribosémico 18s (Rns) y analisis mediante
Reaccion en Cadena de la Polimerasa de RFLP (PCR-RFLP) del gen de la subunidad
pequeiia mitocondrial del ARN ribosomal, para dilucidar las relaciones intragenéricas y
probar la exactitud del esquema de clasificacion morfologica de Acanthamoeba, donde se ha
demostrado que diversos subgrupos no coinciden con las clasificaciones designadas hasta la
fecha. Con estos andlisis se ha detectado una enorme variedad, dentro de distintas cepas de
especies de Acanthamoeba. Estos andlisis, no solo mostraron una gran divergencia entre
especies relacionadas sino que, también, detectaron coincidencias entre acanthamoebas de
grupos diferentes (De Jonckheere, 1983, Daggett y col., 1985; Costas & Griffiths, 1986;
Byers, 1986; Byers y col., 1990; Yagita & Endo, 1990; Moura y col., 1992; Stothard y col.,
1998; Alves y col., 2000).
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1.3.- Presencia de especies de Acanthamoeba en el hombre.

Debido a la gran distribucion de Acanthamoeba en la naturaleza, el contacto humano
con estos organismos es frecuente e inevitable.

Las patologias que Acanthamoeba puede llegar a causar en el hombre estan
intimamente relacionadas con la via de transmisiéon y, sobre todo, con el estado
inmunolégico del paciente. Las infecciones sistémicas y las que afectan al sistema nervioso
central se van a producir en pacientes que presentan una inmunodepresion general, mientras
que, en el caso de las infecciones corneales, van a estar favorecidas por una inmunosupresion

local. (Armstrong, 2000).

1.3.1.- Mecanismo de infeccion.

Para que Acanthamoeba pueda llevar a cabo sus efectos citopaticos sobre su
hospedador, requiere unas serie de procesos previos, como son la adhesion a las células o
superficies epiteliales, la secrecion de proteasas, para desorganizar a estos tejidos y, por
ultimo, la fagocitosis celular. Se ha observado que la fijacion es uno de los pasos cruciales en
la patogenicidad de la ameba; las amebas no patdégenas presentan unos niveles muy bajos de
union a las células de su hospedador (Khan y col., 2000; Yang y col., 1997). El nimero de
acantopodos que presenta la ameba esta muy relacionado con su capacidad de adhesion. Las
amebas patdgenas presentan mas de cien por célula, dificultandose su union, cuando su
nimero no sobrepasa los veinte. (Khan, 2001). La capacidad del parasito para unirse al
epitelio celular sera, por tanto, un prerrequisito para el establecimiento de la enfermedad y
un factor de virulencia que va a determinar la patogenicidad de las diferentes cepas,
existiendo diferencias entre las cepas que se aislan del medio con las que son aisladas de

corneas infectadas (Van Klink y col., 1992).
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Figura 8: Diferencias morfologicas en funcién de la capacidad patégena. A: A. castellanii (cepa
patdgena); B: A. polyphaga (cepa no patdgena). Obsérvese el elevado numero de acantdopodos de la

Acanthamoeba patdgena que van a verse involucrados en la adherencia de la ameba (Khan, 2001).

El mecanismo preciso del proceso de adhesion no ha sido aun dilucidado con
precision, pero se sabe que las glicoproteinas y glicolipidos de membrana de la superficie
celular facilitan la union de los trofozoitos de Acanthamoeba, como ocurre en el caso de
muchas bacterias, hongos y otros protozoos patogenos (Panjwani y col., 1992). La unién a
las superficies epiteliales se produce a través de proteinas de unidén a la manosa que se
presentan en la membrana superficial de la ameba (Yang y col., 1997). Se ha demostrado, in
vitro, que, si se aumenta la concentracion de manosa en cé¢lulas del epitelio corneal, se
produce la lisis de las mismas, debido a que, de esta forma, se induce a los trofozoitos a
liberar factores citoliticos, principalmente colagenoliticos y serinproteasicos. Mientras que,
si se emplean otros tipos de azicares, como la lactosa, este efecto no se produce (Leher y
col., 1998). Las enzimas proteoliticas tienen una gran importancia en el desarrollo de la
patogenicidad de Acanthamoeba y, de ellas, las que tienen mayor relevancia, estan asociadas
con las fosfolipasas y las neuraminadasas, siendo las cepas virulentas las que producen

mayores cantidades de esta ultima enzima (Pellegrin y col., 1991).
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Figura 9: Interaccion de una Acanthamoeba patégena con células epiteliales de cornea. A: ameba
(Khan, 2001)

Existen diferentes teorias sobre los procesos de invasion que pueden llevar a cabo los
trofozoitos. El mecanismo denominado como trogocitosis o picemeal nibbling que traducido
literalmente, viene a describir el proceso de comer a bocados pequefias partes de la célula
diana, a través de los fagostomas o copas alimenticias, en cuyo proceso van a intervenir
distintas enzimas hidroliticas (Marciano-Cabral & John, 1986; Moore y col., 1991);
mediante el proceso de lisis celular, donde no va a tener lugar la trogocitosis (Taylor y col.,
1995); y mediante sistemas combinados en que podemos observar, conjuntamente, citolisis
con la digestion de células enteras. Probablemente, Acanthamoeba sea capaz de adaptar su
método de colonizacion en funcion de la superficie celular a la que se una (Leher y col.,
1998).

En la citolisis estan implicados elementos del citoesqueleto amebiano, relacionados
con la movilidad y con la fagocitosis, y su desorganizacion va a interferir en los mecanismos
liticos. Esto se puede observar al tratar a los trofozoitos con ciertos inhibidores del
citoesqueleto, como es el caso de la citochalasina D. En condiciones normales, en un cultivo
celular, los trofozoitos de Acanthamoeba pueden lisar, tras una hora de incubacion, a un

ochenta y un por ciento de las células diana, mientras que en presencia de citochalasina D, la
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citolisis decae a un cincuenta y cuatro por ciento de las células. Si la incubacion con este
inhibidor se prolonga durante tres horas, la lisis s6lo va a afectar a un diecisiete por ciento de
las células del cultivo (Taylor y col., 1995).

Los trofozoitos de Acanthamoeba pueden matar a una gran variedad de células de
mamiferos, tanto normales como tumorales, empleando mecanismos de citolisis y apoptosis.
El mecanismo citolitico que emplea Acanthamoeba se asemeja al de las células agresoras
naturales, los Linfocitos T Citotoxicos, asi como al de otras amebas patogenas, como podria
ser el caso de Naegleria y Entamoeba (Young y col., 1982). Provocan la formacion de poros
en la membrana de la célula, alterando la presion osmoética de la misma, induciendo su
desorganizacion ionica y, con ello, la muerte (Berke, 1991; Krahenbuhl & Tschopp, 1991).
La citolisis o muerte celular es calcio-dependiente, favoreciéndose, cuando se activan sus
canales, e inhibiéndose, cuando éstos se bloquean (Taylor y col., 1995).

Los trofozoitos de Acanthamoeba son también capaces de inducir apoptosis. Células
normales o tumorales de mamiferos, expuestas a trofozoitos o a extractos acuosos de éstos,
muertos, presentan aspectos morfologicos caracteristicos del estado de apoptosis, como
flacidez celular, desorganizaciéon de la membrana, formacién de cuerpos apoptoticos,
condensacion nuclear y presencia de ADN fragmentado, en trozos de 180 a 200 pares de
bases, agrupados en multimeros (Alizadeh y col., 1994). Los trofozoitos de A. culbertsoni
son capaces de inducir apoptosis en las células microgliales, lo que podria tener importancia
para el esclarecimiento de la interaccion de acanthamoebas patdgenas con células nerviosas,
en el desarrollo de la Encefalitis Granulomatosa Amebiana (Shin y col., 2000). Estudios in
vitro demuestran que los trofozoitos presentan respuestas quimiotacticas potentes en
extractos de células neuronales y células originarias de la cresta neural (Pidherney y col.,

1993) provocando la citolisis directa o apoptosis de células nerviosas (Pettit y col., 1996).
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1.3.2.- Respuesta inmune.

Mas del 50% de la poblacion presenta anticuerpos frente a Acanthamoeba, lo que
indica que es un agente bastante comun en nuestro medio y con el que estamos en constante
contacto (Cursons y col., 1980; Cerva, 1989, Niederkorn y col., 1999).

Los mecanismos de defensa que va a emplear nuestro organismo van a estar
relacionados con los procesos de citolisis y accion celular, tanto de macrofagos, como de
neutrofilos, mediados ambos por el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) y el Interferon
gamma (IFN-y) y favorecidos por la presencia de anticuerpos especificos (Berke y col. 1991,
Van Klink y col., 1996; Abbany y col., 2000).

El papel exacto de los neutrdfilos, durante el desarrollo de la respuesta inmune, se
desconoce. Pero se han encontrado, en un nimero elevado, en tilceras cutaneas y en corneas
de pacientes con queratitis. Su actividad se ve influenciada por la presencia del TNF-a
(Ferrante, 1991-b). Estd demostrado que juegan un papel importante en la erradicacion de
Acanthamoeba en las infecciones corneales, ya que la disminucién de neutrofilos en la
cornea, en animales de experimentacion, da lugar a una aparicion mas temprana de la
patologia y una infeccion mucho mas severa, mientras que su aumento provoca una rapida
mejora (Hurt y col., 2001).

Los macrofagos desempefian una funcidon importante en la primera linea de defensa
en la eliminacion de los trofozoitos. Se observa que la desaparicion de los macréfagos
conjuntivales aumenta la incidencia de la infeccion, agrava la enfermedad, determina que se
acelere el comienzo de la queratitis y que ésta tenga un curso mas prolongado (Stewart y
col., 1992).

Experimentos in vitro muestran que los anticuerpos especificos son capaces de
activar el mecanismo litico del complemento, aunque se ha observado que el mecanismo de
la cascada del complemento se puede activar frente a los trofozoitos de Acanthamoeba

incluso cuando estos anticuerpos no se encuentran presentes. Esto es posible, debido a la
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presencia de proteinas reguladoras del complemento, como la CD55, en la composicion de la
lagrima y el epitelio corneal, que activan al complemento de forma local y, asi, se protege de
los trofozoitos de Acanthamoeba, mediante su accion litica (Ferrante & Rowan-Kelly, 1983;
Toney & Marciano-Cabral, 1998).

En modelos experimentales animales, tras la infeccion corneal, no se ha conseguido
detectar niveles de IgG sérica, ni ningln tipo de reaccion de hipersensibilidad retardada. La
inmunizacion sistémica por inyeccion intramuscular si provoca este tipo de respuesta, pero
ésta no previene el desarrollo de la queratitis por Acanthamoeba (Alizadeh y col., 1995). Se
han empleado mecanismos de inmunizacidon en que se combina la inyeccion subconjuntival
con la intramuscular del parésito. De esta forma, si se ha logrado generar inmunizacion. Si
solo existe infeccion corneal, no se consigue una inmunizacion total (Alizadeh y col., 1995).
Si la inmunizacién se produce a través de las mucosas, como puede ser el caso de la mucosa
ocular, vamos a poder detectar la presencia de anticuerpos anti-Acanthamoeba especificos
del tipo IgA en la lagrima, que si van a ser efectivos frente a la infeccién corneal

(Niederkorn, 2002).

1.4.- Infecciones causadas por Acanthamoeba.

Debido al incremento del niimero de pacientes que requieren una terapia
inmunosupresiva, como consecuencia de transplantes de 6rganos, al aumento de pacientes
que han desarrollado SIDA, y a la aparicion de queratitis oculares, principalmente en
usuarios de lentes de contacto, Acanthamoeba se ha convertido en una de las infecciones
oportunistas que es importante poder reconocer y diagnosticar (Casper y col., 1999; Oliva y

col., 1999).
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1.4.1.- Infecciones diseminadas.

Las infecciones diseminadas producidas por Acanthamoeba se caracterizan por la
aparicion de infiltrados granulomatosos en la piel y en el cerebro, normalmente en pacientes
inmunocomprometidos o pacientes mermados de salud que, progresivamente, van
acercandose a la muerte. Este tipo de patologia no tiene, por el momento, una terapia muy
efectiva (Oliva y col., 1999). Normalmente, los tratamientos de eleccion estan basados en la
inyeccidn intravenosa de pentamidina. Los datos que se tienen en pacientes SIDA indican
que este medicamento puede penetrar en el SNC, aunque en muy bajas concentraciones y
después de terapias prolongadas, de un mes o mas, ofreciendo buenos resultados, siempre
que la infeccidn no haya alcanzado el SNC (Donnelly, 1988; Tomlinson, 1991).

Para este tipo de infecciones, hay estudios in vitro que documentan la sensibilidad de
Acanthamoeba hacia agentes antibacterianos, antifingicos y antiprotozooarios, entre los que
se puede incluir la clorhexidina, sulfadiazina, ketoconazol, flucitosina, itraconazol y la
anfotericina. Con todos ellos, se recomienda un uso racional y una terapia topica ( Cleland
y col., 1982; Friedland y col., 1992; Tan y col., 1993; Slatery
col., 1994; Murakawa y col ., 1995; Selby y col., 1998) .

1.4.2.- Ulceras Cutaneas.

El primer caso de amebiasis cutanea data de 1872 en Méjico (Galarza y col., 1995),
siendo citados, hasta 1994, tan solo siete casos de infeccidon cutanea por Acanthamoeba.
(Park y col., 1994). Las tlceras cutaneas producidas por Acanthamoeba, generalmente, estan
asociadas a individuos inmunodeprimidos, mas concretamente, a pacientes SIDA (Murakawa

y col., 1995; Hunt y col., 1995; Delmol, 1996).
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Figura 10: Biopsia de ulcera cutanea. Q: quiste de Acanthamoeba.

Las lesiones cutaneas suelen presentarse de dos formas. Como una inflamacion
supurativa de la subepidermis, con epidermis intacta que, al cabo de los meses, se transforma
en una ulcera violacea, con la base endurecida y extendida (Figura 11). O bien como una
forma nodular, dura y bien delimitada, que se extiende progresivamente en superficie y
profundidad (Figura 12). En ambos casos la evolucion es lenta, de uno a tres afios, pudiendo

llegar a producirse metastasis superficiales. (Hunt y col., 1995).

Figura 11: Lesion cutanea con inflamaciéon supurativa de la subepidermis
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Figura 12: Lesion cutanea nodular, dura y bien delimitada, que se extiende progresivamente en

superficie y profundidad.

Las causas por las que se pueden desarrollar estas ulceras incluyen lesiones debidas a
infecciones virales en la piel, mordeduras, traumas y tejidos en cicatrizacion (Sison y col.,
1995). En pacientes SIDA, afecta con mayor frecuencia el parénquima testicular y a los
vasos sanguineos ( Khalife y col., 1994).

En su tratamiento, el uso combinado de forma tépica de clorhexidina, sulfadiazina,
ketoconazol, flucitosina, itraconazol y anfotericina suele ser satisfactorio (Figura 13)
(Cleland y col ., 1982; Friedland y col., 1992; Tan y col., 1993;
Slater y col., 1994; Murakawa y col ., 1995; Selbyy col., 1998) .

Hay que tener en cuenta a Acanthamoeba como agente etioldgico, en los
diagnosticos diferenciales de determinadas ulceras cutaneas, con o sin afectacion del SNC,
cuando no se detecta contaminacion bacteriana, flingica o por micobacterias en las biopsias y
cultivos. El diagnéstico debe realizarse con prontitud, particularmente antes de que la
infeccion penetre en el SNC, donde puede causar la muerte del paciente (Seijo-Martinez y

col., 2000).
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Figura 13: Lesion cutanea antes y después de tratamiento.

1.4.3.- Encefalitis Granulomatosa Amebiana.

Los primeros casos de meningoencefalitis amebianas comenzaron a diagnosticarse
en 1948. En un principio, al agente causal se le relacionaba, en unos pocos casos, con unos
protozoos cercanos a las especies de lodameba, pero que no eran idénticos; y, en otros
muchos, con amebas pertenecientes al género Hartmanella, donde se encontraban incluidas
las especies de Acanthamoeba. No fue hasta principios de los ochenta, después de aislar post
mortem especies Acanthamoeba de cerebros de pacientes que habian sufrido una lenta y
progresiva encefalitis, cuando se asocio directamente a esta ameba como su agente causal

(Martinez, 1980).
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Hasta el afo 1989, se habian descrito doscientos casos de meningoencefalitis
amebiana, de los cuales, cincuenta y seis fueron debidos a Acanthamoeba (Visvesvara,

1990), pero la incidencia actual es desconocida.
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Figura 14: examen histopatologico de tejido cerebral donde se puede observar la presencia de quistes

de Acanthamoeba. A: x200; B: x400 (Seijo-Martinez y col. 2000).

La Encefalitis Granulomatosa Amebiana (EGA) es una infeccion oportunista y poco
frecuente del Sistema Nervioso Central (SNC), de evolucion lenta, de dificil diagnostico y
sin tratamiento eficaz. Normalmente afecta a individuos con su sistema inmunitario
comprometido, ya sea, por tratamientos con esteroides, quimioterapia y radioterapia, o por
alcoholismo, enfermedades autoinmunes, como lupus eritrematoso sistémico y diabetes
mellitus o pacientes con alteraciones hematoldgicas o con SIDA (John, 1998).

El cuadro clinico es de evolucion subaguda y cronica. Tiene un periodo de
incubacion de unas dos semanas, en que van a aparecer afectados los hemisferios cerebrales,
siendo las areas mas dafiadas el diencéfalo, el talamo y el bulbo raquideo, con un deterioro
neurologico progresivo, un intenso edema, ablandamiento del tejido, necrosis y abscesos,
con presencia de trofozoitos y quistes. En algunos casos, la encefalitis se presenta como si
fuera un tumor cerebral, llegando a ocupar un espacio bien definido. Puede aparecer

conjuntamente sinusitis cronica, irritacion meningea, alteraciones del estado mental, cambios
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de personalidad, irritabilidad, confusion mental, mareos, somnolencia, cefaleas, convulsiones
y hemiparesia. Finalmente, el paciente entra en coma y, después, sobreviene la muerte.
(Pearl, 1990; Sangruchi y col., 1994; Murakawa y col., 1995).

La EGA se inicia fundamentalmente por via hematoégena, a partir de focos primarios
localizados en el tracto respiratorio inferior, o de lesiones ulcerosas o nodulares en la piel,
siendo ésta la primera puerta de entrada, en la mayoria de los casos. Existen sospechas de
que el tracto gastrointestinal puede jugar también un papel importante (Mandell, 1990;
Bottone, 1993). Ademas, se han descrito aislamientos de trofozoitos en pacientes con otitis
media cronica supurativa, en pacientes con queratitis cronicas, con afectacion de la mucosa
nasal, en cultivos nasofaringeos y en el tejido neuroepitelial olfatorio de animales de
experimentacion. (Sadaka & Emam, 2001).

El diagnoéstico se hace por sospecha, segun los antecedentes epidemioldgicos, los
datos clinicos, y la visualizacion de los protozoos en el liquido cefalorraquideo.
Normalmente, el agente es identificado en cortes cerebrales post mortem. Aunque nunca se
han aislado estos protozoos del fluido cerebroespinal, existen signos que delatan su
presencia, como son el aumento de las proteinas presentes en el liquido cefalorraquideo,
disminucion de los niveles de glucosa y un aumento del nimero de células blancas,
principalmente linfocitos (Marciano-Cabral y col., 1995).

Por el momento, no existen tratamientos efectivos y, normalmente, los pacientes
inmunodepromidos afectados fallecen. Dentro de los factores que contribuyen a esta pobre
respuesta del tratamiento se encuentra el retraso en el diagnostico, ya que este tipo de
infecciones son raras y, en sus inicios, presentan muy pocos sintomas claros que ayuden a su
identificacion. Los farmacos antiparasitarios presentan unos niveles muy bajos de
penetracion en el liquido cefalorraquideo, ademas se enfrentan a la capacidad que
Acanthamoeba tiene para formar quistes y a su resistencia a cualquier tipo de agente externo
(Bottone, 1993; Khunkitti y col., 1998). Se han descrito resultados esperanzadores frente a

este tipo de infecciones, con farmacos, como son la sulfadiazina, el fluconazol, la
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pentamidina y el itraconazol (Cleland y col., 1982; Friedland y col., 1992; Tan y col.,
1993; Slater y col., 1994; Murakawa y col., 1995; Selby y col., 1998).
Las especies que han sido aisladas relacionadas con casos de EGA son A. astronyxis,

A. castellanii, A. culbertsoni, A. polyphaga, A. rhysodes y A. palestinensis (Armstrong,
2000).

1.4.4.- Queratitis por Acanthamoeba

La queratitis por Acanthamoeba es una infeccion invasiva de la cdrnea, que se
caracteriza por una pérdida gradual de agudeza visual, llegando, en algunos casos, a
provocar ceguera. En este caso, las afecciones corneales no estin asociadas a individuos
inmunodeprimidos, sino, principalmente, a usuarios de lentes de contacto (Radford y col.,
1998).

La primera descripcion de queratitis por Acanthamoeba data de 1973 (Nagington y
col., 1973) y, en los primeros casos, se las relacionaba con traumatismos oculares menores,
sin encontrar un elevado nimero de individuos afectados. A principios de los afios ochenta
comenzd, a aumentar, de forma gradual, el nimero de diagnoésticos, siendo el primer caso
descrito en un portador de lentes de contacto en 1984: “se trataba de un paciente que uso
lentes de contacto blandas mientras estaba en una bafiera de agua caliente de la que se aislo
Acanthamoeba” (Samples y col., 1984). A partir de este hecho, se registrd6 un mayor niimero
de diagnésticos. Un afio mas tarde, en 1985, se estableciod su asociacion directa con el uso de
lentes de contacto (Stehr-Green y col.,, 1989). Desde entonces hasta ahora, se han
contabilizado cientos de casos de queratitis por Acanthamoeba (Moore, 1988).

No todas las queratitis por Acanthamoeba tienen lugar en usuarios de lentes de
contacto. Entre el diez y el quince por ciento de los diagnosticos se realizan en pacientes que
no las emplean. Normalmente, suelen estar asociados a una lesion ocular, normalmente con

alguna materia vegetal o exposicion a agua o tierra contaminada. A menudo, estan
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relacionados con ambientes rurales o tras haber sufrido una lesidn ocular, mientras
practicaban actividades acuaticas o relacionadas con la nieve (Sharma, y col., 1990; Chang
& Soong, 1991). Por lo general, el estado visual de estos pacientes es marcadamente peor
que el de los usuarios de lentes de contacto debido, fundamentalmente, al retraso en el
diagnostico, pues no se suele incluir esta posibilidad de infeccion en pacientes que no
emplean estas lentes (Radford y col., 1998). La queratitis por Acanthamoeba también puede
aparecer tras una queratoplastia invasiva o radial (Preston & King; 1984; Parrish y col.,

1991; Panda y col., 1999).

Se han descrito casos de queratitis por Acanthamoeba con todo tipo de lentes de
contacto, pero aparecen con mas frecuencia cuando se emplean lentes desechables de
periodicidad mensual o bimensual. En un estudio llevado a cabo, se demostré que esta
asociacion no es consecuencia de un problema intrinseco de este tipo de lente, sino, sobre
todo, del resultado de su forma de uso. Estas lentes, normalmente, no requieren de
protocolos de desinfeccion, simplemente de mantenimiento y, para, ello se emplean
diferentes soluciones, recomendadas por el fabricante que, en muchos casos su efectividad
frente a trofozoitos y sobretodo a quistes de Acanthamoeba es bastante discutida (Kilvington,
1993; Kilvington, 1999). Por el contrario, las lentes de contacto de mayor duracion si
incluyen métodos de desinfeccion que, por lo general, son mas efectivos frente a las
diferentes formas de Acanthamoeba (Seal y col., 1992; Radford y col., 1995;). Lo que si esta
claro es que la contaminacion es particularmente comuin si los usuarios no emplean ningun
método de desinfeccidn, o no lo hacen con la frecuencia adecuada. La colonizacion
bacteriana de los estuches de lentes va a facilitar el desarrollo de las amebas en su interior
(Larkin y col., 1990).

La eficacia de diferentes desinfectantes empleados en las lentes de contacto ha sido
estudiada en detalle en distintos estudios. Soluciones desinfectantes que contienen

clorhexidina al 0’004 y 0°005 % son efectivas para la eliminacion de trofozoitos, después de
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un tiempo de exposicion que oscila entre una y cuatro horas (Silvany y col., 1991 y 1992),
pero sin ningun efecto quisticida (Brandt y col., 1989; Connor y col., 1989). Mientras que el
empleo de peroxido de hidrégeno al 3 %, durante un periodo de seis a veinticuatro horas, si
es efectivo para la eliminacion de quistes (Brant y col., 1989). Por el contrario, si el peroxido
de hidrogeno es utilizado en los estuches portalentes, empleando el sistema de discos con
catalizador, no actia con tanta eficacia (Lindquist y col., 1988; Silvany y col., 1990). La
biguanida de poliaminopropilo al 0’0015 % presenta actividad trofozoitica y quisticida,
después de cuatro horas de exposicion (Silvany y col., 1991). Los sistemas de desinfeccion
por calor han presentado buenos resultados, pero hay que tener en cuenta que no esta
recomendado en todos los tipos de lentes (Ludwig y col., 1986; Lindquist y col., 1988). A
pesar de todo esto, se han diagnosticado casos de queratitis por Acanthamoeba, tanto en
usuarios de lentes de contacto que no cumplian con las recomendaciones de desinfeccion,
considerados como poblacion de riesgo, como en usuarios que empleaban sistemas de
desinfeccion tedricamente efectivos (Leher y col., 1998)

Aunque el uso de lentes de contacto es el factor de riesgo mas importante en las
queratitis por Acanthamoeba, la incidencia de ésta entre sus portadores es muy baja. El
hecho de que se haya cultivado Acanthamoeba, a partir de las lentes o de sus recipientes, en
mas de un veinte por ciento de usuarios de lentes de contacto asintomaticos, indica que el
microorganismo es relativamente poco virulento, que existe inmunidad innata en el huésped
o que el epitelio corneal ofrece una barrera efectiva frente a la penetracion de las amebas en
el estroma (Yu y col., 2001).

Diferentes estudios demuestran la facilidad con la que quistes y trofozoitos
Acanthamoeba se adhieren a la superficie de las lentes de contacto, independientemente del
tipo que se trate (John y col., 1989; Farley, 1998). Los trofozoitos presentan mayor grado de
adherencia que los quistes y ésta aumenta en funcion del tiempo de exposicion (Kelly & Xu,
1995). Se ha observado que, en tiempos minimos, alrededor de 10 segundos, se puede

producir la colonizacion de la lente (Kelly y col., 1995). No todos los materiales con los que
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se elaboran las lentes de contacto: Lidoficon®, Etafilcon”, Polymacon®, y Bufilcon®,
muestran el mismo grado de suceptibilidad a la colonizacion. El grado de hidratacion de la
lente y su composicion i6nica van a influir en la adherencia (Seal y col., 1995). El material
que presenta mayor predisposicion es el Lidofilcon®, y el que menor, el Etafilcon®. Las
posibilidades de colonizacién de los trofozoitos aumenta normalmente, en funcion de la
concentracion del indculo, aunque esta relacion no es directamente proporcional. En todos
los casos, la concentracidon minima efectiva necesaria en la que se observaba adherencia era

de 1x107 protozoos (Sharma y col., 1995).

1.4.4.a.- Caracteristicas clinicas

La queratitis por Acanthamoeba se desarrolla en individuos sanos e
inmunologicamente competentes, afectando con mayor frecuencia a varones. Los sintomas
son muy variados. La mayoria de los pacientes presenta fotofobia, dolor intenso,
desproporcionado con los signos que se presentan, y alguna pequefia tlcera. Rara vez suele
presentarse inmediatamente, tras un hecho traumatico para el ojo o utilizar unas lentes

contaminadas (Bacon y col., 1993-a).

Figura 15: A) Queratopatia punteada con seudodentritas (Fulcher & Dart, 1998). B) Infiltrados
epiteliales de Acanthamoeba (Fulcher & Dart, 1998).
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Los signos clinicos mas frecuentes que presenta esta patologia no son muy
especificos. Incluyen: queratopatia punteada, pseudodendritas (Figura 15-A), infiltrados
epiteliales (Figura 15-B), infiltrados subepiteliales difusos o focales y perineurales, que se
presentan en las fases iniciales. A medida que el estroma corneal se llena de liquido, se va

formando un caracteristico anillo de infiltracion (Figura 16).

Figura 16: Anillo de infiltracion caracteristico que se forma en la queratitis por Acanthamoeba

(Fulcher & Dart, 1998).

Figura 17: Proceso de cronificacion en el centro de la cornea (Fulcher & Dart, 1998).

Aparecen abscesos, escleritis, glaucoma, cataratas e infecciones microbianas
secundarias, aunque la limbitis y la escleritis anterior son signos clinicos que se asocian con
mayor frecuencia a la queratitis por Acanthamoeba (Dougherty y col., 1994; Hirano & Sai,

1999). El proceso tiende a cronificarse en el centro de la cornea (Figura 17) y, en estadios
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avanzados, se caracteriza por la pérdida del epitelio corneal, con una marcada opacidad del
estroma (Bacon y col., 1993-b; Illingworth, y col., 1995). La movilidad de las especies de
Acanthamoeba y su capacidad de elaborar gran cantidad de proteasas podrian incrementar su
invasion tisular, pero, aun asi, casi nunca penetran en el endotelio corneal y logran alcanzar
el interior del ojo. Presentan una gran respuesta quimiotactica hacia las células neuronales y
los nervios corneales (Pidherney y col., 1993), dando lugar a una neuritis radial, lo que
podria explicar el dolor inusual que es caracteristico de la queratitis por Acanthamoeba
(Niederkorn y col., 1999).

Se han descrito quistes no viables en el interior de corneas transplantadas, que
pueden sugerir sus paredes pueden seguir siendo antigénicas y causar una escleritis
persistente, mediada por el sistema inmunitario (Holland y col., 1991).

Si el diagnostico de la queratitis es correcto, se hace pronto y se aplica el tratamiento
correcto, el pronostico es bueno. Son frecuentes los diagnodsticos erréneos, tales como
queratitis por herpes simple o por hongos. El mejor conocimiento de esta patologia por parte
de los especialistas, ha permitido disminuir el nimero de confusiones en los diagndsticos. En
el Reino Unido, el descenso fue espectacular: descendié del setenta por ciento de error, entre

1984 y 1990, al once por ciento, en 1992 (Bacon y col., 1993-b).

1.4.4.b.- Tratamiento.

Agentes amebicidas:

En los primeros afios de la aparicion de las queratitis por Acanthamoeba, los
tratamientos amebicidas utilizados no eran satisfactorios. Se empleaban una gran variedad de
agentes topicos, solos o combinados, con muy poco éxito, terminando el paciente con la
pérdida gradual de la vision o con la enucleacion del ojo infectado. En 1985, se empieza a

utilizar, de forma combinada, una diamidina aromatica, el isotianato de propamidina al 0’1
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%, junto con dibromopropamidina al 0’15 %, de forma tdpica, seguido con el tratamiento
con neomincina, con buenos resultados si se aplicaban desde el comienzo de la afeccion
(Wright y col. 1985; Moore & McCulley, 1989). En algunos pacientes, este tratamiento era
ineficaz y era necesario combinar la propamidina con miconazol al 1 % (Berger y col., 1990;
Cohen y col., 1987; Lindquist y col., 1988), o bien con itraconazol via oral junto con
miconazol 0’1 % o ketoconazol via topica (Ishibashi y col., 1990; Amoils y col, 1999).

A comienzos de los noventa, se comprobd la actividad in vitro que presentaba el
desinfectante cationico polihexametilenbiguanida (PHMB) para eliminar, tanto trofozoitos,
como quistes de Acanthamoeba, de un gran numero de cepas (Larking y col., 1992; Elder y
col.,, 1994). Su actividad, a bajas concentraciones (0’02 %) y no presentar problemas de
toxicidad, al contrario de lo que ocurria con otros tratamientos (Berry y col., 1993), hizo del
PHMB, solo o combinado con propamidina, aplicado en los estadios iniciales de la
infeccion, una terapia con buenos resultados que evitaba, en muchos casos, tener que recurrir

a la cirugia (Illingworth, y col., 1995).

Corticoesteroides:

Su uso es controvertido, ya que pueden llegar a suprimir la respuesta inmune del
paciente (D’Aversa y col.,, 1995). Los corticoesteroides van a inhibir los procesos de
enquistamiento y desenquistamiento, su empleo en la fase inicial de la infeccion, permite la
eliminacion de los trofozoitos con mayor facilidad, tanto farmacologicamente, como por la
respuesta inmune del paciente. Al inhibir el proceso de desenquistamiento, los agentes
antiamebianos que son menos efectivos frente a este estadio, pueden llegar a presentar
problemas de resistencia. Por lo general, no se suelen emplear en los estadios iniciales,
donde la respuesta a los antiamebianos es rapida. Se emplea en ocasiones, y en dosis bajas,
cuando se presenta una inflamacion persistente (Ficker y col., 1993; Stern & Buttoross,

1991)
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Agentes antibacterianos:

Inicialmente, su uso era indicado para potenciar la actividad de los antiamebianos,
pero esto ha dejado de tener importancia, debido a la introduccion en el mercado de
componentes antiamebianos con mayor actividad, que evitan infecciones corneales
bacterianas simultaneas o secundarias. Normalmente, estan indicados como medida

profilactica, de forma topica (Illingworth, y col., 1995; Seal y col., 1996).

Extirpacion de la zona afectada:

Se han llevado a cabo pequenas intervenciones quirirgicas en que se extirpa la zona
del epitelio corneal afectado, en los primeros estadios de la infeccion, con buenos resultados
y sin que se presenten problemas de posteriores recaidas. Esta practica no esta muy

extendida (Brooks y col., 1994).

Queratoplastia:

Cuando la infeccion se encuentra en un estado muy avanzado, se hace necesario el
trasplante de cornea. Con la mejora de los tratamientos farmacoldgicos, estas intervenciones
estan cada vez mas en desuso. Se aconseja el transplante, si en la fase aguda de la infeccion
la cornea se vuelve muy fina y existe riesgo de perforacion y para sustituir corneas que han
quedado afectadas y limitan la vision. Con el transplante, no se asegura la erradicacion de la
infeccion pues, con este tratamiento, puede que no se eliminen todos los trofozoitos o quistes
y éstos pueden colonizar la nueva cornea. Se aconseja el tratamiento del ojo afectado con
PHMB, antes y después de la intervencion. (Blackman y col, 1984; Cohen y col., 1987;
Ficker y col., 1993).
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1.5.- Profilaxis.

La amplia distribucion de las amebas de vida libre hace que sea extremadamente
dificil establecer unas medidas de control adecuadas. El hombre se encuentra frecuentemente
expuesto a ellas. La mayoria de los casos de infeccion descritos estan relacionados con la
presencia de estas amebas en el agua, por lo que, fundamentalmente, las medidas
profilacticas deben tomarse con este medio.

Las medidas a aplicar son bastante complicadas, debido a la abundancia de estos
protozoos y, evidentemente, evitar su multiplicacion en la naturaleza es complicado. Los
procesos de desinfeccion que se emplean, habitualmente, en las aguas de consumo no son
eficaces para la eliminacion de Acanthamoeba. Ni la cloracion, método empleado
habitualmente, ni procesos de alta tecnologia, como son la dsmosis inversa o la 0zonizacion,
aseguran su erradicacion. Se aconseja, en este sentido disminuir la cantidad de materia
organica y mantener una adecuada corriente de agua, con una buena cloracion,
recomendando no utilizar de filtros de arena o bien su renovacion frecuente. Las medidas a
tomar son bastante complicadas debido a la abundancia de estos protozoos.

En el caso de las infecciones que causan en humanos, los individuos
inmunocomprometidos son un grupo de riesgo con el que se deben extremar las precauciones
y no descartar nunca la posibilidad de que puedan padecer alguna de las patologias descritas.
En las afecciones corneales los usuarios de lentes de contacto, deben cuidar las medidas

higiénicas en el uso y conservacion de sus lentes (Rosenberg & Morgan, 2001).

1.6.- Amplificacion al Azar de Fragmentos Polimérficos de ADN (RAPD).

La Amplificacion al Azar de Fragmentos Polimoérficos de ADN (RAPD) fue
propuesta inicialmente por Welsh y McCleland, en 1990, y Williams y col., en 1991. Es una
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técnica basada en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), pero en la que se
introducen ciertas modificaciones a la técnica convencional.

Los fragmentos generados por la amplificacion del ADN al azar, se obtienen con un
unico cebador de secuencia arbitraria. Es un método simple, que no necesita el conocimiento
previo de secuencias de ADN que nos permite analizar gran variedad de loci
simultaneamente, donde los polimorfismos existentes entre las cepas o especies analizadas
son detectados, mediante una electroforesis, como diferencias entre los patrones de
fragmentos de ADN amplificados (Welhs & McClelland, 1990; Williams y col., 1990;
Steindel y col., 1994).

El oligonucledtido es mezclado con ADN genémico, en presencia de una ADN
polimerasa y un tampoén adecuado. Los productos resultantes de la amplificacion van a
depender de muchos factores como, por ejemplo, la longitud y secuencia del cebador, las
condiciones de reaccion, el termociclador empleado, etc. Todos estos parametros han de ser
estrictamente controlados para obtener resultados reproducibles.

La concentracion de ADN es una de las variables mas importantes. Las extracciones
de ADN producen muestras de diferente pureza, lo que hace que haya que optimizar la
cantidad de ADN cada vez que se realice una amplificacién. Una cantidad elevada da como
resultado extensiones de ADN sin bandas definidas y, una con una cantidad escasa, se
observan patrones irreproducibles (Williams y col., 1993).

Las cantidades de i6n magnesio y la temperatura de anillamiento afectan a la
intensidad de las bandas amplificadas. Si se aumenta la temperatura de anillamiento los
perfiles tienden a simplificarse, debido a que se aumenta la especificidad del sitio de unién
del cebador, desapareciendo las bandas de baja intensidad (Caetano-Anolles & Bassam,
1993). Ademas los patrones de amplificacion son diferentes, cuando se utilizan diferentes
ADN polimerasas (Schierwater & Ender, 1993).

Con respecto al cebador, una elevada concentracion produce extensiones de ADN

que impiden una clara deteccion de las bandas de amplificacion. Y una baja concentracion
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hace que sea dificil su deteccion, como ocurre también con una baja concentracion de
nucledtidos trifosfato (Munthali y col., 1992; Williams y col., 1993). Su longitud y secuencia
son también factores muy importantes. Estudios realizados en Escherichia coli con un
cebador de diez nucledtidos, al que se le va eliminando uno, hasta cinco, tras sucesivos
experimentos, muestra que los patrones de amplificacion son diferentes en complejidad y
distribucién de bandas, segin el cebador tenga cinco, seis, siete y ocho nucledtidos. Al
aumentar el numero de bases, se disminuye el numero de productos amplificados. Los
cebadores de ocho y diez nucledtidos producen patrones idénticos. Por otra parte, cambios en
la secuencia de nucledtidos del cebador, producen cambios en el perfil de amplificacion.

Poco se sabe acerca de la naturaleza de las secuencias de ADN amplificadas por
RAPD; en varias especies de plantas, se ha visto que al menos el 45 % de esas secuencias,
estan altamente repetidas en el genoma. En teoria, los sitios de amplificacion empleados
estan relacionados con la complejidad del genoma, estando distribuidos a lo largo de éste
(Williams y col., 1991; Reiter y col., 1992; Quiros y col., 1995).

El resultado de la amplificacion es determinado por la competicion entre los
diferentes sitios de hibridacion en el genoma. Un factor importante es probablemente la
estabilidad de hibrido formado entre el cebador y su sitio de uniéon en el genoma. Si el
genoma presenta una alta complejidad, debe tener mas sitios con mayor complementariedad

con el cebador, que un genoma menos complejo (Williams y col., 1993).

1.6.1.- Mecanismo de amplificacion de los RAPD.

Caetano-Anolles y col., en 1992, postularon, que este proceso se modulaba a dos

niveles:

1.- La seleccion de sitios de amplificacion es determinada por la secuencia del

cebador ¢ influenciada por las condiciones de reaccion. Durante los primeros ciclos,
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el cebador “busca” los posibles sitios de union en el ADN y se une a éstos. La union
del cebador es seguida por la actuacion de la polimerasa con la consiguiente
extension de las cadenas. Asi, en la primera rueda de amplificacion, se selecciona un
conjunto de posibles sitios para producir una poblacidon de productos de
amplificacion determinada. Estos productos deberian ser entonces eficientemente

amplificados desde la secuencia complementaria a la del cebador.

2.- En el segundo nivel de modulacién, los productos de amplificacion resultantes
poseen una region terminal simétrica de, al menos, la longitud del cebador. Estos

fragmentos son repetidamente amplificados en cada uno de los ciclos de la PCR.

Segiin Andresen y col, 1996, la presencia de bandas mas intensas en el patrén de
amplificacion es debida a una mayor similitud entre las secuencias del ADN y la del

cebador, 0 a que estas secuencias estén mas repetidas en el genoma.

1.6.2.- Repetitividad del método RAPD.

Segin algunos autores, una de las desventajas de la utilizacion de la técnica de
RAPD es la poca repetitividad de los resultados de la amplificacién (Beebe y col., 1995).
Aunque otros, como Ellsworth y col., 1993, recomienda estandarizar las condiciones de la
reaccion e introducir controles internos para evitar los problemas de repetitividad de los
experimentos. Algunos autores, para mitigar este problema, eliminan las bandas que no
amplifican consistentemente (Yang y Quiros, 1993; Novy y col., 1994).

La amplificacion mediante RAPD depende de muchos factores y se va a ver
influenciada por cambios en la concentracion del ion Mg, la polimerasa termoestable
utilizada, la temperatura de anillamiento del cebador e incluso el termociclador empleado,

que pueden provocar cambios en los perfiles de amplificacion obtenidos. Como se ha
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comentado anteriormente, todos estos parametros tienen que ser controlados estrictamente
para obtener resultados reproducibles (Yu & Pauls, 1992; Meunier & Grimot, 1993; Penner y
col., 1993; He y col., 1994; Bielawki y col., 1995, Alonso, 1999).

1.6.3.- Aplicaciones de la técnica RAPD.

Dentro de las aplicaciones de la técnica RAPD, se encuentra la realizacion de mapas
genéticos, el diagndstico molecular, la taxonomia molecular, epidemiologia, diferenciacion
de cepas, etc. (Myers y col., 1993, Williams y col., 1993; Czaija & Batt, 1994; Saulnier y
col., 1993).

En lo concerniente a los agentes parasitarios, se ha demostrado que esta técnica es
capaz de discriminar entre subgéneros y especies de diferentes protozoos parasitos (Noyes y

col., 1996; Alonso, 1999).
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2.- OBJETIVOS

1. Puesta a punto de una técnica de RAPD para la caracterizacion de especies del

género Acanthamoeba.

2. Utilizar los fragmentos caracteristicos de los productos amplificados para el disefio

de cebadores especificos.

3. Verificacion de la utilidad de esta herramienta para el diagndstico de estas

parasitosis en muestras de origen humano.
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3.- MATERIALES.

3.1.- Soluciones y tampones.

- Tampédn fosfato salino (PBS): NaCl 0’14 M, KCI 2’68 mM, Na,HPO, 0’01 M, KH,PO,
1’76 mM, pH: 7°4.
- Tampdn TAE 50X: Tris-HC1 2 M, pH: 7°2; EDTA 50 mM, pH: 8; Ac. acético 57’1 ml.
- Tampdn TBE 10X: Tris-HCI 89 mM, pH: 8°3; acido borico 89 mM, EDTA 2 mM.
- Tampon de carga para electroforesis de ADN:
- Geles de agarosa: Azul de bromofenol (BPB) 0°25% (p/v), glicerol 30% (v/v).
- Geles de acrilamida: Azul de dextrano, formamida desionizada.
- Tampédn de lisis TELT: Tris-HCl 50 mM, pH: 8; EDTA 62’5 mM, pH: 9; LiCl 2’5 M;
-100 4% (v/v).
- Solucién de Tiocianato de Guanidinio: Tiocianato de guanidinio 4 M, citrato sodico 25
mM, pH: 7; N-lauroylsarcosina 0°5%, 2-Mercaptoetanol 0’1 M.
- Tampodn SSC 20X: NaCl 3 M; citrato sodico 0°3
- Tampén TE: Tris-HCI 10 mM, pH: 8; EDTA 1 mM.
- Soluciones de hibridacion con sondas marcadas con digoxigenina:
- SSCs5X
- Solucién de bloqueo 1%, SDS 0°02% y N-lauroylsarcosina 0°02%.
- Tampdn 1: Acido maleico 0’1 M; NaCl 0’15 M; pH: 7°5.
- Tampédn 2: Solucion de bloqueo diluida 1:10 en tampédn 1.
- Tampén 3: Tris-HCI 100 mM, pH: 8; NaCl 100 mM; MgCl, 50 mM; pH: 9°5.
- Solucién de substrato cromogénico: NaCl 0’1 M; MgCl,0°05 M; Tris-HCI1 0’1 M,
pH: 9°5; NBT/BCIP 1:50 (Boehringer Mannheim@ ).
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- Tampén de transferencia de ADN: NaOH 0’4 N.

- Solucién de desnaturalizacion: NaOH 0°5 M; NaCl 1’5 M.

- Solucién de neutralizacion: NaCl 1’5 M; Tris-HC1 0’5 M.

- Tampédn de reaccion para PCR: KCl 50 mM; MgCl, 1’5 mM; Gelatina 0’001 %, Tris-
HCI1 10 mM, pH: 8°3. (Perkin-Elmer®)

- Fenol equilibrado con Tris-HC1 0’1 M, pH: 8.

- Mezcla cloroformica: Cloroformo-alcohol isoamilico (24:1).

- IPTG.

- X-QGal.

3.2.- Medios de cultivo.

3.2.1.- Medio de cultivo ATCC 712 PYG.

B 5 101 70) 1 SO SUUPUUPRSR 20°0 g.
- Extracto de levadura............ccccvvveeeeiiieieiiiee e 1’0 g.

- Agua destilada C.8.P.ueeeuvereeieeie e 950 ml.
-MgSOys - THO 074 Mo 10°0 ml.
= CaClh 075 Muiiiiiiiiee s 20°0 g.
- Citrato s6dico © 2 HyO 0’1 Mu..ooiiiiiiiiiiiceiieicicccceeee, 34°0 ml.
- Fe(NH4)2(SO4)2 - 6 HXO 0’005 M ..o 10°0 ml.
-Na,HPOs - 7 HyO 0°25 Moo 10°0 ml.
=KH 2PO4 0725 M i 10°0 ml.

- pH a 6’5. Se autoclava a 121° C, 25 minutos, y se afiade 50 ml de glucosa 2 M

esterilizada por filtracion.
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3.2.2.- Medio salino de Neff modificado para amebas.

S NACT i e 0’60 g
=MESOs+ T HO ciiiiiic 0°02 g.
=CaCly s 2 HaOeiiiiiiiiiccieece e 0°02 g.
= NAHPO ... 0’71 g.
= KH 5P O 068 g
- Agua destilada C.8.P...uuvieeieiiieiiiiie e 1000 ml.

- Se ajusta el pH a 6’5, y se autoclava a 121° C, 25 minutos.

3.2.3.- Solucion modificada de Neff y Band (Page, 1967).

S INACT e 0’120 g
=MESOy4 -+ T HO i 0°004 g.
=CaCly s 2 HoOoiiiiiiicece e 0°004 g.
= NAHPO, e 0142 g
= KH 2POsieiiiicie e 0136 g
- Agua destilada C.S.P...uuvieeieiiieiiiiie e 1000 ml.

- Se ajusta el pH a 6’5, y se autoclava a 121° C, 25 minutos.

3.2.4.- Medio AX2 modificado por S.K. Maciver.

b 411107 o ISR 14’3 g.
- Extracto de levadura..........c.ccceoeevviieeiiiiee e 715 g.
= GIUCOSA....uvviiiciiiii ettt et 15’4 g.
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- NazHPO4 ................................................................................. 0’51 g
S KO HPO e 0°486 g
- Agua destilada C.8.P.ueeevereriieeie e 1000 ml.

- Se ajusta el pH a 6°5. Se autoclava a 121° C, 25 minutos.

3.2.5.- Medio de crecimiento PPG.

Medio empleado para el mantenimiento de las cepas adquiridas del CCAP.

- ProteoSa PePLONa ........uuvvvuvvriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeneenne 15 g.
= GIUCOSA. . iei ettt e et 18 g.
- Solucion salina de Neff C.8.p....uvvieeviiieeiiiiieece e, 1000 ml.

- Se ajusta el pH a 6°5. Se autoclava a 121° C, 25 minutos.

3.2.6.- Medio de axenificacion de Acanthamoeba.

- Extracto de malta ..........ccoceeevviiiiiiiiiiec e 3g.

- Proteosa Peptona ........cceeeeeeeiiiiiiieeeeeeeciiieiee e e e eeirreee e e 14’3 ¢.

- Extracto de levadura............ccccuveeeieiiiei e 715 g.

= GIUCOSA. . eei ittt et et 15’4 g.

= NAHPO S cciiiiiee e 0’51 ¢g

S KO HPO i 0’486 g
- Agua destilada esteril C.S.P. .eevevvieriireriieei e 1000 ml.

- Se ajusta el pH a 6°5. Se autoclava a 121° C, 25 minutos.
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3.2.7.- Medio Agar base 2 %o.
= BaCtO QAT ......uiiiiiieiiiie e 2 g
- Agua destilada eStéril C.8.P...veeiivvriieiiiiiee et 1000 ml.
- Se ajusta el pH a 6°5. Se autoclava a 121° C, 25 minutos.

3.2.8.- Medios de cultivos bacterianos.

- Medio LB liquido: Triptona 1%; extracto de levadura 0°5%; NaCl 1%.

- Medio LB-agar: medio LB liquido; bacto agar 2% (p/v).

3.3.- Antibidticos.

- Gentamicina (Gervamicin®) 80 mg/ml.

- Ampicilina (Roche™) 100 pg/ml.

3.4.- Antifiingicos.

- 5 Fluorocitosina (Sigma®)4 pg/ml.

- Ketoconazol (Ketoisdin®) 20 mg/ml.

3.5.- Enzimas.

- Tag ADN polimerasa (Perkin-Elmer™).
- RNAsa libre de DNAsa (Boehringer Mannheim®).
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- ADN ligasa del Fago T4 (Pharmacia Biotech®).
- Klenow (Pharmacia Biotech®).
- Proteinasa K (Boehringer Mannheim®).

- Antidigoxigenina acoplada a fosfatasa alcalina (Boehringer Mannheim®).

3.6.- Vector de trasformacion.

- pGEM-T Easy (Promega®).

Xmn | 2009
Nael
Scal 1890 \2710
N T7
1 ori ! 1 stant

Apall 14
Aatll 20
. Sphl 26
mp Nco't 37
pGEM®-T Easy lacz 8siZ | 43
Vector T Not | 43
Sac i 49
EcoR | 52
Spe | 64
EcoR | 70
Not | 77
BstZ | 77
Pst | 88
or Sal | 90
Noe | 97
Sac | 109
BsiX | 118
Nsil 127
141

T spe

3.7.- Cepas bacterianas.
- XL-1-blue (Stratagene®™).

- XL-2-Blue MRF' (Stratagene®)
- JM 109 (Promega®)
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3.8.- Cepas de Acanthamoeba.

Las cepas control empleadas en este trabajo fueron las adquiridas del American Type

Culture Collection (ATCC), del Culture Collection of Algae and Protozoa (CCAP) y cedidas

por el Dr. Maciver, del Departamento de Ciencias Biomédicas de la Universidad de

Edimburgo.
Especie Cepa Origen
A. astronyxis ATCC 30137 Suelo (EE.UU.)
A. astronyxis ATCC 30391 Lago (EE.UU.)
A. castellanii ATCC 30010 Strain Neff - Suelo (EE.UU.)
A. castellanii ATCC 50492 Queratitis (India)
A. castellanii ATCC 50498 Cérnea humana (EE.UU.)
A. divionensis ATCC 50238 Clon AA2 (Gran Bretafia)
A. divionensis ATCC 50251 Clon AA1 (Gran Bretaia)
A. polyphaga ATCC 30461 Cornea humana (EE.UU.)
A. polyphaga ATCC 50495 Cornea humana (EE.UU.)
A. polyphaga ATCC 30899 Aspirado pulmonar (EE.UU.)
A. astronyxis CCAP 1534-1 Agua (EE.UU.)
A. griffini CCAP 1501-4  Suelo (EE.UU.)
A. polyphaga CCAP 1501-18  Suelo (EE.UU.)
A. palestinensis CCAP 1541-1 Suelo (Israel)
A. mauritaniensis Maciver mau Suelo (Mauritania)
A. palestinensis Maciver gtg Suelo (Reino Unido)

Tabla 2: Especies control de Acanthamoeba. ATCC: American Type Culture Collection; CCAP:

Culture Collection of Algae and Protozoa; Maciver: Departamento de Ciencias Biomédicas de la

Universidad de Edimburgo.
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3.9.- Aislados de amebas de vida libre.

Una vez disefiados y puestos a punto los cebadores y se procesaron una serie
de amebas de vida libre aisladas, concretamente de 37 estuches portalentes de usuarios de
lentes de contacto de periodicidad mensual, para estudiar la presencia de las especies
estudiadas es estos recipientes.

Fueron también procesadas una serie de aislados de amebas procedentes de muestras
bioldgicas que fueron remitidas desde el Departamento de Microbiologia de la Universidad de
Zaragoza y del departamento de Parasitologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad

de Barcelona.

Cepa Origen
Z-11 Cornea
Z-12 Cornea
Z-13 Cornea
Z-14 Cornea
Z-18 Cornea
Z-19 Cornea
Z7-27 Cornea
Z7-28 Cornea
Z7-29 Cornea

Tabla 3: Aislados de amebas de vida libre cedidos por el Departamento de Microbiologia de la

Universidad de Zaragoza.
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Cepa Origen

BCN Y30GPS Coérnea

BCN 1 Agua

BCN 2 Aspirado pulmonar

BCN 3 Cornea

BCN 4 Cornea

BCN 5 Cornea

BCN 6 Cornea

BCN 7 Ganglio linfatico

Tabla 4: Aislados de amebas de vida libre cedidos por el Departamento de Parasitologia de la

Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona.

3.10.- Patrones de peso molecular para electroforesis de ADN.

- ADN del fago Lambda gtl1 digerido con Hind III (Daniels y col., 1983). Fragmentos:
23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564 y 125 pb. (Boehringer Mannheim®).

- Marcador de peso molecular de 100 pb. Fragmentos desde 100 hasta 2.000 pb

(Pharmacia Biotech®™).
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3.11.- Oligonucleétidos sintéticos.

Cebador Secuencia 5°- 3’
M13 Reverse TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC
M13-40 Forward CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC
T7 TAATACGACTCACTATA
Acan-1 forward TCCCCTAGCAGCTTGTG
Acan-1 reverse GTTAAGGTCTCGTTCGTTA
AA-2 forward CACACTTGCCGAGAATAAAT
AA-2 reverse GTCTTACTACACAGGGCTTC
AD-1 forward ACCTTCGGGCTCAACTC
AD-1 reverse TCTTCATCCTGCTCGTCACC
AP-5 forward ACCTTCGGGCTCAACTC
AP-5 reverse AGAAGAGGACGAGCAGTGG

Tabla 5: Oligonucleotidos sintéticos empleados en las reacciones de amplificacion por PCR.

Cebador Secuencia 5°-3’ Cebador Secuencia 5°-3’
OPC-01 TTCGAGCCAG OPC-11 AAAGCTGCGC
OPC-02 GTGAGGCGTC OPC-12 TGTCATCCCC
OPC-03 GGGGGTCTTT OPC-13 AAGCCTCGTC
OPC-04 CCGCATCTAC OPC-14 TGCGTGCTTG
OPC-05 GATGACCGCC OPC-15 GACGGATCAG
OPC-06 GAACGGACTC OPC-16 CACACTCCAG
OPC-07 GTCCCGACGA OPC-17 TTCCCCCCCAG
OPC-08 TGGACCGGTG OPC-18 TGAGTGGGTG
OPC-09 CTCACCGTCC OPC-19 GTTGCCAGCC
OPC-10 TGTCTGGGTG OPC-20 ACTTCGCCAC

Tabla 6: Oligonucleotidos sintéticos OPC empleados en las reacciones de amplificacion RAPD.
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Cebador Secuencia 5°-3’ Cebador Secuencia 5°-3’
OPD-01 ACCGCGAAGG OPD-11 AGCGCCATTG
OPD-02 GGACCCAACC OPD-12 CACCGTATCC
OPD-03 GTCGCCGTCA OPD-13 GGGGTGACGA
OPD-04 TCTGGTGAGG OPD-14 CTTCCCAAG
OPD-05 TGAGCGGACA OPD-15 CATCCGTGCT
OPD-06 ACCTGAACGG OPD-16 AGGGCGTAAG
OPD-07 TTGGCACGGG OPD-17 TTTCCCACGG
OPD-08 GTGTGCCCCA OPD-18 GAGAGCCAAC
OPD-09 CTCTGGAGAC OPD-19 CTGGGGACTT
OPD-10 GGTCTACACC OPD-20 ACCCGGTAC

Tabla 7: Oligonucleotidos sintéticos OPD empleados en las reacciones de amplificacion RAPD.
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4.- METODOS.

4.1.- Cultivos de Acanthamoeba.

En este apartado se refleja la relacion de las distintas cepas de Acanthamoeba,

empleadas en este estudio.

4.1.1.- Cepas adquiridas del American Type Culture Collection.

Las distintas cepas de Acanthamoeba adquiridas del ATCC fueron cultivadas y
mantenidas en su estadio de trofozoito empleando el medio liquido ATCC PYG-712,
enriquecido con glucosa 5 M a 25° C, en botes de cultivo de fondo plano, para un mejor
manejo y control del crecimiento de las cepas. Para evitar contaminaciones se le afadio a los
medios de cultivo gentamicina a una concentracion de 40 ig/ml. Para el buen mantenimiento
de los cultivos en su forma de trofozoito se realizaron resiembras de medio de cultivo cada dos

s€manas.

4.1.2.- Cepas adquiridas del Culture Collection of Algae and Protozoa.

Las distintas cepas de Acanthamoeba adquiridas del CCAP fueron cultivadas y
mantenidas en su estadio de trofozoito empleando el medio PPG a 25° C. Para el mejor
manejo y observacion de las cepas estas se mantenian en botes de cultivo de fondo plano. En
este medio de cultivo se le anadid gentamicina, al igual que en el caso anterior a la
concentracion de 40 ig/ml. Para mantener los cultivos en fase logar itmica de crecimiento se

realizaron pases cada dos semanas.
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4.1.3.- Aislados de estuches portalentes.

Cada estuche portalente fue lavado con 250 ml de PBS. Este volumen fue filtrado al
vacio, empleando para ello filtros MILLIPORE® de 0’45 im de di 4metro de poro, para retener
asi los quistes y trofozoitos. Los filtros se sembraron de forma invertida sobre placas petri,
con agar no nutritivo al 2% en agua destilada estéril. Las placas se sellaron con parafilm y se
cultivaron a 25° C. Al cabo de 48 horas se retiraron los filtros y se afiadié una suspension de
E. coli, inactivados por calor, como nutrientes de las posibles amebas. Las placas fueron de
nuevo selladas y cultivadas de forma invertida. Cada 24 horas eran examinadas para
comprobar la presencia de amebas. Una vez identificadas, bajo un microscopio invertido, se
aislaron para cultivarlas independientemente. Para el cultivo de estos aislados en medios
liquidos, las acanthamoebas se cultivaron previamente en el medio de axenificacion, para
facilitar su acomodo y la eliminacion de contaminantes que pudieran traer en origen. A este
medio se le afadié previamente Gentamicina, a una concentracion de 80 mg/ml y un

antifungico como la 5-Fluorocitosina, a una concentracion de 4 pg/ml.
4.1.4.- Aislados de lentes de contacto.

Las lentes de contacto se lavan en PBS vy el liquido empleado se cultiva en placas de
agar al 2%. Simultaneamente las propias lentes también son cultivadas en las mismas
condiciones introduciéndolas en las placas de agar.

4.1.5.- Aislados de corneas.

Las muestras obtenidas de las corneas de pacientes con algun ojo afectado fueron
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obtenidas a partir de raspados en el epitelio ocular. Estos se introdujeron en agar blando (2
%o) y se les afiadi6 solucion de Page. En este medio se mantuvieron a 37° C durante siete dias.
Transcurrido este periodo se observa la placa y se comprueba si existe crecimiento de amebas

en el medio de cultivo. Si no aparecian amebas las placas eran desechadas.

4.1.6.- Aislado de ganglio linfatico.

Tras biopsia del ganglio linfatico, este material se resuspende en solucion salina

estéril y se cultiva en las mismas condiciones que los aislados del apartado 4.1.5.

4.1.7.- Aislado de pulmon.

Tras biopsia del pulmon, este material se resuspende en solucion salina estéril y se

cultiva en las mismas condiciones que los aislados de del apartado 3.1.5.

4.2.- Cultivo de Escherichia coli.

Los cultivos de las diferentes cepas de E. coli se realizan en LB liquido a 37° C, en
agitacion, o en placas de cultivo con LB-agar, en ambos medios se mantiene a 37° C durante
toda la noche.

En el caso de que las E. coli cultivadas estuvieran transformadas con los plasmido
pGEM-T al medio de cultivo se afiade Ampicilina a una concentracion de 100 pg/ml, para
evitar que crezcan bacterias que no contengan el plasmido que les confiere resistencia al

antibiotico.
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4.3.- Aislamiento y purificacion de acidos nucleicos.

El aislamiento de ADN se realizo empleando los siguientes protocolos de extraccion.

4.3.1.- Aislamiento de ADN gendmico de Acanthamoeba.

Para la purificacion del ADN gendémico se empleod el protocolo descrito por Medina-

Acosta y Cross en 1993 con algunas modificaciones:

1. Partir de una cantidad inicial de 10’-10® trofozoitos.

2. Centrifugar a 1000 xg durante 10 minutos.

3. Lavar con 1 ml de PBS. Centrifugar 1 ml del cultivo de parasitos a 3.000 xg durante 15
minutos a 4° C.

4. Retirar el sobrenadante y lavar dos veces con tampdén PBS estéril, para eliminar los
restos de medio de cultivo.

5. Retirar de nuevo el sobrenadante y afiadir al precipitado 700 ph de solucion de lisis
(EDTA 0’5 M; Sarcosyl 10 gr/l) y 0’25 mg/ml de proteinasa K. Incubar a 55° C durante
1 hora. Para romper todas las membranas del parasito y dejar asi su ADN libre.

6. Anadir un volumen de fenol y centrifugar a 4° C durante 10 minutos a 13.000 xg, para
eliminar los restos proteicos y lipidicos resultantes de la digestion celular.

7. Recuperar la fase acuosa, afiadir un volumen de la mezcla fenol-cloroformo-isoamilico
(25:24:1) y centrifugar a 4° C durante 10 minutos a 13.000 xg.

8. Realizar un ultimo lavado de la fase acuosa afadiendo un volumen de cloroformo-
isoamilico (24:1) y centrifugar en las mismas condiciones que en el paso anterior para

eliminar restos de fenol.
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10.

11.

12.

13.

Recuperar de nuevo la fase acuosa y precipitar el ADN extraido anadiendo un volumen
de isopropanol, frio, y 0’1 volumen de acetato de sodio 3 M. Para favorecer la
precipitacion, incubar la mezcla durante una hora a -80° C o toda la noche a -20° C.
Transcurrido ese tiempo centrifugar la muestra a 13.000 xg durante 10 minutos y
eliminar cuidadosamente el sobrenadante.

Anadir 1 volumen de etanol al 70%, frio, para eliminar los restos de sales precipitadas, y
centrifugar en las mismas condiciones que en el paso anterior.

Eliminar el sobrenadante y secar el precipitado en estufa a 37° C o en una centrifuga al
vacio. Resuspender el precipitado en un volumen de 50 pj de agua bidestilada estéril.
Anadir RNAsa (Boehringer Mannheim®) a una concentraciéon de 100 pg/ml e incubar
durante 1 hora a 37° C. Volver a purificar el ADN restante mediante fenol-cloroformo y

precipitar de la misma forma descrita en los apartados 11 y 12.

4.3.2.- Aislamiento de ADN plasmidico.

En los casos en que se necesitaba obtener alta concentracion de ADN plasmidico o

que este tuviese un alto grado de pureza se empled el kit “Quantum Prep Plasmid Miniprep”

de Bio-Rad” siguiendo las recomendaciones del fabricante. En el resto de los casos se empled

el kit “Flexiprep” de Pharmacia Biotech® siguiendo el protocolo recomendado por el

fabricante o las minipreps rapidas de litio cuyo protocolo se relata a continuacion:
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vigorosamente.

Anadir 200 pj de fenol- cloroformo.
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Agitar durante 5 minutos mediante “vortex”.

Centrifugar 2 minutos a 13000 xg.

Recoger 175 ph de la fase acuosa y afiadir 2 volimenes de etanol frio.
Centrifugar 5 minutos a 13000 xg.

Lavar con 1 ml de etanol absoluto a temperatura ambiente.

e

Eliminar el sobrenadante y secar el ADN en estufa a 37° C o en una centrifuga a vacio.

10. Resuspender el ADN plasmidico en 30 pj de agua bidestilada.

4.4.- Purificacion de productos amplificados por PCR.

4.4.1.- Purificacion desde geles de agarosa de bajo punto de fusion.

Estos geles se preparan con agarosa de bajo punto de fusion, low melting, a
concentraciones no superiores a 0’8 %, y se emplean para recuperar fragmentos de ADN
separados electroforéticamente. Una vez visualizado el fragmento de interés se corta el
segmento del gel que lo contiene. Posteriormente se disuelve en tampén TE, calentandolo en
un bafno a 65° C, para disolver la agarosa, y aislar al fragmento de ella, quedando asi
solubilizado en el tampon. Se deja enfriar a temperatura ambiente. La extraccion del
fragmento se realiza afiadiendo un volumen de fenol equilibrado a pH 8 con Tris-HC1 0’1 M,
mezclando y centrifugando a 13.000 xg a 4° C durante 10 minutos, separandose la fase
acuosa de la organica, quedando la agarosa en la interfase. La extraccién se continlia
siguiendo el protocolo ya expuesto para la extraccion de ADN en el apartado 3.2.1. Una vez
aislado, se precipita con dos voliimenes de etanol en presencia de acetato aménico o de cloruro
de litio y se lava con un volumen de etanol al 70 %, frio. El precipitado se seca y se disuelve

en 20 il de agua bidestilada est éril (Sambrook y col, 1989).
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4.4.2.- Purificacion desde geles de agarosa.

Para la elucion de fragmentos de ADN de tamafio especifico tras su separacion
electroforética a partir de geles de agarosa, se corta el segmento del gel que contiene el
fragmento a aislar, y para su aislamiento se emplea el kit comercial “Quiaex gel extraction
Kit” de Quiagen®. Este sistema permite extraer fragmentos de ADN de tamafios desde 0'04

hasta 50 kb mediante su unién a particulas de silica.

4.4.3.- Purificacion de productos de amplificacion por PCR directamente de la mezcla de

reaccion.

Para la purificacion de productos amplificados por PCR se emplea en kit comercial
“High Pure PCR Product Amplification” de Boehringer Mannheim®, siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

4.5.- Cuantificacion de acidos nucleicos.

Para cuantificar el ADN se utilizé el espectrofotometro “Gene Quant” (Pharmacia-
Biotech”). Se midi6 la absorbancia de las muestras a 260 nm, siendo al coeficiente de
extincién 50 (pgml)'cm” para ADN. Y el marcador de peso molecular “Weight-Marker 117
(Roche®) para comparar la intensidad del ADN con la intensidad de las distintas bandas del

marcador tras la realizacion de una electroforesis en un gel de agarosa al 0’8 %.
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4.6.- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Las reacciones de amplificacion mediante PCR se realizaron en los termocicladores

GeneAmp PCR System 9600 de Perkin-Elmer® y Linus Autocicler Plus.

- PCR desde colonias de E. coli aisladas de LB soélido en placas Petri: Para un volumen
final de reaccion de 25 ph se emplearon 12°5 picomoles de los cebadores T7 y M-13
Reverse, 1 colonia de E. coli y 0’25 unidades de Tag polimerasa. Los ciclos de
amplificacion empleados fueron: ciclo inicial de 3 minutos a 94° C; 40 ciclos de 1 minuto
2 92° C, 1 minuto a 50° C y 1’5 minutos a 72° C; y un ciclo final de 10 minutos a 72° C.

- PCR desde cultivo de E. coli en medio LB liquido: Las condiciones de PCR son iguales a
las anteriores pero la muestra utilizada es diferente. Para preparar la muestra se toman 50
m del cultivo y se incuban a 95° C durante 10 minutos para lisar las bacterias. A
continuacion se centrifugan durante 10 minutos. Se toma 1 pj del sobrenadante y se afiade
a la reaccion de PCR, empleando los mismos ciclos que en el apartado anterior.

- PCR desde plasmido: Las condiciones de PCR son iguales a las anteriores pero como
muestra se emplean 50 ng de plasmido recombinante.

- PCR con los cebadores SL y T7: Un volumen final de 25 pj de reaccion contiene 12°5
picomoles de cada cebador, 20 ng de ADN plasmidico y 0’25 unidades de Tag
polimerasa. Los ciclos de amplificacion empleados fueron: un ciclo inicial de 3 minutos a
94° C; 40 ciclos de 1 minuto a 92° C, 1 minuto a 50° C y 1’5 minutos a 72° C; y un ciclo
final de 10 minutos a 72° C.

- PCR con las parejas de cebadores Acan-1, AA-2, AD-1 y AP-5: Para un volumen final de
50 nh se utilizaron 50 picomoles de cada cebador, 10 ng de ADN de Acanthamoeba y

0’25 unidades de Tag polimerasa. Los ciclos de amplificacion utilizados fueron: un ciclo
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inicial de 3 minutos a 94° C; 30 ciclos de 1 minuto a 94° C, 1 minuto a la temperatura de
anillamiento de cada una de las parejas de cebadores y 1°5 minutos a 72° C; y un ciclo
final de 10 minutos a 72° C.

- Las condiciones de amplificacion para la secuenciacion fueron las siguientes: un ciclo
inicial 2 minutos a 95° C; 25 ciclos de 36 segundos a 95° C, 36 segundos a la temperatura

de anillamiento del cebador y 84 segundos a 72° C; y un ciclo final de 10 minutos a 72° C.

Para emplear la técnica de RAPD se optimizaron las condiciones de amplificacion. Se
trabajo con distintas condiciones de reaccion, dependiendo de los cebadores y de la muestra
utilizada. La concentracion del tampon de reaccion y de los nucledtidos empleados fue

siempre la misma, siendo de 1X y 200 M de cada nucleotido, respectivamente.

- RAPD: Para un volumen final de 30 pj de reaccion se emplearon 20 picomoles de cebador
OPC u OPD, 0’1, 1 y 10 ng de ADN de Acanthamoeba y 0’25 unidades de Tag
polimerasa y 1’5 mM de C,Mg. Los ciclos de amplificacion empleados fueron: un ciclo
inicial de 2 minutos a 94° C; 40 ciclos de 1 minuto a 94° C, 1 minuto a 54° C y 1 minuto

a 72° C; y un ciclo final de 7 minutos a 72° C.
4.7.- Electroforesis de acidos nucleicos.
Para el analisis de los acidos nucléicos aislados y de los amplificados se emplearon

soportes de agarosa. Para la secuenciacion de los fragmentos clonados se emplearos geles de

poliacrilamida.
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4.7.1.- Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

La agarosa es un polimero lineal formado por la repeticion de unidades de p(1-3)
Galactosil-g-(1-4)-(3, 6 anhidro) galactosa de elevada longitud, que forma una estructura
rigida con poros, cuyo tamaiio va a depender de la concentracion de la agarosa.

Los fragmentos de ADN amplificados por PCR, fueron separados mediante
electroforesis en geles de agarosa, sumergidos en tampon TAE 1 X, utilizando cubetas
submarinas de desarrollo horizontal bajo una diferencia de potencial de 5V/cm. Los
porcentajes de agarosa empleados en la elaboracion de los geles oscilaron entre el 0’8 y 2 %
en tampon TAE, dependiendo del tamafio de los fragmentos de ADN a separar. Las muestras
se prepararon afiadiendo 1 il de tamp én de carga para ADN por cada 6 ph de muestra de
ADN. Para la visualizacion del ADN se afiadid al gel 0’2 pg/ml de Bromuro de Etidio y se
observé a través de un transiluminador de luz ultravioleta a una longitud de onda de 366 nm.

La documentacion fotografica se obtuvo mediante el Gel Printer Mitsubishi P-90.

4.7.2.- Electroforesis en geles de poliacrilamida y urea.

El gel de poliacrilamida es un enrejado tridimensional de fibras lineales de acrilamida
unidas por puntos de cruce consistentes en moléculas de bisacrilamida. El tamafio de los poros
del gel depende principalmente de la concentracion de acrilamida que contenga y de ello va a
depender el efecto de tamizado que van a sufrir la moléculas al avanzar durante la
electroforesis. Son geles de alto poder resolutivo que permiten distinguir entre fragmentos de
ADN que difieren en una sola base por lo que estos geles se utilizaron para la secuenciacion.

Los geles desnaturalizantes de poliacrilamida y urea fueron preparados a partir del

Ready mix Grado-ALF de Pharmacia Biotech® cuya composicion es: acrilamida-bis 6 %, urea
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7 M, TBE 1 X, temed y 450 il de persulfato am 6nico al 10 %. El tampon utilizado en la
reaccion es TBE 0’6 X.

La electroforesis y el posterior analisis de los datos se realizdo en un secuenciador
automatico ALF-Express (Automated Laser Fluorescent-Express)de Pharmacia Biotech® que
consta de un sistema de electroforesis y de deteccion por laser-fluorescencia y un ordenador
externo con un Software AM V 3.0 para el control del proceso y almacenaje de los datos.

Los fragmentos de ADN que migran a través del gel han de estar marcados con un
cromoforo fluorescente para poder ser excitados por el laser y asi poder ser captada su sefal
por los fotodetectores que se encuentran detras del gel.

Las muestras se preparan afiadiendo 4 il de tamp 6n de carga a 6 il de muestra. La
mezcla se incuban a 95° C, 5 minutos, para desnaturalizar las moléculas de ADN y se colocan

en hielo, para evitar su renaturalizacion y se cargan de esta forma en el gel.

4.8.- Inmovilizacion de acidos nucléicos.

4.8.1.- Southern blot.

Para la hibridacion con sondas especificas, los fragmentos de ADN amplificados por
PCR vy separados electroforéticamente en geles de agarosa, son transportados mediante una
transferencia alcalina descendente, a membranas de nylon cargadas positivamente (Nylon
membranes positively charged, Boehringer Mannheim®) segiin el método de transferencia
alcalina de ADN, donde quedan retenidos o inmovilizados. para su posterior hibridacion con
las sondas especificas disefiadas (Sambrook y col, 1989).

Para poder realizar esta transferencia, el ADN tiene que ser previamente

desnaturalizado para lo que se sumerge el gel donde se ha realizado la electroforesis, durante
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15 minutos, en una solucion de NaOH 0’5 M y NaCl 1’5 M. Una vez transcurrido este tiempo
se coloca el gel sobre la membrana de nylon y se hace pasar a los fragmentos de ADN
empleando un flujo constante de NaOH 0’4 M, que se emplea como tampon de transferencia.
Para crear este flujo se crea una torre con trozos de papel de filtro secos del mismo tamafio
que el gel y de unos dos o tres centimetros de altura sobre los que se coloca cinco papeles de
Whatman 3MM, de las mismas dimensiones que los anteriores, los cuatro inferiores secos y el
superior humedecido con tampoén de transferencia. Sobre éste se coloca la membrana de nylon
cargada positivamente, también impregnada con el tampon de transferencia. Sobre esta
membrana se coloca el gel de agarosa ya tratado con la solucion desnaturalizante. Para evitar
que el tampon fluya por fuera de la membrana y no pase a través de ella, se enmarca al gel
sobre la membrana con unas tiras de plastico. Sobre el gel se colocan otros tres papeles
Whatman 3MM también mojados en el tampon de transferencia. Por ultimo se coloca un
puente de papel Whatman 3MM que conecta a un recipiente que contenga el tampdn de
transferencia, con la parte superior de la torre, lo que va a permitir el flujo constante de NaOH
0’4 N a través del gel hacia la membrana de nylon. La parte superior de la torre se cubre con
un papel plastico que va a evitar que se evapore el tampon antes de terminar su transferencia y
se pone un pequeiio peso encima para que haya un contacto mas intimo entre los componentes.

Tras una hora de transferencia el tampon habra atravesado al gel y la membrana,
arrastrando a los fragmentos de ADN desde el gel quedando retenidos en la membrana. Se
retiran todos los papeles y se lava la membrana con SSC 2X durante 3 minutos y el ADN se
fija mediante exposicion durante 3 minutos a la luz ultravioleta en un transiluminador.

Si el ADN a transferir es de gran tamaiio, antes de la transferencia se sumerge el gel
en HCI 0°25 N durante 30 minutos, en suave agitacion, con la finalidad de depurinarlo y asi
facilitar la transferencia, posteriormente el gel se neutraliza sumergiéndolo en NaOH 0’4 N

durante 20 minutos y a continuacion se realiza la transferencia como se explicod anteriormente.
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En el caso de transferencia de productos de bajo peso molecular, como son los productos
amplificados por PCR o los productos de la digestion de un plasmido no son necesarios los

pasos de depurinacion con acido clorhidrico ni de neutralizacion.
4.8.2.- Dot blot.

En el desarrollo de esta técnica el ADN es fijado directamente a la membrana de
nylon sin necesidad de realizar electroforesis y transferencias previas, segun el protocolo que
€s expone a continuacion:

1. Incubar a 94° C 1 pg de ADN de Acanthamoeba, durante 10 minutos.

2. Colocar en hielo para evitar la renaturalizacion.

3. Anadir una gota de ADN sobre la membrana de nylon y esperar a su secado.
4. Exponer la membrana mediante durante 3 minutos a luz ultravioleta.
5

. Esta membrana es hibridada posteriormente como se indica en el apartado 4.10.
4.9.- Marcaje de sondas.
4.9.1.- Marcaje de sondas con digoxigenina empleando 7aq polymerasa.

El marcaje de sondas con digoxigenina mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa, se realizo utilizando una mezcla de nucledtidos en la que uno de ellos esta
marcado con digoxigenina. Las condiciones de la reaccion son las siguientes: Para un volumen
final de 50 ph de reaccion se utilizo 100 iM de dATP, dCTP, dGTP y dTTP y 35 iM de
dUTP marcado con digoxigenina, tampon de PCR 1X, 5 picomoles de cada cebador, 1’5
unidades de Tag polimerasa y 10 ng de ADN muestra. Los ciclos de PCR utilizados fueron:
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un ciclo inicial de 2 minutos a 95° C; 35 ciclos de 1 minuto 95° C, 1 minuto a la temperatura
de anillamiento de los cebadores y 1 minuto a 72° C; con un ciclo final de 10 minutos a 72° C.
El producto obtenido se sometio a electroforesis en geles de agarosa y purificado

mediante el Quiaex gel extraction kit de Quiagen.

4.9.2.- Marcaje de sondas con digoxigenina empleando Klenow.

Esta técnica consiste en marcar fragmentos de ADN con Digoxigenina-11-2', 3'-
dideoxiuridin-5'-trifosfato (Dig-11-dUTP), para ser utilizados en posteriores ensayos de
hibridacion. Este proceso se lleva a cabo utilizando la actividad polimerasa 5°-3” de la enzima
Klenow, que hace copias a partir del extremo 3’ de cebadores hexanucleotidos inespecificos,
unidos previamente al fragmento de ADN, incorporando los nucleétidos A, G, C, T y Dig-11-
dUTP a lo largo del fragmento.

El rendimiento del marcaje de las sondas se comprobd antes de su uso en los ensayos
de hibridacion. Para ello se prepararon diluciones seriadas de la sonda elaborada con
concentraciones de 10 picog/mha 10 fentog/ph y a continuacion se cuantifico. Se anadidé una
gota de cada una de las diluciones sobre una membrana de nylon cargada positivamente, se
fijo el ADN a ella irradiando con luz UV durante tres minutos y se realizé el proceso de
deteccion inmunologica descrito en el apartado 4.12, para comprobar asi la eficacia del

marcaje.

4.10.- Hibridacion ADN:ADN con sondas marcadas con digoxigenina.

1. Prehibridar la membrana en solucion de prehibridacion durante 1 hora a 68° C.

2. Disolver la sonda marcada en tampdén de prehibridacion e incubarla durante 10
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minutos a 95° C para su desnaturalizacion. La concentracion optima de sonda en la

mezcla de hibridacion debia de ser entre 10-100 ng de ADN marcado por ml.

3. Hibridar la membrana con la sonda de 8 a 12 horas, a 68° C.
4. Lavar la membrana la mezcla SSC 2X-SDS 0’1 % dos veces durante 5 minutos a
temperatura ambiente.
5. Lavar la membrana con SSC 0°1X-SDS 0’1 % dos veces durante 5 minutos a 68° C.
De esta forma ya se tiene a la membrana preparada para la deteccion inmunoldgica
del producto hibridado.

4.11.- Deteccion inmunologica del producto hibridado.

Este sistema de revelado se realiza utilizando anticuerpos anti-digoxigenina

conjugados con fosfatasa alcalina. Todos los pasos del protocolo se realizan a temperatura

ambiente y en agitacion suave.

1.
2.

N » s
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Lavar los filtros durante 2 minutos con 20 ml. de tamp6n 1 y Tween 20, 0.3 % (w/v).
Incubar las membranas durante 30 minutos en 20 ml. de tampdn 2.

Realizar una dilucién 1:5000 del anticuerpo anti-digoxigenina conjugada con
fosfatasa alcalina en 20 ml. de tamp6n 2.

Incubar los filtros durante 30 minutos con 20 ml. de solucién de anticuerpos diluidos.
Lavar 2 veces los filtros durante 15 minutos con 20 ml. de tampén 1.

Equilibrar las membranas durante 2 minutos con 20 ml. de tampén 3.

Incubar las membranas con la solucion de substratos cromogénicos hasta la aparicion

de un precipitado de color.
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4.12.- Ligacioén.

El producto de amplificacion obtenido mediante RAPD es purificado, bien a partir de
la mezcla de reaccion de la amplificacion o tras una electroforesis, seleccionando los
fragmentos amplificados a clonar.

Para la ligacion de estos productos amplificados se empled el vector pGEM-T Easy,
debido a que es un sistema que presenta muchas ventajas para el clonaje de productos de
PCR. Este vector presenta en su sitio de insercion residuos de timina en cada uno de los
extremos 3’ terminales. Los productos amplificados mediante PCR como resultado de la
actuacion de la enzima Taqg polimerasa presentan en sus extremos 3’ residuos de adenina. Esto
facilita la ligacion del producto amplificado con el vector. El clonaje en este vector se realiza

segtin el protocolo recomendado por el fabricante (Promega®™).

4.13. Transformacion de ADN de Acanthamoeba en E. coli.

Los productos de la reaccion de clonaje se utilizaron para transformar células

competentes.

4.13.1- Preparacion de E. coli competentes.

El protocolo seguido fue el siguiente:
1. Inocular 1-2 ml de un cultivo de E. coli en 100 ml de medio LB.
Incubar a 37° C hasta que las células alcancen una densidad optica a 550 nm de 0’6.

Enfriar en hielo 10 minutos.

Rl

Transferir las células a un tubo de centrifuga y centrifugar a 10.000 xg durante 5
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minutos, a 4° C.

5. Eliminar el sobrenadante y resuspender las células en un volumen de Cloruro de
Calcio 100 mM, previamente enfriado en hielo.

6. Centrifugar a 5.000 xg durante 5 minutos a 4° C.

7. Afadir medio volumen de Cloruro de Calcio 100 mM. Resuspender violentamente y
dejar en hielo.

8. Centrifugar a 5.000 xg durante 5 minutos a 4° C.

9. Resuspender en 10 ml de Cloruro de Calcio 100 mM.

10. Para almacenar las células se afiade el 20 % de glicerol y se guardan a -20° C.

4.13.2.- Transformacion de células bacterianas competentes.

Las células competentes transformadas fueron las cepas XL1-Blue y XL2-Blue,
preparada por nosotros y la cepa JM109 competente, de Promega®, empleadas ambas para
transformar con el vector pPGEM-T Easy. La transformacion de las células competentes con la
mezcla de ligacion se realizd mediante el siguiente protocolo:

Partir de 200 p} de bacterias competentes y cantidades de plasmidico entre 1-50 ng.

1. Mantener estas diluciones en hielo durante 30 minutos.

2. Someter a las diluciones a un choque térmico consistente en someterlas a 42° C
durante 2 minutos y luego enfriarlas nuevamente en hielo durante 10 minutos.

3. Anadir 300 ph de medio LB no selectivo e incubar durante 1 hora a 37° C con
agitacion para permitir la recuperacion de las bacterias.

4, Extender 100 il del cultivo en placas de LB-agar con ampicilina. Incubar las

placas a 37° C durante toda la noche.
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4.13.3.- Seleccion de los clones recombinantes de E. coli.

La seleccion de los clones recombinantes se realizO segin dos caracteristicas

presentes en los vectores empleados en la transformacion:

- Los vectores contienen un gen que les confiere resistencia a la ampicilina. El medio se
elabora con este antibiotico. Las células que crecen son las que contienen el vector.

- Estos plasmidos contienen el gen de la p-galactosidasa de E. coli. En el medio de cultivo
se le afiade el cromogeno X-gal, ademas de IPTG que actua como inductor de este gen. Si
el plasmido contiene el inserto, se altera la pauta de lectura del gen, ya que el sitio de
insercion esta dentro de ésta, y las colonias aparecen de color blanco, de lo contrario las

colonias aparecen de color azul.

4.13.4.- Analisis de los tamafios de los fragmentos clonados.

Para conocer el tamafio de los insertos introducidos en el vector, éste se amplifico
utilizando los cebadores presentes en el plasmido, el M13-40-Forward y el M 13-Reverse, que
flanquean la zona de insercion. Estas reacciones de PCR se llevaron a cabo sin realizar una
extraccion previa de ADN del plasmido, sino que se emplearon directamente las colonias de E.
coli como ADN molde. En el primer paso de amplificacion de la PCR, en la desnaturalizacion
previa a 94° C, es donde las bacterias se lisan y el ADN que contienen se libera al medio de
reaccion. De esta forma se obtuvo el ADN del plasmido como molde necesario para la
reaccion de PCR. Asi se agilizo el proceso de verificacion de los tamafios de los insertos y se
posibilito el analisis de un mimero elevado de muestras. Las colonias seleccionadas se picaron

de la placa de siembra con un palillo estéril y se introdujeron directamente en la mezcla de
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reaccion de PCR, o bien se resembraron en medio LB liquido, amplificando a partir de una
alicuota de este cultivo ya crecido. La ventaja que presentd este ultimo proceso, frente a la
pica de colonias es que los clones seleccionados ya los tenemos aislados y listos para ser
utilizados en posteriores ensayos, mientras que los que se procesaron con el método de pica
hay que volverlos a retomar de la placa y resembrarlos. En este caso nos podiamos encontrar
con que las colonias estuviesen deterioradas, contaminadas o que en la pica inicial la

hubiésemos retirado completamente (Comes y col. 1997).

4.14.- Secuenciacion de ADN.

La secuenciacion del ADN se realizd segin el método descrito por Sanger y col.
(1977) a través de una reaccion de PCR utilizando los componentes del ALF-express
AutoCycle Sequencing Kit de Pharmacia Biotech” y siguiendo las recomendaciones del
fabricante.

La cantidad de ADN plasmidico utilizada fue de 2 pg y 2.5 U de Tag ADN
polimerasa (Pharmacia Biotech®). Las reacciones de secuenciacién se llevaron a cabo en un
termociclador modelo GeneAmp 9600 Perkin Elmer® . La electroforesis se realizo en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. La electroforesis y el posterior analisis de los
resultados se realizd en un secuenciador automatico ALF-express DNA Sequencer de
Pharmacia Biotech”. Las condiciones de electroforesis fueron: 1500 V, 60 mA, 25 Wy 57° C.
La visualizacion de los productos y el de los resultados se realiza mediante el programa

informatico A. M. Evaluation v. 3.1.
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4.15.- Diseiio de cebadores a partir de los fragmentos seleccionados.

Una vez conocida la secuencia y especificidad de los fragmentos aislados se disefiaron
los cebadores. Para ello, se empled el programa informatico Gene-Runer 3.05, donde se
restringieron los siguientes pardmetros: una longitud de 18 a 22 nucledtidos, con una
proporcion de Guaninas y Citocinas entre el 35 y el 60% y una temperatura de anillamiento
teorica entre 40 y 65° C. También se asegurd que no formaran estructuras en horquilla ni
dimeros, tanto entre ambos cebadores como consigo mismo.

Para ajustar la temperatura de anillamiento reales para cada pareja de cebadores se
probaron temperaturas a partir de 15° C por debajo de la temperatura de anillamiento tedrica
y por encima de ésta hasta una temperatura maxima de 72° C.

Las condiciones estandar de la reaccion que se establecieron fueron: 10 ng de ADN
genodmico, extraido de trofozoitos de Acanthamoeba, 50 picomoles de cada uno de los
cebadores y un tampoén de PCR (Perking Elmer) con una concentracion de MgCl, de 1,5 mM

y 0,25 U de Taq polimerasa (Perking Elmer).
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5.- RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1.- Patrones genéticos obtenidos con los diferentes cebadores RAPD.

Las caracteristicas que presenta la técnica de RAPD para analizar patrones genéticos
de diferentes especies se ha aplicado para el analisis de las distintas cepas de Acanthamoeba
incluidas en este trabajo. Se probaron un total de 40 cebadores de las series OPC y OPD. Los
resultados obtenidos fueron diversos; se seleccionaron los cebadores que eran capaces de
amplificar simultaneamente todas las cepas incluidas en el estudio y asi poder emplear esta
técnica como método de eleccion para la identificacion genética. Los patrones obtenidos para
cada uno de los cebadores fueron analizados en geles de agarosa al 2 %. Se desecharon los
cebadores que no presentaron amplificacion con alguna de las cepas, ya que con €stos no se
podia comparar los patrones entre las distintas especies.

Tras proceder al ensayo con todos y cada uno de los cebadores RAPD, se observo
que con los incluidos dentro del grupo OPC con las numeraciones OPC-14, OPC-15, OPC-
18 y OPC-20, se obtenian bandas de amplificacion con cada una de las cepas ensayadas. Asi
mismo y por el mismo motivo, se seleccionaron también los cebadores OPD-1, OPD-3,
OPD-6 y OPD-19.

Los tamafios de los fragmentos amplificados con cada uno de los cebadores se
muestran el la tablas 8 y 9. En las figuras 18, 19, 20 y 21, se pueden observar los
amplificados a los que se hace referencia en dicha tabla, donde se pueden comparar los

patrones de amplificacion.
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Tabla 8: Tamarfios observados en las amplificaciones con los cebadores RAPD OPC-14, OPC-15,
OPC-18 y OPC- 20.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

1000 pb

1000 pb —=

Figura 18:

A) Amplificacion obtenida con el cebador OPC-14.

B) Amplificacion obtenida con el cebador OPC-15.

1 Patrén de peso molecular 100 pb, 2 A. astronyxis (30137), 3 A. astronyxis (30901), 4 A. castellanii
(30010), 5§ 4. castellanii (50492), 6 A. divionensis (50238), 7 A. divionensis (50251), 8 A. polyphaga
(30461), 9 A. polyphaga (50495).
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800 pb ——>

800 pb —»

Figura 19:

A) Amplificacion obtenida con el cebador OPC-20.

B) Amplificacion obtenida con el cebador OPC-18.

1 Patréon de peso molecular 100 pb, 2 A. astronyxis (30137), 3 A. astronyxis (30901), 4 A. castellanii
(30010), 5 A. castellanii (50492), 6 A. divionensis (50238), 7 A. divionensis (50251), 8 A. polyphaga
(30461), 9 4. polyphaga (50495).
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A. astronyxis A. castellanii A. divionensis A. polyphaga

Tabla 9: Tamafios observados en las amplificaciones con los cebadores RAPD OPD-1, OPD-3, OPD-6
y OPD-19.
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1000 pb ——»

<—— 1000 pb

Figura 20:
A) Amplificacion obtenida con el cebador OPD-1. 1 Patrén de peso molecular 100 pb, 2 A. astronyxis

(30137), 3 A. astronyxis (30901), 4 A. castellanii (30010), S A. castellanii (50492), 6 A. divionensis
(50238), 7 4. divionensis (50251), 8 A. polyphaga (30461), 9 A. polyphaga (50495).

B) Amplificacion obtenida con el cebador OPD-3. 1 A. astronyxis (30137), 2 A. astronyxis (30901), 3
A. castellanii (30010), 4 A. castellanii (50492), 5 A. divionensis (50238), 6 A. divionensis (50251), 7 A.
polyphaga (30461), 8 A. polyphaga (50495), 9 Patrén de peso molecular 100 pb.
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1000pb  —

Figura 21:

A) Amplificacion obtenida con el cebador OPD-6.

B) Amplificacion obtenida con el cebador OPD-19.

1 Patréon de peso molecular 100 pb, 2 A. astronyxis (30137), 3 A. astronyxis (30901), 4 A. castellanii
(30010), 5 A. castellanii (50492), 6 A. divionensis (50238), 7 A. divionensis (50251), 8 A. polyphaga
(30461), 9 4. polyphaga (50495).
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5.2.- Analisis de los patrones de amplificaciéon RAPD.

En el analisis de los patrones de amplificacion podemos observar como con alguno
de los cebadores y con determinadas especies, se presentaron patrones de bandas que nos

permitian caracterizarlas.

5.2.1.- Patrones obtenidos con el cebador OPC-14.

En el producto de amplificacion se puede ver que las cepas de A. divionensis
presentan un patrén caracteristico, con una banda a la altura de 400 pb, que nos permitio
caracterizar a esta especie y diferenciarla del resto. La cepa 50238 de 4. divionensis presenta
ademas una banda de menor intensidad a la altura de 1700 pb. En las cepas de 4. astronyxis
se observa una banda comun a la altura de 1050 pb; el resto del bandeado de estas cepas no
presenta ninguna similitud. En los amplificados de las cepas de A. castellanii y de A.
polyphaga no hay repetitividad, y por tanto no se puede establecer un patréon que permita

caracterizarlas (Figura 18-A; Tabla 8).

5.2.2.- Patrones obtenidos con el cebador OPC-15.

Cuando se amplifica con este cebador, se observa que las cepas de A. divionensis
presentan un patrén de amplificacion repetitivo con una banda caracteristica de alta
intensidad a la altura de 2800 pb. Las cepas de A. astromyxis comparten una banda de
amplificacion de alta intensidad a la altura de 1400 pb, aunque el resto de las bandas no
guardaran ninguna similitud. Los patrones de amplificacion de 4. castellanii no son
repetitivos y las cepas de A. polyphaga, aunque no presentan un patréon de bandas repetitivo,

comparten una banda de amplificacion a la altura de 2500 pb (Figura 18-B; Tabla 8).
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5.2.3.- Patrones obtenidos con el cebador OPC-18.

Con el empleo de este cebador, las cepas ensayadas presentan una patron de
amplificacion comun, que se caracteriza por la presencia de una unica banda de

amplificacion a la altura de 600 pb (Figura 19-A; Tabla 8).

5.2.4.- Patrones obtenidos con el cebador OPC-20.

Las cepas de A. polyphaga presentan un patron de amplificacion idéntico donde
aparecian unas bandas de mayor intensidad de 1600, 1000, 800, 450 y 300 pb,
respectivamente, y donde ademas, existe similitud en otras de menor intensidad que se
encuentran a 1400, 1300, 1150, 700 y 550 pb. Las cepas de A. astronyxis presentan dos
bandas de amplificacion caracteristicas de 680 y 600 pb, respectivamente. Ademas, la cepa
30137 presenta un serie de bandas de amplificacion adicionales de 1000, 850, 400 y 300 pb.
En las cepas de A. castellanii y A. divionensis, no se observa un patron de bandas

caracteristico que nos permita caracterizarlas (Figura 19-B; Tabla 8).

5.2.5.- Patrones obtenidos con el cebador OPD-1.

En el producto de amplificacion obtenido con este cebador, las cepas de A.
divionensis presentan un patron repetitivo con un grupo de bandas comunes de mayor
intensidad a la altura de 850, 950 y 1100 pb y otra, de menor tamafio ¢ intensidad, a 700 pb;
la cepa 50238 de A. divionensis amplifico una banda adicional a la altura de 600 pb. Las
cepas de A. astronyxis presentan tres bandas comunes de 820, 780 y 480 pb, ademaés de otras
que no tienen ninguna similitud entre las cepas. Las cepas de A. castellanii y de A.

polyphaga, no presentan ningun patron caracteristico (Figura 20-A; Tabla 9).
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5.2.6.- Patrones obtenidos con el cebador OPD-3.

Con este cebador, no se consigui6 ningun patron de amplificacion caracteristico que
nos permita establecer unos criterios de diferenciacion entre las cepas estudiadas (Figura 20-

B; Tabla 9).

5.2.7.- Patrones obtenidos con el cebador OPD-6.

En este caso, al igual que con el cebador OPD-3, no se establecidé ninglin patron de
amplificacidon caracteristico que nos permita diferenciar entre las cepas del estudio (Figura

21-A; Tabla 9).

5.2.8.- Patrones obtenidos con el cebador OPD-19.

El producto de amplificacion obtenido con este cebador, muestra una serie de bandas
de amplificacion donde las cepas de 4. divionensis presentan un patron de amplificacion
caracteristico con una seriec de bandas comunes a 2100, 1900, 1200 y 900 pb,
respectivamente. En el caso de las cepas de A. astronyxis, aunque comparten una banda a la
altura de 2300 pb, en el resto de sus amplificados no hay bandas comunes. Los patrones de
amplificacion de las cepas de A. castellanii y A. polyphaga no se mantienen constantes

(Figura 21-B; Tabla 9).

5.3.- Resultados de los patrones obtenidos con las amplificaciones con los diferentes

cebadores RAPD.

En las amplificaciones obtenidas con los diferentes cebadores podemos observar

que, si por un lado no se encontrdé un unico cebador RAPD que sirviese para identificar y
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diferenciar a todas las especies, si comprobamos que con algunos de ellos se obtenian bandas
de amplificacion comunes entre las cepas de determinadas especies, tal como sucedié con la
especie A. divionensis y los cebadores OPC-14, OPC-15, OPD-19, con la especie A.
astronyxis y los cebadores OPC-14, OPC-20 y OPD-1 y con la especie A. polyphaga y el
cebador OPC-20. Con las cepas de A. castellanii empleadas y con los cebadores RAPD
ensayados no se observo ningln patréon de amplificacion comun entre ellas.

Los resultados obtenidos con el conjunto de los cebadores RAPD nos revelan una
enorme variabilidad dentro de las cepas de Acanthamoeba estudiadas. Esta ya habia sido
descrita anteriormente en trabajos realizados con RFLP con ADN gendémico para dilucidar
las relaciones intragénicas y probar la exactitud del esquema de clasificacion morfoldgica de
Acanthamoeba, que habian demostrado que diversos subgrupos no coincidian con las
clasificaciones designadas hasta la fecha. Con estos analisis se a detectado una enorme
variedad, dentro de las distintas cepas de las especies de Acanthamoeba (De Jonckheere,
1983, Daggett y col., 1985; Costas & Griffiths, 1986). Estos andlisis, no solo mostraron una
gran divergencia entre especies relacionadas sino que, también, se detectaron coincidencias
entre acanthamoebas de grupos diferentes (Moura y col., 1992).

Estudios realizados con RFLP para el ADN mitocondrial (mtRFLP) probaron la
existencia de un amplio grado de diversidad entre las cepas de los grupos II y III,
especialmente, entre las especies A. castellanii y A. polyphaga (Yagita & Endo, 1990). Esta
diversidad también se puso de manifiesto mediante el estudio realizado por Stothard y
colaboradores en 1998, donde se combinaron los resultados de Yagita y Endo, con un
estudio de homologia de secuencias de los genes del ARN ribosomico 18S (Rns),
encontrando que el grupo morfologico I tenia tanta divergencia que, probablemente,
representa a uno o mas géneros. Esta variabilidad se intent6 justificar mediante una btisqueda
de alelos multiples, que apoyasen la heterogeneidad existente entre las especies de este
grupo. Y comprobaron que, aunque existe un gran numero de copias de los genes del Rns

(Byers, 1986; Byers y col., 1990) en cada una las cepas que se estudid, sélo se encontr6 un
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alelo. Ello indicaba que, si hubiera varios alelos, existiria uno predominante sobre los otros y
que este seria el que normalmente se estuviese amplificando en la secuenciacion y seria el
que se estuviese identificando (Stothard y col., 1998). Este podria ser uno de los problemas
que se presentan, a la hora de la construccion de los arboles filogenéticos, ya que no se puede
determinar qué alelos predominantes de las diferentes amebas son homdlogos (Alves y col.,
2000).

En la actualidad, se han realizando estudios filogenéticos basados en el anélisis
mediante PCR-RFLP del gen de la subunidad pequefia mitocondrial del ARN ribosomal, que
ofrece la ventaja de no presentar intrones que puedan distorsionar los andlisis filogenéticos.
Se plantea que, dentro del grupo morfolégico II, algunas cepas, como la cepa Chang de A.
castellanii, presenta el mismo patrén que la cepa BH-2, que es la cepa tipo de A. hatchetti,
que las cepas de A. divionensis AA-1 y AA-2, clasificadas morfoldégicamente por sus
descubridores, Pussard & Ponds en 1977, como cepas distintas, presentan idénticos patrones
con todas las enzimas empleadas, ademas de mostrar gran similitud con A. quina y A.
castellanii Ma; y que, en el caso de las especies 4. astronyxis y A. tubiashi, se observo que
presentaban cierta divergencia con respecto al resto de las especies estudiadas. Todo ello
podria ser debido a diferencias en la tasa de evolucion entre genes nucleares y
mitocondriales (Yu y col., 1999). De ahi que, las especies 4. divionensis y A. astronyxis,

presentasen patrones repetitivos y caracteristicos con un mayor nimero de cebadores RAPD.

5.4.- Purificacion de los productos amplificados mediante RAPD de las distintas

especies de Acanthamoeba.
Se seleccionaron los productos amplificados de Acanthamoeba caracteristicos para

A. divionensis obtenidos con el cebador OPC-14 y de A4. astronyxis y A. polyphaga obtenidos

con el cebador OPC-20, debido a que presentaban fragmentos de amplificacion entre 400 y
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1000 pb, tamafio idoneo para ser secuenciados completamente, dadas las disponibilidades
técnicas de nuestro laboratorio.

Los amplificados fueron purificados directamente de la mezcla de reaccion de PCR
empleando el High Pure PCR Product Purification Kit. Estos se ligaron en el vector de
clonaje p-GEM-T Easy, para la posterior transformacion de cepas de E. coli competentes. Se
descarto la purificacion a partir de geles de agarosa, debido a que con este método no se

asegura el aislamiento individualizado de cada una de las bandas.

5.5.- Analisis de los tamafios de los fragmentos clonados.

Para conocer el tamafio de los insertos introducidos en el vector, éste se amplifico
utilizando los cebadores presentes en el plasmido, el M13-40-Forward y el M 13-Reverse,
que flanquean al lugar de insercion, empleando directamente las colonias de E. coli como

ADN molde. (Comes y col. 1997).

5.5.1.- Analisis de los fragmentos clonados de la cepa 50238 de A. divionensis.

El amplificado de la cepa de 4. divionensis 50238, obtenido con el cebador OPC-14,
fue el elegido para su purificacion e insercion en el vector y posterior transformacion en el
interior de bacterias E. coli competentes. En este caso, se obtuvieron seis clones y tras
amplificar las colonias aisladas con los cebadores del plasmido, se observo que cinco de ellas
presentaron inserto, aparentemente del mismo tamafio, a la altura de 580 pb y que la colonia
restante amplificaba una banda a la altura de 220 pb al no poseer ningun inserto en su

interior (Figura N° 22).
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<— 580 pb

Figura 22: Amplificacion los fragmentos de A. divionensis insertados en el vector de clonaje pGEM-T.
1 Clon AD-1 580 pb, 2 Clon AD-2 580 pb,. 3 Clon AD-3 sin inserto. 4 Clon AD-4 580 pb, 5 Clon AD-
5 580 pb, 6 Clon AD-6 580 pb.

5.5.2.- Analisis de los fragmentos clonados de la cepa 30901 de A. astronyxis.

Se selecciono el amplificado de la cepa 30901, obtenido con el cebador OPC-20,
para su insercion en el vector. Se eligio esta cepa y no la 30137 por visualizarse en la
electroforesis del amplificado menor cantidad de bandas acompafiando a las dos bandas
consideradas como caracteristicas de la especie (Figura 19-B). Se obtuvieron clones de dos

tamarios distintos, cuatro a la altura de 700 pb y uno a la de 830 pb (Figura 23).

830 pb  ——p FE

<—— 700 pb

Figura 23: Amplificacion los fragmentos de 4. astronyxis insertados en el vector de clonaje pGEM-T.
1 Clon AA-1 830 pb, 2 Clon AA-2 700 pb, 3 Clon AA-3 700 pb, 4 Clon AA-4 700 pb, 5 Clon AA-5
700 pb.

94



Resultados y Discusion

5.5.3.- Analisis de los fragmentos clonados de la cepa 30461 de A. polyphaga.

El amplificado de la cepa 30461 de 4. polyphaga obtenido con el cebador OPC-20
fue el elegido para su purificacion e insercion en el vector y posterior transformacion en el
interior de E. coli competentes. En este caso, se obtuvieron siete clones y tras amplificar las
colonias aisladas con los cebadores del plasmido se observd que, tres de ellas tenian un

tamafio de 750 pb, otras tres 830 pb y una de 1150 pb aproximadamente (Figura 24).

1000 pp  ——

Figura 24: Amplificacion los fragmentos de 4. polyphaga insertados en el vector pPGEM-T. 1 Patrén de
peso molecular 100 pb, 2 Clon AP-1 830 pb, 3 Clon AP-2 750 pb, 4 Clon AP-3 750 pb, 5 Clon AP-4
750 pb, 6 Clon AP-5 1150 pb, 7 Clon AP-6 830 pb, 8 Clon AP-7 830 pb.

Los tamafios de los fragmentos clonados se observan en la Tabla 11:
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Especie (cebador) Fragmento Tamaiio aproximado
Pb
A. astronyxis (OPC-20) AA-1 830
AA-2 700
AA-3 700
AA-4 700
AA-5 700
A. divionensis (OPC-14) AD-1 580
AD-2 580
AD-3 220
AD-4 580
AD-5 580
AD-6 580
A. polyphaga (OPC-20) AP-1 830
AP-2 750
AP-3 750
AP-4 750
AP-5 1150
AP-6 830
AP-7 830

Tabla 10: Tamafio de los fragmentos clonados de los productos amplificados con los cebadores OPC

20y OPC 14.

5.6.- Secuenciacion de los fragmentos clonados.

Para la secuenciacion se seleccionaron los siguientes clones AA-1, AA-2 y AA-3 de
A. astronyxis, AD-1, AD-2 y AD-4 de A. divionensis y AP-1, AP-2, AP-3, AP-5 y AP-7 de
A. polyphaga.

Los clones transformados fueron crecidos en medio LB liquido durante 12 horas.
Transcurrido este tiempo, se extrajo el ADN plasmidico empleando el Quantum Prep
Plasmid Miniprep (Apartado 4.3.2) (Figura 25).

Para la secuenciacion se emplearon los cebadores que flanquean la zona de insercion
del plasmido M-13 Reverse y M-13-40 Forward, que se sitlian a 106 y 111 nucleétidos de

ésta respectivamente, obteniéndose las secuencias mostradas en el ANEXO 1.

96



Resultados y Discusion

Figura 25: Plasmidos extraidos de las colonias seleccionadas, 1 Patron de peso molecular, 2, 3, 4, 5, 6

Plasmidos con los insertos que se secuenciaron.

5.7.- Analisis de las secuencias de los fragmentos seleccionados.

Una vez secuenciados los fragmentos de A. astronyxis seleccionados, se observo que
el clon AA-1 presentaba un tamafio de 613 pb y los clones AA-2 y AA-3 de 489 pb, siendo
la secuencia de estos dos ultimos fragmentos idéntica (Anexo I).

En el caso de los fragmentos clonados de A. divionensis, donde se habia observado
que presentaban todos el mismo tamafio, tras su secuenciacion se comprobd que poseian
todos la misma secuencia de bases, resultando ser un fragmento de 370 pb (Anexo I).

Del analisis de los clones de A. polyphaga AP-1 y AP-7 se observd que los
fragmentos insertados presentaban la misma secuencia, con un tamafio de 618 pb (Anexo I).
Los fragmentos de los clones denominados AP-2 y AP-3, tenian secuencias homologas, con

un tamafio de 530 pb. Mientras que el clon AP-5 presentaba un fragmento de 962 pb (Anexo
D).
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Especie Fragmento Tamaiio real

Pb

A. astronyxis AA-1 613
AA-2 489

AA-3 489

A. divionensis AD-1 370
AD-2 370

AD-4 370

A. polyphaga AP-1 618
AP-2 530

AP-3 530

AP-5 962

AP-7 618

Tabla 11: Tamaifio real de los fragmentos insertados en el plasmido p-GEM-T.

Todas estas secuencias de nucledtidos obtenidas, de los distintos fragmentos
clonados, fueron estudiadas mediante un andlisis FASTA y BLASTA, no habiéndose
encontrado homologia con ninguna de las secuencias depositadas en la base de datos Gene-

Bank.

5.8.- Estudio de especificidad de los fragmentos aislados.

Para conocer la especificidad de las fragmentos aislados y a qué bandas de los
amplificados obtenidos mediante RAPD, se correspondian, se elaboraron sondas marcadas
con digoxigenina a partir de cada uno de ellos. El método empleado para la elaboracion de
las sondas consistio en amplificar los clones seleccionados con los cebadores internos del
plasmido, M-13 Forward y M-13-14 Reverse. Los productos se aislaron a partir de geles de
bajo punto de fusion tras su separacion electroforética. Para el marcaje de las sondas se
empled la actividad polimerasa de la enzima Klenow (Apartado 4.9.2). La especificidad de
los fragmentos seleccionados y su presencia en alguna parte del genoma de las especies
estudiadas se analizd6 mediante un dot-blot, enfrentando las sondas elaboradas con el ADN

genomico de las especies a estudio (Apartado 4.8.2). Para comprobar con qué bandas del
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amplificado se correspondian los fragmentos aislados, se realizO un southern-blot,

enfrentando la sonda con el amplificado RAPD correspondiente (Apartado 4.8.1).

5.8.1- Estudio de especificidad de los fragmentos aislados a partir del amplificado de A.

divionensis con el cebador OPC-14.

Se elaboré una sonda con el fragmento aislado en el clon AD-1. En el resultado de
este ensayo se observo que este fragmento so6lo hibrida con el ADN de A4. divionensis (Figura

26).

AA‘PO O<—AC
AD‘P@ %AP

Figura 26: Hibridacién mediante dot-blot con la sonda AD-1, de 370 pb con el ADN gendmico de: AA
A. astronyxis (30137), AC A. castellanii (30010), AD A. divionensis (50238), AP A. polyphaga
(30461).

Tras la realizacion de southern-blot, se comprobd que el fragmento se correspondia
con la banda amplificada a la altura de 400 pb y ademas que no se producia hibridaciéon con
el resto del amplificado. En este experimento aparecieron otras bandas de hibridacion de
menor tamafio e intensidad, posiblemente originadas por el fraccionamiento del fragmento

amplificado (Quiros y col., 1995; Alonso, 1999).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

1000 pb ~ —

370pb  —p

Figura 27:

A) Amplificados de las especies de a estudio de Acanthamoeba con el cebador OPC-14.

B) Shouthern-Blot de los amplificados de las distintas especies de Acanthamoeba con el cebador OPC-
14 y la sonda disefiada con el fragmento clonado de 4. divionensis AD-1.

1 Patrén de peso molecular 100 pb, 2 A. astronyxis (30137), 3 A. astronyxis (30901), 4 A. castellanii
(30010), 5 A. castellanii (50492), 6 A. divionensis (50238), 7 A. divionensis (50251), 8 A. polyphaga
(30461), 9 4. polyphaga (50495).

5.8.2.- Estudio de especificidad de los fragmentos aislados a partir del amplificado de A.

astronyxis con el cebador OPC-20.

Al igual que en el caso anterior, se realizaron sendas sondas a partir de los
fragmentos incluidos en los clones AA-1 y AA-2. Tras realizar el dot-blot, se observd que
ambos fragmentos eran especificos, y que la sonda elaborada a partir del clon AA-2
presentaba una sefial de hibridacién mas intensa que la que presentaba la elaborada a partir
del clon AA-2, probablemente debido que ésta se encuentre mas veces repetida en el genoma

(Figura 28).
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AA-1 AA-2
AA4>O 04— AC AA—»‘ (e——ac
AD;’O‘. 047 AP AD—»Q Q<—AP
Figura 28: Hibridacion mediante dot-blot de las sondas AA-1 y AA-2 de A. astronyxis con ADN

genomico de distintas especies: AA A. astronyxis (30137), AC A. castellanii (30010), AD A.
divionensis (50238), AP A. polyphaga (30461).

Se selecciond la sonda del clon AA-2 para realizar el southern-blot, que coincidia

con el fragmento amplificado de 600 pb de A. astronyxis (Figura 29).

Figura 29:

A) Amplificacion con el cebador OPC-20.

B) Hibridacion con la sonda elaborada con el fragmento de 489 pb de A. astronyxis del clon AA-2.

1 Patron de peso molecular 100 pb, 2 4. astronyxis (30137), 3 A. castellanii (50492), 4 A. polyphaga
(30461), 5 4. divionensis (50238).
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5.8.3.- Estudio de especificidad de los fragmentos aislados a partir del amplificado de A.

polyphaga con el cebador OPC-20.

Las sondas se elaboraron a partir de los clones AP-1, AP-3 y AP-5. Una vez
realizado el dot-blot, se comprobd que la AP-1, no presentd ninguna sefial de hibridacion.
Las otras dos si presentaron hibridacion especifica con A. polyphaga, siendo la intensidad de
la sefial de hibridacion de la sonda AP-5 mayor que la de AP-3, probablemente, al igual que
en el caso anterior, por encontrarse mas veces repetida su secuencia en el genoma (Figura
30).

AP-3 AP-5

v hO O~ .
AD—»O %Ap AD_’,O @4—@

Figura 30: Hibridacion mediante dot-Blot de las sondas elaboradas a partir de los clones AP-3 y AP-5
con ADN gendémico de distintas especies: AA A. astronyxis (30137), AC A. castellanii (30010), AD 4.
divionensis (50238), AP A. polyphaga (30461).

Fue seleccionada la sonda del clon AP-5, que contenia un fragmento de 962 pb. Tras
realizar el southern-blot, se comprobd que coincidia con la banda amplificada de A.

polyphaga que aparecia a la altura de 1000 pb (Figura 31).
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962pb  —— B

Figura 31:

A) Amplificacion con el cebador OPC-20.

B) Hibridacion con la sonda elaborada a partir del clon AP-5 de 4. polyphaga.

1 Patréon de peso molecular 100 pb, 2 4. astronyxis (30137), 3 A. castellanii (50492), 4 A. polyphaga
(30461), 5 A4. divionensis (50238).

5.9.- Diseiio de cebadores a partir de los fragmentos seleccionados.

Conocida la secuencia y la especificidad de los fragmentos, se disefiaron, a partir de
ellos, cebadores que nos permitiesen amplificar las especies de Acanthamoeba estudiadas. Se
empled las opciones que nos ofrecia el programa informatico Gene-Runer 3.05, donde se
tuvo en cuenta la longitud, porcentaje de Guaninas y Citosinas, temperatura de anillamiento
de las parejas de cebadores a utilizar, ademas del grado de complementariedad entre ellos
(Apartado 4.15).

Para conocer la especificidad de los cebadores se amplific6 ADN de diferentes
especies de Acanthamoeba: A. astronyxis, A. castellanii, A. divionensis, A. polyphaga y A.
griffini y se hibrido con cada una de las sondas (Apartado 4.8.1). Ademas se utiliz6 ADN

humano en los experimentos, comprobando que éste nunca interfirio en los resultados.
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5.9.1.- Diseiio de cebadores para A. astronyxis.

A partir del fragmento insertado en el clon AA-2, que contiene el fragmento de 489
pb (Figura 33), se disefid una pareja de cebadores que amplifica un fragmento de 425 pb
(Figura 32), que es especifico para 4. astronyxis. La secuencia de los cebadores disefiados

fue:

AA-2-Forward: 5°- CACACTTGCCGAGAATAAAT -3’
AA-2-Reverse: 5°- GTCTTACTACACAGGGCTTC - 3’

La temperatura de anillamiento teorica de los cebadores disefiados fue de 56° C para
el AA-2-Forward y de 60° C para el AA-2-Reverse. Para ajustar las condiciones de
anillamiento se probo las temperaturas de 35, 40, 45, 50, 55 y 60° C, obteniendo los mejores

resultados a la temperatura de 45° C.

100 200 300 400 500 pb

1 < >

i 425 pb i
A\ 2 <+’
AA-2-F AA-2-R

Figura 32: Esquema del disefio de los oligonucle6tidos empleados.
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ACTTCGCCACAATGTCTGGAAATTCCATGTGATCTTTCACACTTGCCGAG 50

AATAAATTGGTAATTGGTAATTKKGCCTTCTGTCAAATGTATCTGTGGCG 100
TGAGAAAGAGAACAGAGAGAGAGAGATGAACAATTGTCATCAGTGTTAGC 150
AGCTTCTTTTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGAGAGAGA 200
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGTGAGAAATGTGCCACATACTTGGGGCG 250
CGTKTCTCCATCATATTTGTACTCGCACAAGAATTCCGTATTTCCAAATC 300
TTTTCATTGCCTCTTCCACAACCTCTGCAAGGTTGTGAGAGCATAGGCTT 350
CACTGGGGGTCCCTGTCTCCAGCAACTCATCATTTTTTATCCGGCTTCTT 400
ATGCATAGGGGAATAAAGGGGCACGGAATGTAGGGTGGCACAEAAGCCCT 450
GTGTAGTAAGACTTGATATTCCGTGGTGGCGAAGT 485

Figura 33: Secuencia del fragmento de A. astronyxis de 485 pb. En rojo la secuencia del cebador AA-
2-Forward y en azul la secuencia complementaria del cebador AA-2-Reverse. En amarillo se observa la

secuencia del cebador OPC-20 empleado en la amplificacion RAPD.

Al amplificar con las especies de Acanthamoeba, se observo que solo aparecia una
banda del tamafio esperado, de 425 pb, con A. astronyxis. Al hibridar, con su sonda, se

comprobo la especificidad del amplificado (Figura 34).
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425pb —>»

Figura 34:

A) Amplificacion con la pareja de cebadores AA-2 de ADN de diferentes especies de Acanthamoeba.

B) Hibridacion con su sonda especifica.

1 4. astronyxis (30137), 2 A. castellanii (30010), 3 A. divionensis (50238), 4 A. polyphaga (30461), S 4.
palestinensis, 6 A. griffini, 7 ADN humano.

5.9.2.- Diseiio de cebadores para A. divionensis.

Conocida la secuencia y especificidad del fragmento de 370 pb insertado en el clon
AD-1 (Figura N° 36), se diseid una pareja de cebadores que amplifican un fragmento de 314

pb especifico para 4. divionensis (Figura 35). La secuencia de los cebadores disenados fue:

AD-1-Forward: 5°- ACCTTCGGGCTCAACTC- 3’
AD-1-Reverse: 5’- AGAAGAGGACGAGCAGTGG- 3’
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100 200 300 400

[&

< >
i 314 pb |
AD-1-F AD-1-R

Figura 35: Esquema del disefio de los oligonucleétidos empleados.

La temperatura de anillamiento tedrica de cada uno de los cebadores disefiados fue
de 54° C, para el AD-1-Forward, y de 60° C, para el AD-1-Reverse. Para ajustar las
condiciones de anillamiento se probaron las temperaturas de 55, 60, 65 y 72° C, obteniendo

los mejores resultados a la temperatura de 60° C.

TGCGTGCTTGCCCAATTCCCTTTTGAGGGACCCATGTCAGCTGACCGACC. 50
TTCGGGCTCAACT;AGGTTCCAGCTGGGCGGAACCGGTCCCTCCTCCCGG 100

TCACCATGCTCCCCGGATTCGGCGGCATTCTCTGCGCGCGACATCCCCGA 150
CCAGATCAAGAACGGCTACTTTCTGTCTTCTCGGGTACGATCGTACACTT 200
CTTCTTCTCCTCCTGCGTCGTGTCGTTCTCATCATTGAAAGAGACCCAAA 250
AGAGACAAAAMGAACACGCGCCACGCCGACGAGTATCAACACAACCACAT 300
CATCACGGGCGTGTACGTTCTCGTCAACTTCGGCCTCAACATCTTCATCC 350
TGCTCGTCACCAAGCACGCA 370

Figura 36: secuencia del fragmento de A. divionensis de 370 pb. En rojo la secuencia del fragmento
AD-1-Forward y en azul la secuencia complementaria del cebador AD-1-Reverse. En amarillo se

observa la secuencia del cebador OPC-14 empleado en la amplificacion RAPD.
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En el amplificado se observd que solo aparecia una banda del tamafio esperado, de
314 pb con A. divionensis, cuya especificidad se verifico tras hibridar con la banda especifica

(Figura 37).

314 pp —»

Figura 37:

A) Amplificacion con la pareja de cebadores AD-1 de ADN de diferentes especies de Acanthamoeba.
B) Hibridacion con su sonda especifica.

1 A. astronyxis (30137), 2 A. castellanii (30010), 3 A. divionensis (50238), 4 A. polyphaga (30461),

También se probo con las especies A. palestinensis 'y A. griffini, sin que amplificase ni hibridase.

5.9.3.- Diseiio de cebadores para A. polyphaga.

A partir del clon AP-5 de 962 pb (Figura N° 38), una vez conocida su especificidad y
a qué banda se correspondia de las obtenidas con el cebador OPC-20, se disefio una pareja de
cebadores que amplificaban un fragmento de 707 pb especifico para 4. polyphaga (Figura

39). La secuencia de los cebadores disefiados fue:

AP-5-Forward: 5°- ACCTTCGGGCTCAACTC- 3’
AP-5-Reverse: 5’- AGAAGAGGACGAGCAGTGG- 3’
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ACTTCGCCACACAACATACACACCATGCGCTCCGTCCTGGCCCTCTTCGC 50
CCTCCTGGCCCTCGCTGCCGTCGCCCAGGCCTCGCTCGTCCCGAGCTCGC 100
NNNGTCCTVVVCCTCCAAGATCCTCCTGCGG;QCGCCGCCGACCCCGAAT 150

GGTGCCCCACCTGCGTCTCCTTCATGGATCAGGTACCGCCCGCCGGCCCA 200
CCCTTTCATCTTCTTCCGGCCAACTCACGACAATTTTTGTTGATTGTCTT 250
TTCTGTGAATCTGTTGCGGTTGCCGGTCGCGTAGTCGATCGATCAGCTGC 300
TGAACATCATCGCCAACGGCGGCGTGCTGGGTGGATGCAACACCCTGTGC 350
GGCTACCTGAACCAGCAGCTCGAGGAGGTCGTGTGCAACCTGCTCTGTGA 400
CTACGTCGGTCTCCAGGGCTTCATCAAGCTGGTCGACACCATCGACCCCG 450
ACAGYATCTACATCTGCGAGGAGCTCACCGTGTGCCCCATCAGCCGCAAC 500
GCCAGCGTCCTTCAAGCAGCTCACCGTGAGCCCCTCGCGCGGCTCGCAGG 550
GCACCACCTTCTCGTGAGGCCCTCTCCCAGGTCAACAACACCATCGGCAC 600
CGGCGAGCTCGACGTCGTCGTCCTCCCCCCTGACGGCTTCGCCATCGAGG 650
GCGGCACTCTGCTCGTCAACGTCAAGCCCGGCGTGTACGGCGCCAAGTTC 700
GAGGTCCAGACCCAGCCCTCCGAGCAGGAGCCCTTCTCGCCCGGCGGAGT 750
GACGATCGTCCAGGCCGCCGTGTGCGAGGGTACCTGCGGCTCGTCGCASC 800
CCTACACCAAGACCCTCACCAAGGCCCAGACCTCGTTCTTCATCACCCAG 850

<

TAAGCGCAATAAAACAGCAGCGTGTGTTGACGGGTGTGTCTTGCTCTSGG 900
GCACAGCTBTCTTGCGATTGGTCGTACGGTGAAATTTCGATAGAACATGA 950
CCGTGGCGAAGT 962

Figura 38: En rojo la secuencia del cebador AP-5-Forward y en azul la secuencia complementaria del
cebador AP-5-Reverse, que amplifican un fragmento de 707 pb. En amarillo la secuencia del cebador

OPC-20 empleado en la amplificacion RAPD.
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200 400 600 800 1000 pb

| < > |
i 707 pb |
AP-5-F AP-5-R

Figura 39: Esquema del disefio de los oligonucleétidos empleados

La temperatura de anillamiento teodrica de los cebadores disefiados fue de 54° C para
el AP-5-Forward y de 60° C para el AP-5-Reverse. Para ajustar las condiciones de
anillamiento se probaron las temperaturas de 55, 60, 65 y 72° C, obteniendo los mejores
resultados a la temperatura de 60° C.

Al igual que en los casos anteriores se utilizd esta pareja de cebadores para
amplificar ADN de distintas especies de Acanthamoeba, observandose que solamente
aparecia una banda de amplificacion a la altura esperada, 707 pb, con la especie A.

polyphaga, que se comprobo su especificidad con su sonda (Figura 40).
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-+—— 707 pb

Figura 40:

A) Amplificacion con la pareja de cebadores AP-5 de ADN de diferentes especies de Acanthamoeba.
B) Hibridacion con sonda especifica de A. polyphaga.

1 Patrén de peso molecular 100 pb, 2 A. astronyxis (30137), 3 A. castellanii (30010), 4 A. divionensis
(50238), 5 4. polyphaga (30461),

También se probo con las especies A. palestinensis 'y A. griffini, sin que amplificase ni hibridase.

5.10.- Identificacion de las distintas cepas.

Una vez disefiados los cebadores para la identificacion de las especies de
Acanthamoeba: A. astronyxis, A. divionensis y A. polyphaga, se comprobd su especificidad
con las cepas patron adquiridas del ATCC y CCAP y las cedidas por el Departamento de
Ciencias Biomédicas de la Universidad de Edimburgo.

En la tabla 13 se resume en ensayo de especificidad de los cebadores disefiados.
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Cepa

AA-2

AD-1

AP-5

. astronyxis 30137 D

. astronyxis 30391 "

. astronyxis 1534-

12

. castellanii 30010 V

. castellanii 50492 V

. castellanii 50498 V

. divionensis 50238 !

. divionensis 50251 V

O I NG (s NG e U J < O I SO (< NG| I NG IS

. griffini 1501-4 2

A.

mauritaniensis >

A. palestinensis 1541-1 2

A. palestinensis

3)

A. polyphaga 30461 "

A. polyphaga 50495 D

A. polyphaga 30899

A. polyphaga 1501-18

Tabla 12: Cepas de Acanthamoeba procedentes del American Type Culture Collection (ATCC) Y,

Culture Collection of Algae and Protozoa (CCAP) ?, Departamento de Ciencias Biomédicas de la

Universidad de Edimburgo .

El cebador AA-1, disefiado a partir del fragmento de A. astronyxis de 485 pb, es

capaz de identificar a las cepas tipadas como 4. astronyxis, amplificando unicamente con

estas especies.

El cebador AD-1, disefiado a partir del fragmento de 370 pb de A. divionensis,

amplifica las muestras correspondientes a A. divionensis.
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El cebador AP-5, disefiado a partir del fragmento de 962 pb de 4. polyphaga,
amplificéd las muestras tipadas como 4. polyphaga, ademas de con la cepa ATCC-50498, que
se corresponde con una especie de A. castellanii.

Tras observar este resultado, esta cepa de A. castellanii, fue remitida al
Departamento de Ciencias Biomédicas de la Universidad de Edimburgo, donde confirmaron
que morfoldégicamente no presentaba caracteristicas de 4. polyphaga, pero que al igual que a
nosotros, los patrones isoenzimaticos con los que trabajan para la caracterizacion de especies
de Acanthamoeba, la situaban dentro del grupo de las 4. polyphaga.

En un estudio de RFLP del ADN mitocondrial con cepas de A. polyphaga, que
habian sido incluidas dentro de este grupo, aplicando los criterios morfoldgicos empleados
por Pussard y Ponds en 1977, demostré que existia una buena correlacion entre los
resultados obtenidos por ambos métodos. Sin embargo, determinadas cepas podrian no
compartir las caracteristicas morfologicas, por ello no estar incluidas dentro de este grupo y

presentar un patron de RFLP caracteristico de 4. polyphaga (Kong y col., 1995).

5.11.- Determinacion especifica de Acanthamoeba.

5.11.1.- Estudio de Acanthamoeba aisladas de estuches portalentes.

Se analizd el contenido de estuches portalentes. Se investigd un total de 37
portalentes de estudiantes de nuestra Facultad, que empleaban habitualmente lentes de
contacto de periodicidad mensual. Ninguno de los individuos sometidos a estudio manifestd
presentar algtn tipo de afeccion ocular, en el momento de la toma de las muestras. El tiempo
de uso de cada uno de los estuches estuvo comprendido entre 6 y 10 semanas.

Los estuches fueron lavados con solucion salina estéril y se sembré el liquido de
lavado en agar al 2%. En 11 de los portalentes ellos se aislaron amebas. Estas muestras se

procesaron con los cebadores genéricos (Acan-1) y los especificos disefiados por nosotros
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(AA-2, AD-1 y AP-5). De estos aislados, diez amplificaron con los cebadores genéricos, por
tanto integrantes de género Acanthamoeba. De éstos, dos de ellos amplificaron con los
cebadores AA-2, por lo que se trata de amebas de la especie A. astronyxis y un tercer aislado
amplificd con los cebadores AP-5 de 4. polyphaga. Por todo ello, se debe considerar que el

resto de los aislados son de especies del género Acanthamoeba diferentes a las estudiadas.

Portalentes Acan-1 AA-2 AD-1 AP-5

002 [ - - -
008

009
012
011
017

024

031
032

035

o I Y B IS RS RS )
1

Tabla 13: Aislados de Acanthamoeba a partir de estuches portalentes.

Las lentes de contacto desechables de periodicidad mensual, son las que mas se
comercializan en la actualidad, debido a la comodidad en su uso, mayor higiene, por su corto
periodo de vida util, y su minimo mantenimiento, ya que no precisan sistemas de
desinfeccion. Es precisamente en los usuarios, de este tipo de lentes, donde se diagnostican
un mayor nimero de casos de queratitis por Acanthamoeba (Morlet y col., 1997). Una de las
probables vias de contaminacion de las lentes, pueden ser sus estuches, debido a que el
cambio mensual de las lentes no suele coincidir con la renovacion del portalentes, que la no
desinfectarse, va a provocar que, lentes recién estrenadas, puedan contaminarse desde los

primeros dias de uso y ser capaces de vehiculizar las amebas al ojo (Kilvington, 1999).
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5.11.2.- Estudio de Acanthamoeba aisladas de muestras biologicas.

Los aislados obtenidos a partir de muestras bioldgicas procedian del Laboratorio de
Microbiologia del Hospital Vall d’Hebron de Barcelona y del Departamento de

Microbiologia de la Universidad de Zaragoza..

Aislados corneales Acan-1 AA-2 AD-1 AP-5
72 u [ - -
Z-3 u - - -
Z-4 i - - -
Z-5 u - - -
Z-10 i - - -
Z-11 - - - -
Z-12 - - - -
BCN-Y30GPS u - - -
BCN-1 u - - -
BCN-3 - - - -
BCN-4 i - - ]
BCN-5 + - _ ]
BCN-6 - - - -
BCN-8 - - - -
BCN-9 - - - -

Aislado pulmonar
BCN-2 i - - -

Aislado ganglio
BCN-7 u - - i

Tabla 14: Aislados de Acanthamoeba, procedentes del Departamento de Microbiologia de la
Universidad de Zaragoza (Z) y del Laboratorio de Microbiologia del Hospital General Vall d’Hebron
de Barcelona (BCN).
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5.11.2.a.- Aislados a partir de cérneas.

Estos aislados se obtuvieron de raspados corneales de pacientes, usuarios de lentes
de contacto, que bien habian presentado tlceras corneales o se les habia diagnosticado una
queratitis. Los aislados se procesaron con los cebadores genéricos (Acan-1) y los especificos
disefiados por nosotros (AA-2, AC-1 y AP-5) y se comprob6 que 9 de ellos amplificaban con
los cebadores genéricos, por lo que deducimos que estas amebas pertenecen al género
Acanthamoeba. Estos fueron los aislados Z-2, Z-3, Z-4, Z-5, Z-10, BCN-Y30GPS, BCN-1,
BCN-4 y BCN-5.

El aislado Z-2 amplificé con la pareja de cebadores AA-2 por lo que se trata de una
A. astronyxis.

Los aislados Z-3 y Z-10 pertenecian a un mismo paciente, las muestras fueron
obtenidas antes y después de someterlo a tratamiento farmacoldgico. Se observo la presencia
de amebas tras la terapia, comprobando que la ulceracion no habia remitido. Estas muestras
no amplificaron con los cebadores especificos disefiados, por lo que no se pudo determinar la
especie de Acanthamoeba de la que se trataba.

Los aislados BCN-4 y BCN-5 presentaron amplificacion con la pareja de cebadores
AP-5, por lo que estas amebas pertenecen a la especie 4. polyphaga. Consultadas las
historias clinicas de éstos dos ultimos aislados, se comprobd que ambos pertenecian al
mismo paciente, a cada uno de sus ojos, destacando que el paciente s6lo habia presentado
ulceracion en uno de ellos.

El ochenta y cinco por ciento de las queratitis por Acanthamoeba que se diagnostican
se producen en portadores de lentes de contacto (Moore, 1988). La incidencia de esta
patologia se ha visto vertiginosamente aumentada en la Gltima década, pasando de dos casos
por millon, en usuarios de lentes de contacto, a un caso, cada diez mil. (Schaumberg y col.,
1998; Radford y col., 1998). Esto se ha visto favorecido por las inadecuadas medidas

higiénicas en el cuidado y mantenimiento de las lentes, como el empleo para la limpieza de
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las lentes de soluciones salinas caseras, elaboradas con agua no estéril, ademas de describirse
casos de contaminacion por el bafio con las lentes de contacto puestas en piscinas, bafieras o
con mangueras de riego (Stehr-Green y col., 1987; Stehr-Green y col., 1989; Mathers y col.,
1996).

La queratitis por Acanthamoeba suele producirse en un solo ojo, incluso cuando
ambas lentes de contacto y ambas estdn contaminadas. Esto apoya la hipétesis de que
pequefias heridas o tlceras presentes en el epitelio corneal predisponen a la infeccion en un
ojo y no en el otro (Larkin & Easty, 1990). Estudios experimentales en hamster han
demostrado que la enfermedad corneal no se desarrolla, a no ser que se hubiera producido
una herida o ulcera en el epitelio corneal, previa a la aplicaciéon de lentes de contacto
cubiertas de Acanthamoeba (Van Klink y col., 1993). Otros estudios, en modelos de rata,
indicaron que una inyeccion intracorneal de Acanthamoeba, aislada de ojos humanos
infectados, no producia queratitis, a no ser que hubiera una coinyeccion de bacterias de la
propia flora del ojo, por lo que ciertos elementos van a actuar como cofactores en este
proceso infeccioso (Badenoch y col., 1990). Aun asi, observaciones in vitro con microscopia
electronica de barrido y de transmision han mostrado que 4. castellanii puede llegar a
atravesar el epitelio de corneas humanas intactas, por lo que en algunos casos, puede que no

sea preciso un traumatismo epitelial previo (Moore y col.,1991).

5.11.2.b.- Aislado a partir de biopsia pulmonar.

En el analisis realizado de las amebas aisladas de la necropsia bronquial del paciente
BCN-2 (Anexo III), se comprobd, tras amplificar el ADN extraido con los distintos
cebadores empleados en este trabajo, que este aislado se trataba con una ameba del género
Acanthamoeba, pero que no se correspondia con alguna de las especies para las que
habiamos disefiado cebadores especificos (Figura N° 41), descartando que se tratase de las

especies A. astronyxis, A. divionensis y A. polyphaga.
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<«— 272pb

Figura 41:

A) Amplificacion del ADN procedente del aislado de la muestra pulmonar con las pareja de cebadores
AA-2, AD-1, AP-5 y Acan-1.

B) Hibridacion con sonda especifica de Acanthamoeba sp..

1 Patrén de peso molecular 100 pb, 2 Pocillo en blanco, 3 Pareja de cebadores AA-2, 4 Pareja de
cebadores AD-1, 5 Pareja de cebadores AP-5, 6 Pareja de cebadores Acan-1.

El nimero de casos descritos en la bibliografia de acanthamebiasis diseminada no es
muy elevado, siendo éste el tercer caso donde se hace referencia a una afeccion pulmonar
por parte de Acanthamoeba. Como en los otros dos casos publicados, se trataba de un
paciente que habia sufrido un trasplante de pulmoén y donde tras una serie de complicaciones
habia fallecido. En ninguno de los casos se ha atribuido directamente la causa de la muerte a
la presencia de Acanthamoeba, pero lo que es cierto es que su presencia provoca necrosis de
los tejidos que invade, lo que conlleva un deterioro importante en el estado de salud del

paciente (Rosemberg y col, 2001; Steinberg y col, 2002).
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5.11.2.c.- Aislado a partir de biopsia de ganglio.

En el analisis realizado de las amebas aisladas de la biopsia de ganglio mesentérico
del paciente BCN-7, que se correspondia con un individuo inmunodeprimido que habia sido
diagnosticado de linfoma (Anexo III), se comprobd que presentaba una amplificacion
positiva con la pareja de cebadores AP-5, por lo que se identifica a estas amebas como
integrantes de la especie A. polyphaga (Figura 42).

Este es el primer caso de acanthamebiasis diseminada donde se encuentra afectado
un ganglio mesentérico. Ademas es la primera cita de la presencia de 4. polyphaga en un

ganglio (Marciano-Cabral, 2000; Shasuzzaman & Hashiguchi, 2002).

<«—— 707pb

<—— 707 pb

Figura 42:

A) Amplificacion del ADN procedente del aislado de la muestra pulmonar con las pareja de cebadores
AA-2, AD-1, AP-5.

B) Hibridacion con sonda especifica de 4. polyphaga..

1 Patrén de peso molecular 100 pb, 2 Pareja de cebadores AA-2, 3 Pareja de cebadores AD-1, 4 Pareja
de cebadores AP-5, 5 blanco.
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5.11.3.- Estudio de Acanthamoeba en liquido cefalorraquideo (LCR).

Se estudiaron 26 muestras de LCR de pacientes ingresados en el Servicio de
Urgencias del Hospital de La Candelaria. Cada uno de los LCR con los que trabajamos se
dividieron en dos alicuotas, una que era sembrada en agar al 2 % y la otra a la que se le
realizaba directamente una extraccion de ADN.

De los 26 LCR analizados por PCR, uno result6 ser positivo a 4. astronyxis (Anexo
II). La presencia de esta ameba se verifico posteriormente al crecer en las placas de cultivo e
identificar por PCR a esta misma especie. Ningiin otro de los LCR estudiados presentd
amplificacion positiva por PCR, con los cebadores empleados en el estudio, o presencia de

amebas tras el cultivo (Figura 43).

425pb —»

425pb —>»

Figura 43:

A) Amplificacion con la pareja de cebadores AA-2.

B) Hibridacion con sonda especifica.

1 Patr6n de peso molecular de 100 pb 2 LCR-7 3 LCR-19 4 LCR-23 5 LCR-26 6 4. astronyxis (30137),
7 A. castellanii (30010), 3 Blanco.
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El paciente al que correspondia éste LCR, se trataba de un varén de 11 afios de edad,
inmunocompetente, al que se le habia diagnosticado una meningitis de liquido claro, como
una probable enteroviriasis (Anexo III). Detectada la presencia de A. astronyxis en su LCR,
el paciente fue llamado de nuevo a consulta y se le volvid a practicar una puncion lumbar
con el fin de repetir los andlisis. Se analiz6 el LCR, de la misma forma anteriormente

descrita, siendo en este caso tanto la PCR como el cultivo negativos.

Muestra Ref. N° Acan-1 | AA-2 AD-1 AP-5 Cultivo

LCR 19 8837 i i - - 41

Tabla 15: Liquido cefalorraquideo del paciente del Hospital La Candelaria.

Este es el primer caso descrito en las Islas Canarias de identificacion y aislamiento
de Acanthamoeba en liquido cefalorraquideo. Las causas de la colonizaciéon son
completamente desconocidas. Los casos de Encefalitis Granulomatosa Amebiana debidos a
especies de Acanthamoeba se han descrito normalmente en pacientes inmunodeprimidos, sin
embargo algunos pacientes no tienen un factor predisponente claro (Ma y col., 1990,
Rodriguez y col., 1998; Armstrong, 2000).

El diagnostico en LCR es dificil debido a la rareza de la enfermedad, asi como las
técnicas agresivas que se han de llevar a cabo para la obtencion de la muestra. Los cebadores
especificos disefiados a partir de la técnica de RAPD han permitido el diagnostico rapido de
especies de Acanthamoeba en LCR, lo que es importante a la hora de establecer un
diagnostico y tratamiento efectivo.

Las infecciones diseminadas producidas por Acanthamoeba se caracterizan por la
aparicion de infiltrados granulomatosos en la piel, en diferentes 6rganos y en el cerebro,
normalmente en pacientes inmunocomprometidos o pacientes terminales. Parecen estar

transmitidas via hematogena, probablemente desde un foco original de una infeccion previa
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en la piel o en el tracto respiratorio. A partir de este punto, se disemina, originando multiples
lesiones, bien en la piel, lo que ocurre normalmente en los pacientes SIDA (Gonzalez y col.,
1986; Friedland y col., 1992; Helton y col., 1993), o bien involucrando a distintos 6rganos e
incluso al Sistema Nervioso Central, pudiendo ser un paso previo al desarrollo de una
Encefalitis Granulomatosa Amebiana (Ma y col., 1990). En la mayoria de los casos, los
pacientes fallecen sin poder llegar a evaluar realmente el tratamiento aplicado para controlar
la infeccion amebiana. Ademads, en el caso de las encefalitis, al no poderse determinar con
precision el tiempo de incubacidn, que puede oscilar de semanas a meses (Ma y col., 1990),

es complicado poder llegar a controlar la infeccion (Ferrante, 1991-a).
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6.- CONCLUSIONES.

La utilizacion de la técnica RAPD ha resultado valida para caracterizar las especies

del género Acanthamoeba: A. astronyxis, A. divionensis 'y A. polyphaga.

Las cepas de A. castellanii incluidas en este estudio no han presentado un patron

repetitivo de amplificacion.

Los cebadores AA-2, AD-1 y AP-5 disefiados a partir de las bandas caracteristicas
aisladas de los amplificados RAPD, obtenidas con los cebadores OPC seleccionados,
son utiles para la identificacion de 4. astronyxis, A. divionensis y A. polyphaga

respectivamente.

El empleo de estos cebadores en muestras biologicas es eficaz para el diagnostico de
parasitosis producidas por estas amebas. Asi como para estudios epidemioldgicos

relacionados con los habitats donde se pueden encontrar estos organismos.

La aplicacion de las técnicas empleadas en este trabajo en la cepa ATCC 50498 de

A. castellanii pone en duda la consistencia de su encuadramiento especifico.
Proponemos una revision del género Acanthamoeba mediante la utilizacion de

estudios filogenéticos que aclaren el estatus de cada una de las especies dentro del

género y se establezcan las sinonimias oportunas.
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7.- ANEXOS.

7.1.- ANEXO L.

7.1.1.- Secuencia del fragmento de A. divionensis de 370 pb.

Secuencia del fragmento de A. astronyxis de 613 pb. En amarillo se observa la

secuencia del cebador OPC-20 empleado en la amplificacion RAPD.

TGCGTGCTTGCCCAATTCCCTTTTGAGGGACCCATGTCAGCTGACCGACC 50
TTCGGGCTCAACTCAGGTTCCAGCTGGGCGGAACCGGTCCCTCCTCCCGG 100
TCACCATGCTCCCCGGATTCGGCGGCATTCTCTGCGCGCGACATCCCCGA 150
CCAGATCAAGAACGGCTACTTTCTGTCTTCTCGGGTACGATCGTACACTT 200
CTTCTTCTCCTCCTGCGTCGTGTCGTTCTCATCATTGAAAGAGACCCAAA 250
AGAGACAAAAMGAACACGCGCCACGCCGACGAGTATCAACACAACCACAT 300
CATCACGGGCGTGTACGTTCTCGTCAACTTCGGCCTCAACATCTTCATCC 350
TGCTCGTCACCAAGCACGCA 370
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7.1.2.- Secuencia del fragmento de A. astronyxis de 613 pb.

Secuencia del fragmento de A. astronyxis de 613 pb. En amarillo se observa la

secuencia del cebador OPC-20 empleado en la amplificacion RAPD.

ACTTCGCCACAACGGGAATGGGAGGATTAGCCAACCTTCAGTGGTTGTTG 50
GAAGATGTCATCAAGCAAAACTTAACAGGTGATTTCATAGAGGCAGGAGT 100
GTCTAGGGGTGAAGCGTCACTGTTTGCCAGTGCAGTCATGCGTACCTATG 150
GCCAACACATAGAAGGGTGTGGCTTGCAGATACTTTTGCTGGATCTACAG 200
GTTTTGACTTCAAAGAGCTCCCCAGCTGATGCATCCAAATATGAGGCACA 250
TGCGCCTTCAAGAAGAAATCCMGGTTACCTGCTCTCAAGAAGCTCTTTAA 300
CAAAGTGGACATGCTCGATGATCAAGTGAAGTTCTTGAAGGGTTCCATCA 350
ACGATAGTATTCCCTCCAACATGCGCCAGTTAACCTCTTTGCTGTTCTCA 400
AATTGGGCACTAGCTCGTACTCAAGCCCCCGGGATTGCCTCACAACTCTC 450
TCTCGGCTACTATCAGAGGGTGGATATGTGATAGTGGATAACTATCTCGA 500
CAACGAGGAGTGCAGAAAGCCGTGGRTCATTTCAGAGAAACACATTGGRT 550
CACTGAGCCTCTCATTCCAGTCTGGKCCAAGCAGGAGAGTTACCAGGAGT 600
CTGGTGGCGAAGT 613
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7.1.3.- Secuencia del fragmento de A. astronyxis 485 pb.

Secuencia del fragmento de A. astronyxis de 485 pb. En amarillo se observa la

secuencia del cebador OPC-20 empleado en la amplificacion RAPD.

ACTTCGCCACAATGTCTGGAAATTCCATGTGATCTTTCACACTTGCCGAG 50

AATAAATTGGTAATTGGTAATTKKGCCTTCTGTCAAATGTATCTGTGGCG 100
TGAGAAAGAGAACAGAGAGAGAGAGATGAACAATTGTCATCAGTGTTAGC 150
AGCTTCTTTTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGAGAGAGA 200
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGTGAGAAATGTGCCACATACTTGGGGCG 250
CGTKTCTCCATCATATTTGTACTCGCACAAGAATTCCGTATTTCCAAATC 300
TTTTCATTGCCTCTTCCACAACCTCTGCAAGGTTGTGAGAGCATAGGCTT 350
CACTGGGGGTCCCTGTCTCCAGCAACTCATCATTTTTTATCCGGCTTCTT 400
ATGCATAGGGGAATAAAGGGGCACGGAATGTAGGGTGGCACAGAAGCCCT 450
GTGTAGTAAGACTTGATATTCCGTGGTGGCGAAGT 485
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7.1.4.- Secuencia del fragmento de A. polyphaga 530 pb.

Secuencia del fragmento de 4. polyphaga de 530 pb. En amarillo se observa la
secuencia del cebador OPC-20 empleado en la amplificacion RAPD.

ACTTCGCCACCAGACTCCCTGGATAACCTCTCCCTGCTTGGACCAGACTG 50

GAATGAGAGGCTCAGTGANCCAATGTGTTTCTCTGAAATGATCCATGGCC 100
TTTCTGCTACTCCTCGTTGTCGAGATAGATTATCCACTATCACATATCCA 150
CCCTCTGATAGTAGCCGAAAGAGAGTTGTGAGGCAATCCCTGGAGCTTGA 200
GTACGAGCTAGTGCCCAATTGAGAACAGCAAAAGAGTTAACTGGCGCATG 250
TTGGAGGGAATACTATCGTTGATGGAACCCYTCAAGAACTTCACTTGATC 300
ATCGAGCATGTCCACTTTGTTAAGAGCTTCTTGAGAGCAGGTAACCTGGA 350
TTTCTTCTGAAGGCGCATCTGYCTCATATTGGATGCATCAGCTGGGGAGC 400
TCTTGAAGTCAAAACCTGTAGATCCMGCAAAAGTATCTGCAAGCCACGGC 450
CTTCTATGATGTBGGCATAGGTACGCATGACTGCACTGGCAAACAGTGAC 500
GGTTCACCCCTAGACACTCCTGCCTCTATG 530
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7.1.5.- Secuencia del fragmento de A. polyphaga 618 pb.

Secuencia del fragmento de 4. polyphaga de 618 pb. En amarillo se observa la
secuencia del cebador OPC-20 empleado en la amplificacion RAPD.

ACTTCGCCACCAGACTCCCTGGATAACCTCTCCCTGCTTGGACCAGACTG 50
GAATGAGAGGCTCAGTGABCCAATGTGTTTCTCTGAAATGATCCATGGCC 100
TTTCTGCTACTCCTCGTTGTCGAGATAGATTATCCACTATCACATATCCA 150
CCCTCTGATAGTAGCCGAAAGAGAGTTGTGAGGCAATCCCTGGAGCTTGA 200
GTACGAGCTAGTGCCCAATTGAGAACAGCAAAAGAGGTTAACTGGCGCAT 250
GTTGGAGGGAATACTATCGTTGATGGAACCCTTCAAGAACTTCACTTGAT 300
CATCGAGCATGTCCACTTTGTTAAAGAGCTTCTTGAGAGCAGGTAACCTG 350
GATTTCTTCTGAAGGCGCATCTGCCTCATATTGGATGCATCAGCTGGGGA 400
GCTCTTGAAGTCAAAACCTGTAGATCCAGCAAAAGTATCTGCAAGCCACG 450
GCCTTCTATGATGTTGGCAATAGGTACGCATGACTGCACTGGCAAACAGT 500
GACGCTTCACCCCTAGACACTCCTGCCTCTATGAAATCACCTGTTAAGTT 550
TTGCTTGATGACATCTTCCAACAACCACTGAAGGTTGGCTAATCCTCCCA 600
TTCCCGTTGTGGCGAAGT 618
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7.1.6.- Secuencia del fragmento de A. polyphaga 962 pb.

Secuencia del fragmento de 4. polyphaga de 962 pb. En amarillo se

secuencia del cebador OPC-20 empleado en la amplificacion RAPD.

ACTTCGCCACACAACATACACACCATGCGCTCCGTCCTGGCCCTCTTCGC
CCTCCTGGCCCTCGCTGCCGTCGCCCAGGCCTCGCTCGTCCCGAGCTCGC
NNNGTCCTVVVCCTCCAAGATCCTCCTGCGGCCCGCCGCCGACCCCGAAT
GGTGCCCCACCTGCGTCTCCTTCATGGATCAGGTACCGCCCGLCCGGLCLCCA
CCCTTTCATCTTCTTCCGGCCAACTCACGACAATTTTTGTTGATTGTCTT
TTCTGTGAATCTGTTGCGGTTGCCGGTCGCGTAGTCGATCGATCAGCTGC
TGAACATCATCGCCAACGGCGGCGTGCTGGGTGGATGCAACACCCTGTGC
GGCTACCTGAACCAGCAGCTCGAGGAGGTCGTGTGCAACCTGCTCTGTGA
CTACGTCGGTCTCCAGGGCTTCATCAAGCTGGTCGACACCATCGACCCCG
ACAGYATCTACATCTGCGAGGAGCTCACCGTGTGCCCCATCAGCCGCAAC
GCCAGCGTCCTTCAAGCAGCTCACCGTGAGCCCCTCGCGCGGCTCGCAGG
GCACCACCTTCTCGTGAGGCCCTCTCCCAGGTCAACAACACCATCGGCAC
CGGCGAGCTCGACGTCGTCGTCCTCCCCCCTGACGGCTTCGCCATCGAGG
GCGGCACTCTGCTCGTCAACGTCAAGCCCGGCGTGTACGGCGCCAAGTTC
GAGGTCCAGACCCAGCCCTCCGAGCAGGAGCCCTTCTCGCCCGGCGGAGT
GACGATCGTCCAGGCCGCCGTGTGCGAGGGTACCTGCGGCTCGTCGCASC
CCTACACCAAGACCCTCACCAAGGCCCAGACCTCGTTCTTCATCACCCAG
TAAGCGCAATAAAACAGCAGCGTGTGTTGACGGGTGTGTCTTGCTCTSGG
GCACAGCTBTCTTGCGATTGGTCGTACGGTGAAATTTCGATAGAACATGA

CCGTGGCGAAGT
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7.2.- ANEXO IL

7.2.1.- Resultados de los liquidos cefalorraquideos estudiados.

Muestra Ref. N° Acan AA-2 AD-1 AP-5 Cultivo
LCR 1 4963 - - - - -
LCR2 4624 - - - - -
LCR 3 4695 - - - - :
LCR 4 4743 - - ; - 5
LCR5 4489 - - - - 5
LCR 6 2584 - 11 - - - ; ;
LCR 7 4318 - - ; - 5
LCR 8 3214 - - - - :
LCR9 4358 - B - - ;
LCR 10 3519 - - - - 5
LCR 11 3167 - - - - -
LCR 12 3779 - - - - -
LCR 13 4758 - - - - 5
LCR 14 4017 - 55 - - - - ;
LCR 15 4197 - - ; - 5
LCR 16 3906 - - - - :
LCR 17 8468 - - ; - 5
LCR 18 8587 - - - - 5
LCR 19 8837 + + - - T
LCR 20 8834 - - - - -
LCR 21 8013 - - - - -
LCR 22 8014 - - - - -
LCR 23 7351 - - - - -
LCR 24 8235 - - - - -
LCR 25 7884 - - - - -
LCR 26 8140 - - - - -
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7.3.- ANEXO III.

7.3.1.- Historia clinica del paciente BCN-2.

Paciente varoén de 31 afios que ingresd en el servicio de medicina intensiva del
Hospital General del Vall d’Hebron, procedente del servicio de neumologia por insuficiencia
respiratoria aguda. Se le habia practicado un trasplante bipulmonar, con evolucion posterior
correcta, con buen funcionalismo respiratorio. Pasados dos afios se observaron
complicaciones pulmonares como consecuencia del trasplante, presentando neumotorax,
hemotoérax, septicemia y bronconeumonia por enterococo, sangrado de vias aéreas superiores
y diatesis hemorragica. Falleciendo por fibrilacion ventricular. En los estudio de las muestras
pulmonares (bronquio) realizados durante la necropsia, el anatomopatdlogo inform6 de la
presencia de una fibrosis pulmonar extensa de predominio central, consistente, con base
fibrética de dafio alveolar difuso asociada a focos multiples de neumonia granulocitaria en
todos los lobulos pulmonares con fendmenos de vasculitis sin necrosis fibrinoide y
hemorragia pulmonar difusa. En los cultivos de cultivo pulmonar se desarrollaron
Escherichia coli, Estreptococcus spp. y Bacteroides fragilis; resultando negativos para
bacilos acido alcohol resitentes, hongos filamentosos y Legionella. El estudio por
inmunofluorescencia indirecta (IFT) no reveld la presencia de Pneumocystis carinii. Las
tinciones histoquimicas de tejido pulmonar (Gram, metenamina argéntica, Giemsa y Zielh-
Neelsen) fueron negativas. La inmunotincion para citomegalovirus (C.M.V.) con escasas
células positivas a L.S.D. La inmunotincion para herpes resultd negativa. Se observo la
presencia de varios fragmentos histicos de color blanquecino agrupados de 0’4 cm de
diametro, siéndole diagnosticando “dafio alveolar inespecifico en fase proliferativa”. El
estudio microscopico de esta zona indicd la presencia de amebas. El cultivo posterior

realizado en medio de PAGE confirmo6 su presencia.
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7.3.2.- Historia clinica del paciente BCN-7.

Paciente varon de 15 afios de edad, diagnosticado de linfoma no Hodking de células
grandes de inmunofenotipo B.

Al debut presentaba un cuadro clinico de un mes de evolucion de dolores dseos en
raquis, esternéon y disestesias de extremidades inferiores. Sin presentar adenopatias
laterocervicales, supraclaviculares, axilares e inguinales. Con aparato cardiorrespiratorio
normal. No se palpaban adenomegalias, con abdomen blando y depresible. Esplenomegalia
dura, de 5-6 cm por debajo de reborde costal. Pares craneales conservados. Meningismo.
Signo de Lassege positivo. Discreta pérdida de fuerza en dedos de la mano izquierda
(comparado con la contralateral) sin otras focalidades neurlégicas.

El hemograma y el aspirado y la biopsia de médula 6sea fueron normales, con LCR
libre de blastos.

Se practico0 TAC toracoabdominal presentando masa adenopatica mediastinica
subcarinal y en hilio pulmonar derecho. En el abdomen se observan multiples adenopatias
mesentéricas que rodean la aorta y tronco celiaco. Las asas intestinales estan parcialmente
rellenas, con aspecto normal. Importante esplenomegalia y en el interior de bazo se observan
importantes imagenes hipodensas circulares. Imagenes nodulares en el interior del
parénquima hepatico. El pancreas y ambos rifiones tuenen un tamafio, morfologia y densidad
normales. Las estructuras pélvicas son normales.

La resonancia magnética craneo-espinal detectd alteracion de la sefial multifocal en
médula 6sea de los cuerpos vertebrales con evidencia de destruccion cortical y masa
extragsea asociada que invade el espacio epidural en varias localizaciones.

Gammagrafia con galio negativa.

Se procedio a exéresis quirirgica de adenopatia mesentérica de 4 x 3 cm, mediante
laparotomia media (para llegar a un diagndstico anatomopatolégico definitivo). La biopsia

inform¢é del diagnostico de Linfoma no Hodking de células grandes inmunofenotio B. El
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cultivo de la adenopatia mesentérica resultd negativa a bacterias, virus, hongos y
micobacterias, tras cultivo en solucion de PAGE se detect6 la presencia de amebas.

Se inici6 quimioterapia con el protocolo de la sociedad francesa de oncologia
pediatrica LMB-89 grupo C. En tratamiento durante siete meses y medio tolerandolo bien.
En la evaluacion practicada a los tres meses de iniciado el tratamiento persistia la adenopatia
hiliar pulmonar derecha, pero de menor tamafio. El resto de las localizaciones aparecian
libres de enfermedad. A los nueve meses de iniciado el tratamiento persistia la adenopatia
hiliar pulmonar tras haber finalizado el tratamiento. Dado que la gammagrafia fue negativa

se solicitd la practica de Tomografia de emision de Positrones.

7.3.3.- Historia clinica del paciente LCR-19.

Paciente varon de 11 afios de edad, inmunocompetente, que habia comenzado diez
dias antes de su ingreso con una hipertermia, con una temperatura maxima de 39° C, con
cefalea frontal y con vémitos, de una a dos veces al dia, junto con decaimiento y rechazo
parcial de la alimentacidon. Los exdmenes complementarios realizados tras la puncion lumbar
mostraron una bioquimica del liquido cefalorraquideo con unos niveles normales de glucosa
(55mg/dl) y proteinas (0’45 gr/l). Con unos niveles de leucocitos de 60 células por mm’, con
un 90 % de polimorfonucleares y 10 % de neutréfilos. Se diagnosticoé como meningitis de
liquido claro, como una probable enteroviriasis. El paciente permanecié hospitalizado
durante 5 dias con tratamiento antitérmico y analgésico, transcurrido este tiempo se le dio el
alta para su seguimiento ambulatorio.

Identificada la presencia de 4. astronyxis en LCR, tanto por PCR directamente de la
muestra bioldgica, como tras la aparicion de amebas en cultivo, el paciente fue llamado de
nuevo a consulta y volviéndose a practicar una puncion lumbar con el fin de repetir los

analisis. En esta ocasion tanto la PCR como el cultivo resultaron negativos.
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