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RESUMEN

Las Amebas de Vida Libre (AVL) son protozoos anfizoicos de amplia distribucién en la
naturaleza. Cuatro géneros pertenecientes a este grupo han demostrado ser patdgenos
para el hombre y animales de experimentacidn: Naegleria, Balamuthia, Acanthamoeba y
Sappinia. En particular, a Acanthamoeba se la considera una AVL “ubicuista”, ya que se la
ha hallado en todos los ambientes y lugares donde se la ha investigado.

El objetivo de esta tesis fue la busqueda, aislamiento e identificacion de AVL aguas. Los
sitios de muestreo correspondieron a la Ciudad de Bahia Blanca y a otros sitios geograficos
de la Republica Argentina. En Bahia Blanca se analizaron muestras de agua corriente y de
tanques de reserva domiciliarios, de aguas recreacionales (piscinas cubiertas) y arroyos. Se
tomaron muestras del Rio Sauce Grande en la localidad bonaerense de Sierra de la
Ventana. Se muestrearon aguas de consumo y recreacion de la Localidad de Sarmiento,
provincia del Chubut. Se analizaron muestras de diversas fuentes en distintas provincias
de la Republica Argentina. En total se procesaron 274 muestras de aguas de diferentes
fuentes y localizaciones. Las muestras fueron clasificadas en aguas tratadas (cloradas u
otro tratamiento: tanques, grifos, piscinas, etc) y naturales (de rios, lagos, canales,
arroyos, etc.). Dentro de esta clasificacion solo el 30% de las aguas tratadas analizadas
fueron positivas para el aislamiento de AVL, mientras que dentro de las aguas naturales se
obtuvo un 92,6% de positividad en los cultivos. Del total de estos aislamientos, el 98,7%
correspondid al género Acanthamoeba, tanto por clasificacion morfolégica como por
métodos moleculares; mientras que 1,3% restante correspondié a una cepa que
denominamos “No A, no N”, sin ubicacidn genérica determinada y de cuyo anélisis
ultraestructural se desprendio la existencia de endosimbiontes compatibles con particulas
virales. Se analizaron también muestras clinicas procedentes de 4 posibles casos de
gueratitis amebiana humana, resultando 2 de ellos positivos para AVL, y que
correspondieron al género Acanthamoeba. Se investigd la presencia de AVL en liquidos

comerciales para lentes de contacto, y en diversas muestras biolégicas procedentes de un



hospital de Bahia Blanca. En ambos tipos de muestras los aislamientos resultaron
negativos.

En todas las cepas aisladas se realizaron andlisis morfométricos, ultraestructurales vy
moleculares, tendientes a caracterizar los aislamientos y confirmar su ubicacién genérica.
Ademds se realizaron pruebas de resistencia a diferentes desinfectantes. Nuestros
resultados refuerzan la adjetivacion de “ubicuista” para las AVL del género
Acanthamoeba, ya que fueron demostradas en todos la ambientes estudiados. Su amplia
distribucidn, el hallazgo en aguas recreacionales y de consumo y su participacién como
agentes etiolégicos de enfermedad humana, refuerzan la necesidad de implementar
medidas de control y prevencidn, asi como su consideracidén por parte del personal de

salud al momento de realizar un diagnostico clinico e instaurar un tratamiento especifico.



ABSTRACT

The free-living amoebae (FLA) are amphizoic protozoa widely distributed in nature. Four
genera belonging to this group have proved to be pathogenic to humans and experimental
animals: Naegleria, Balamuthia, Acanthamoeba and Sappinia. In particular,
Acanthamoeba is considered an FLA "ubiquitous" since it has been found in all
environments and places where it has been investigated.

The aim of this thesis was the search, isolation and identification of FLA in the waters.
Sampling sites were for the city of Bahia Blanca and other geographical sites of Argentina.
In Bahia Blanca samples of tap water tanks and household reserves, recreational water
(indoor) and streams they were analyzed. Sauce Grande River samples were taken in the
locality of Sierra de la Ventana. Drinking water and recreation of the town of Sarmiento,
Chubut province were sampled. Samples from different sources in different provinces of
Argentina were analyzed. In total 274 samples of water from different sources and
locations were processed. The samples were placed in treated water (chlorinated or other
treatment tanks, faucets, pools, etc.) and natural (rivers, lakes, canals, streams, etc.).
Within this classification, only 30% of treated water tested positive for isolation of FLA,
while natural waters within 92.6% positivity in the cultures was obtained. Of all the
isolates, 98.7% were Acanthamoeba, both morphological classification by molecular
methods; while remaining 1.3% corresponded to a strain called "non-A, non-N" without
certain generic location and ultrastructural analysis which came off the existence of
endosymbionts compatible with viral particles. Clinical samples from 4 possible human
cases of amoebic keratitis were also analyzed, resulting in 2 of them positive for AVL,
which corresponded to Acanthamoeba. FLA's presence in commercial liquid for contact
lenses, and various biological samples from a hospital in Bahia Blanca was investigated. In
both types of samples were negative isolates.

Morphometric, ultrastructural and molecular, aimed to characterize the isolates and
confirm your generic location analyzes were performed on all isolates. Additionally stress

tests were conducted at different disinfectants. Our results reinforce the adjectives of
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"ubiquitous" for AVL, especially Acanthamoeba, as were demonstrated in all the studied
environments. Its wide distribution, the finding in recreational waters and drinkig waters,
and their participation as etiologic agents of human disease, reinforcing the need to
implement prevention and control measures, as well as consideration by health personnel

when making a clinical diagnosis and establish specific treatment.



Capitulol

Introduccion

Bajo la denominacion de Amebas de Vida Libre (AVL) se agrupan numerosas especies de
protozoos ameboides que, como su nombre lo indica, son capaces de cumplir su ciclo de
vida en el ambiente, sin la necesidad de infectar a otros organismos. Dentro de las AVL
existen géneros que se comportan como amebas anfizoicas, es decir que poseen la
capacidad de vivir libremente en la naturaleza y que ocasionalmente pueden actuar como
pardsitos facultativos del hombre y animales (Page, 1988; Visvesvara y col, 2007).

Existen cuatro géneros de AVL de patogenicidad demostrada para el hombre y los
animales: Acanthamoeba, Balamuthia, Naegleria y Sappinia. (Martinez, 1985; De
Jonckheere, 1987; Kilvington y col., 1991a; John, 1993; Visvesvara y col., 1993; Centeno y
col., 1996; Martinez y Visvesvara, 1997; Khan, 2001, Schuster y Visvesvara, 2004; Lorenzo-
Morales, 2010).

1.1.  Ubicacion Sistematica:

En 1980 “The Committee on Systematics and Evolution of the Society of Protozoologists”
publicd una revisidon/actualizacién de la taxonomia de protozoos que es la
tradicionalmente usada en todo el mundo. Esta categorizacién se basa en las

caracteristicas morfoldgicas y estructurales de los organismos a clasificar (Fig.1.1).
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Reino: Protista

Sub-reino: Protozoa

Phylum: Sarcomastigophora
Sub-phylum: Sarcodina

Superclase: Rhizopoda

Orden: Amoebida Schizopyrenida
Familia:

Acanthamoebidae Leptomixidae Vahlkampfiidae
Género:

Acanthamoeba Balamuthia Naegleria

Figura 1.1: Clasificacién taxondmica clasica. The Committee on systematics and evolution of the
Society of Protozoologysts. A newly revised classification of the Protozoa. 1980. J Protozool, 27(1):

37-58.

El término protozoo (del Griego proto: primero; zoo: animal) se emplea para referirse a
organismos constituidos por una sola célula, heterétrofos y de forma y tamafio variables.
Como caracteristicas generales estos protozoos son cosmopolitas, han sido aislados de
aguas dulces, saladas, de la tierra y de hospedadores vertebrados e invertebrados.
Presentan distintos tipos de reproduccion: asexual, fision binaria, multiple o gemacién o
sexual por conjugacién (Khan, 2006).

Dentro de los ecosistemas pueden actuar como predadores ingiriendo algas, bacterias y

Ill

levaduras por fagocitosis, lo que requiere interacciones especificas del “alimento” con la
membrana plasmatica; o por pinocitosis que consiste en la ingestion de liquidos vy
particulas pequefias por invaginacion de la membrana (Khan, 2009).

El Phylum Sarcomastigophora agrupa a los protozoos que poseen flagelos, seudépodos o
ambos como forma de locomocién. Tres de los cuatro géneros de AVL que poseen amebas
patégenas para el ser humano se ubican en el Subphylum Sarcodina, que agrupa a los

protozoos con seuddpodos como cardcter distintivo, aunque en alguna etapa de su ciclo

de vida pueden poseer un estadio flagelado.
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Las amebas pertenecientes a la Super-clase Rhizopoda se caracterizan por presentar:
reproduccién asexual, enquistamiento comun, seudépodos tipo lobdpodos, fildépodos o
reticulopodios.

En el Orden Amoebida se ubican aquellos protozoos que pueden presentarse como
formas parasitas o de vida libre, sin cubierta protectora, que poseen un solo nucleo y que
carecen de etapa flagelada en su ciclo de vida (Martinez Pérez y col., 1985). Dentro de
este Orden se ubica la familia Acanthamoiebidae, la que contiene a los géneros
Acanthamoeba y Balamuthia. Balamuthia se reubicd en esta familia a partir de la década
del 90’; al momento de la publicacién citada (Fig.1.1) se encontraba dentro de la Familia
Leptpmyxidae (Khan, 2006).

Naegleria pertenece al Orden Schizopyrenida, en el cual se ubican protozoos de vida libre
gue suelen considerarse bifdsicos, ya que poseen en su ciclo de vida un estadio flagelado y
uno ameboide. Vahlkampfiidae es la familia que contiene a este género de importancia en

salud humana.

En la actualidad la “Internacional Society of Protozoologists” acepta y recomienda la
revision publicada en el 2005, y revisada en 2012 (Adl y col., 2005; 2012). A diferencia de
la revisién anterior, en esta ultima se basan en estudios morfoldgicos y ultraestructurales
modernos, asi como de los Ultimos avances en estudios moleculares filogenéticos para

reordenar a los Eucariotas en “super grupos” (Tabla 1.1).
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Tabla 1.I: Clasificacion de los Eucariotas. Extraida de “The Revised Classification of Eukaryote” Adl

y col., 2012

Supcr-groups

Examples

Fukaryota

Amorphea

Amochozoa

T'ubulinea
Myteiozoa

Crpisthokonta

Fung
Choanomonada
Metazoa

Apusomonada

Brevizia

Excavata

Metamonada
Malavwamenas
[iscoba

Dhaphorstickes

Cryplophyceaes

Centrolehda

Telonema

Haptophvia

Sai

Ceicozna
Farammmfera
“Radiolana’

Alveolata
Stramenopiles

Archaeplastida

Claucophyia
Rhodephyeeas
Cliloroplastida

Incertae sedis Fukarvota

Incertpe sedis, and
tabl= 2

Si bien, de cada uno de estos “super grupos” existe una lista detallada de caracteres, ésta

no es clasificatoria, sino que permite destacar caracteristicas morfolégicas comunes de los

microorganismos que los componen.

Los cuatro géneros de AVL que han demostrado patogenicidad en humanos se han

redistribuido en dos “super grupos”: Amoebozoa para Acanthamoeba, Balamuthia y

Sappinia; y Excavata para Naegleria (Fig. 1.2).

Myxogastria !

Super Grupo

Amoebozoa

Super Grupo

Excavata

[

Figura 1.2: Ubicacion taxondmica actual, segun Adl y col., 2012

Centramoebida

Acanthamoeba
Balamuthia

W
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La clasificacidon taxondmica del género Sappinia, de acuerdo con Wylezich y col., 2015, es

la siguiente:

Phylum: Amoebozoa
Subphylum: Lobosa
Clase: Discosea
Subclase: Longamoebia
Orden: Thecamoebida

Familia: Thecamoebidae

En la ultima actualizacién en sistematica publicada (Adl y col., 2012), se ubica al género

Sappinia dentro del Super grupo Amebozoa (Fig. 1.2) (Gallegos-Neyra y col., 2014)

Un poco de historia:

En 1948 se comunicd el primer caso de infeccién amebiana. Un soldado japonés de 22
afios capturado como prisionero de guerra en 1943 fallecié siete semanas después por
una infeccién amebiana diseminada. Inicialmente, la causa de muerte se atribuyd a
lodamoeba buetschlii, agente que se clasificéd posteriormente cono Naegleria para algunos
cientificos y como Acanthamoeba para otros (Derrick, 1948; Martinez y col., 1997;
Guitérrez, 2000).

El segundo caso de infeccidén por AVL ocurrié en Tucson, Arizona, EEUU en 1960. Se traté
de una nifia de 6 afios de edad que fallecié por un granuloma cerebral inicialmente
imputado a I. buetschlii, que posteriormente se adjudicé a Acanthamoeba spp (Kernoham
y col., 1960; Gutiérrez 2000).

En 1969 Symmers realizé el andlisis retrospectivo de dos posibles casos de Naegleriosis.
Uno correspondia a un joven de Londres fallecido en 1909, en el que los protozoos se
observaron en una preparacién histoldgica de museo. El segundo, fue el caso de una nifia
de 10 afos que falleciéd 10 dias después de un accidente en una piscina de natacién en

1937 (Symmers, 1969).
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El primer caso de meningitis fatal atribuido a Naegleria data de 1965, y fue descripto por
Fowler y Carter, en Australia (Fowler y col., 1965). En 1966 en EE.UU se registraron 4
casos de meningoencefalitis en los que se observaron elementos parasitarios amebianos,
gue ulteriormente fueron clasificados por técnicas inmunohistoquimicas como Naegleria
fowleri (Patras y col., 1966).

En base a las caracteristicas de los casos descriptos y a la identificacion de un estadio
ameboflagelado, a la infeccidén causada por N. fowleri se la denomind Meningoencefalitis
Amebiana Primaria (MAP), término acufiado por Butt en 1968 (Patras y col., 1966; Butt,
1966; Butt y col., 1968; Callicott, 1968; Martinez y col., 1997;). Luego de la descripcién de
la MAP, varios casos fueron diagnosticados en forma retrospectiva en varias partes del
mundo:

-Se identificé un brote de 16 casos en Praga, ocurridos entre 1962 y 1965 (Cerva y col.,
1968a; 1968b).

-Durante el verano de 1951-1952, ocurrieron 8 casos de meningoencefalitis fulminante en
Richmond, Virginia (Callicott y col., 1968).

-El primer caso de infeccion humana por Balamuthia mandrillaris fue documentado en
1991 (Visvesvara y col., 2007) en un paciente con Sindrome de Inmunodeficiencia Humana

(SIDA).
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1.2 Naegleria sp.

Dentro de este género se describieron alrededor de 47 especies (De Jonckheere, 2004;
2014), sélo una, Naegleria fowleri, ha demostrado ser patdgena para el humano. N.
australiensis, N. italica y N. philipinensis son patdgenas en animales de experimentacion

(Cermefio y col., 2006; De Jonckheere, 2014).

Ciclo de vida: Las amebas pertenecientes a este género alternan entre un estadio

vegetativo, con formas flageladas y ameboidales y un estadio quistico (Fig. 1.3).

La forma flagelada, postulada como el elemento infectante, puede hallarse tanto en
ambientes acuaticos como en condiciones de laboratorio por incubacién de los trofozoitos
ameboides con agua destilada a 372 C (De Jonckheere, 2002; Salomén y col., 2008). En
este estado, presenta aspecto piriforme, con 12 a 18 um de didmetro mayor (Oddé, 2006),
y un par de flagelos libres en la parte mas angosta lo que le permite “nadar” y desplazarse
en el agua (Salomén y col., 2008). Esta forma no tiene la capacidad de dividirse ni
alimentarse, en pocas horas revierte espontdaneamente al estadio ameboide (Visvesvara y
col., 2007).

El estadio ameboidal es el encargado de la reproduccidn, por fisidn binaria, e invasién de
los tejidos. Posee un tamafio de 15 a 25 um de diametro, citoplasma es vacuolado y un
nucleo Unico redondo con un gran nucléolo central refringente. Realiza movimientos por
la emisién de seuddpodos de citoplasma hialino redondeados, llamados lobdpodos, de
longitudes y tamafios variables, lo que le da la forma irregular al trofozoito (0ddd, 2006).
Cuando las condiciones de crecimiento no son las adecuadas se produce el
enquistamiento. Sélo la forma ameboidal puede enquistar (Salomdn y col., 2008) y este
fendmeno ocurre en el ambiente pero no en los tejidos infectados.

Los quistes son esféricos de 7 a 12 um de didmetro. Poseen una doble pared, exoquiste y
endoquiste, con poros dificiles de visualizar al microscopio dptico. Si bien son los
elementos de resistencia, son muy sensibles a las condiciones de sequia (Schuster y col.,

2004; Cermefio y col., 2006; Oddd, 2006; Salomon y col., 2008).
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Figura 1.3: Estadios de Naegleria fowleri, a: trofozoito, b: estadio flagelado y c; quiste. Imagen

extraida de Visvesvaray col., 2007.

N. fowleri se ha aislado de agua de rios, lagos y lagunas, especialmente en los meses
calidos. Se hallaron en piscinas, efluentes, bafieras de hidroterapia, canales de irrigacion,
agua de grifo y también en hisopados nasales de personas saludables. (Schuster, 2002;
Visvesvara y col., 2007; Kemble y col., 2012; Cope y col., 2015; Moussa y col., 2015). Las
cepas virulentas son termofilicas pudiendo desarrollarse en temperaturas que oscilan
entre los 40 y 46 °C (Oddo, 2006). N. fowlei prolifera en aguas cdlidas cuando la
temperatura ambiente supera los 30°C. Esta especie es susceptible a la cloraciéon, medio
por el cual puede ser controlada sobre todo es piscinas y aguas de consumo humano, no

asi en los cuerpos de aguas naturales (Visvesvara y col., 2007).

Patologia: La especie patdgena de Naegleria causa en el hombre y animales un cuadro
agudo y fulminante denominado MAP (Oddéd, 2006; Cermefio y col., 2006; Salomdn vy col.,
2008). Este es un cuadro de afeccibn meningea que se presenta en personas
inmunocompetentes que tienen contacto con aguas cdlidas contaminadas con este
protozoo (Martinez, 1985; Kilvington y col., 1991b; Marciano-Cabral y col., 2000). Se da
principalmente en nifios y hombres jévenes, ya que son los que realizan inmersiones mas
enérgicas y con mayor frecuencia, lo que favorece el ingreso de este protozoo a través de

las fosas nasales (Visvesvara y col., 2007; De Jonckheere 2014).
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Es una enfermedad aguda de curso rapido y fulminante que lleva a la muerte 3 a 10 dias
después de la apariciéon de los sintomas. Cuando el individuo se sumerge en aguas
contaminadas, aparentemente, la forma flagelar penetra por las fosas nasales y a través
del epitelio neuro olfatorio alcanzaria el espacio subaracnoideo donde se trasformaria en
la forma ameboidal para comenzar a replicarse e invadir en el SNC. N. fowleri prolifera en
el tejido cerebral, Liquido Cefalorraquideo (LCR) y meninges (0Oddd, 2006; Cermeiio y col.,
2006; Visvesvara y col., 2007).

N. fowleri se conoce como “la ameba que devora el cerebro”, lo cual hace literalmente por
fagocitosis a través de su amebostoma (copas de alimentacién o suctores). Ademas
secreta una bateria de enzimas: fosfolipasa, proteasas, hemolisinas, perforinas, etc.,
responsables del efecto citopdtico de la invasidon (Schuste y col., 2004). El periodo de
incubacion varia de 3 a 7 dias, los sintomas son variables pudiendo presentarse cefaleas,
fiebre, rigidez en el cuello, fotofobia, diploidia, alteraciones del gusto y olfato, trastornos
mentales, coma y muerte. Todos signos de irritacion meningea. El paciente fallece por
falla cardiopulmonar y edema pulmonar como consecuencia del aumento de la presidon
intracraneal con herniaciéon cerebral (Martinez, 1985; Visvesvara y col.,, 2006). El
diagndstico suele confundirse con el de una meningitis viral, por ello es importante el
antecedente del contacto con aguas cdlidas en los dias previos al inicio de los sintomas
(Visvesvara y col., 2007; Gallegos-Neyra y Calderén, 2012; Kemble y col., 2012; Cope y
col., 2015).

Diagndstico: Un andlisis exhaustivo del LCR y por personal familiarizado con esta etiologia
permite un diagndstico correcto y la posibilidad de una terapia temprana, con lo que se
incrementan las posibilidades de sobrevida.

El LCR de una persona infectada presenta las siguientes caracteristicas: hipertenso, color
grisaceo o blanco amarillento, puede estar ligeramente tefiido con glébulos rojos, cuyo
ndmero aumenta a medida que progresa la enfermedad. Se observa pleocitosis con
predominio de leucocitos polimorfonucleares, de 300 a 26.000 cel/mm?. El liquido es

bacteriolégicamente estéril, la glucosa es normal o estd ligeramente disminuida con
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aumento de proteinas (Martinez, 1985; Visvesvara y col., 2006). La observacion del liquido
en fresco o centrifugado a baja velocidad sin refrigerar, permite la visualizacion de
trofozoitos méviles (Visvesvara y col., 2007). En caso que no se visualicen los trofozoitos y
se sospeche esta etiologia, se recomienda realizar el cultivo del material sobre agar no
nutritivo (ANN) cubierto con bacterias.

La mayoria de los casos se diagnostican post-mortem, para lo cual se realizan cortes de
tejido cerebral que se colorean con Giemsa, Hematoxilina Eosina, Tricrdmica, etc., o bien
pueden visualizarse los trofozoitos presentes en el tejido por técnicas
inmunohistoquimicas o inmunofluorescencia directa. Las amebas se visualizan en grupos o
aisladas, redondeadas, con citoplasma vacuolado y un nucleo intensamente tefiido. Se
observan nidos de amebas rodeados de reaccién hemorragica (Visvesvara y col., 2007).
Partes de la biopsia también pueden utilizarse para realizar cultivos en agar (Seidel y col.,
1982; Martinez y col., 1997; Schuster y col., 2004; Visvesvara y col., 2006).

No es posible realizar diagndstico serolédgico, puesto que la mayoria de los pacientes
mueren inmediatamente después de la infeccidn, por lo que el sistema inmune no cuenta
con el tiempo necesario para preparar su respuesta (Visvesvara y col., 2007).

Las técnicas de biologia molecular son otra herramienta util para el diagnéstico. Se han
desarrollado protocolos de PCR, Nested PCR y Real time PCR exitosos para la identificacion
especifica de N. fowleri, tanto para muestras bioldgicas como ambientales (Visvesvara y
col., 2007, Kao y col., 2013). La principal ventaja de estas técnicas es la rapidez con que se
logra la identificacion, que oscila entre 2 a 5 horas, dependiendo del tipo de muestra, lo
cual es primordial para la implementacién inmediata del tratamiento adecuado

(Qvarnstrom vy col., 2006; Kao y col., 2013).

Tratamiento: sélo es efectivo cuando se logra el diagndstico en fases muy tempranas de la
enfermedad. Habitualmente se usa Anfotericina B en el tratamiento de la MAP, con
resultados positivo en varios pacientes. Se administra por via intratecal o intravenosa. Este

antibiético se puede combinar con Miconazol, Rifampicina o Sulfadiazina. Esta ultima
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también se utiliza en el tratamiento contra Acanthamoeba. (Salomén y col., 2008;

Visvesvara y col., 2007).

No existe hasta el momento en nuestro pais (Argentina) reporte de infecciones humanas
por Naegleria. Se han reportado casos en Colombia, Cuba, Venezuela y Pakistan, entre
otros (Galindo y col., 2013; Sierra-Calzado, 2011; Espinal y col., 2012; Shakoor y col.,
2012).

En todo el territorio de EE.UU desde 2001, mas de 32 personas resultaron infectadas por
Naegleria fowleri y sélo en dos casos, registrados en el Norte del pais, los infectados
lograron sobrevivir. (Kemble y col., 2012; Cope y col., 2015; Canal de Noticias RT (17 sep

2013); disponible en: <http://actualidad.rt.com/ciencias/view/105881-ameba-letal-

comecerebros-agua-potable-

euu?utm source=rss&utm medium=rss&utm campaign=ciencias>)

El aumento de la temperatura como consecuencia del “Calentamiento global”, favorece la
aparicion de casos de MAP en lugares en los que previamente, por cuestiones
climatoldgicas y ecoldgicas, no estaban dadas las condiciones para que esta especie

prolifere (Cogo y col., 2004).
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1.3 Balamuthia mandrillaris

Balamuthia mandrillaris es la Unica especie dentro del género Balamuthia que resulta
patégena para el ser humano y los animales.

El primer aislamiento de este género se realizd en 1986 del cerebro de un mandril que
murid de encefalitis en el Zoolégico de San Diego, en Estados Unidos. El primer caso en
humanos se registro en 1991, en un paciente inmunosuprimido (Schuster, 2002; Schuster
y col., 2003).

Inicialmente se la clasific6 como perteneciente a la familia Leptomyxidae (Fig.1.1). En
1993, cuando se logré la produccidn de anticuerpos especificos contra esta ameba, se
aparto de la familia Leptomyxidae para ser reconocida como un nuevo género y una nueva
especie: Balamuthia mandrillaris (Visvesvara y col., 2007). Se incluye, junto con

Acanthamoeba y Sappinia, dentro del Super Grupo Amoebozoa (Fig.1.2)

Ciclo de vida:

Alterna entre dos formas: trofozoito y quiste (Fig. 1.4).

Los trofozoitos son generalmente uninucleados, con un gran nucléolo denso y central, en
el cual pueden evidenciarse dos o tres cuerpos nucleares. Ocasionalmente pueden
observarse trofozoitos binucleados (Visvesvara y col.,, 1993; Schuster y col., 2004;
Jayasekera y col., 2004; 2005). Estas formas vegetativas miden de 12 a 60 um, son de
forma irregular y se desplazan por la emision de lamelipodios, proyecciones
citoplasmaticas aplanadas (Oddd, 2006).

Los quistes poseen un solo nucleo, son esféricos con un didmetro de 10 a 30 um. Al
microscopio 6ptico parecen estar formados por dos paredes, una externa ligeramente
ondulada y una interna redondeada, sin que se evidencie la presencia de poros. Al
microscopio electrénico el quiste estd rodeado por tres paredes: exoquiste irregular,
endoquiste delgado y un mesoquiste amorfo (Visvesvara y col., 1993; Martinez y col.,

2001).
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Figura 1.4: a: trofozoito y b: quiste de Balamuthia mandrillaris. Imagen extraida de Visvesvara y

col., 2007.

La informacidn sobre la fuente de infeccién es escasa y no se conoce con certeza cual es la
via de entrada al organismo (Cuevas y col., 2006; Siddiqui y col., 2015). Balamuthia ha sido
aislada de Ia tierra, por lo que la manipulacién de la misma o la inhalacidn de quistes
adheridos a sus particulas que son arrastradas por el viento podrian ser una fuente de
infeccion (Schuster y col., 2003; Dunnebacke y col., 2004). La ameba puede ingresar al
organismo por cortes en la piel, y de alli por diseminacién hematdgena llegar hasta el SNC,
o bien ingresar a través del epitelio nasal al ser aspirada (Kiderlen y col., 2004; Deetz y

col., 2003).

Recientemente se ha asilado de muestras de agua, por lo que ésta también podria actuar
como vehiculo para su transmisidn, pero no existe, hasta el momento, el reporte de casos
asociados con actividades acuaticas (Schuster y col., 2000; Baquero y col., 2014; Lares-

Jiménezy col., 2014).

Patologia:

Balamuthia mandrillaris es la Unica especie dentro de este género capaz infectar al ser
humano ocasionando una Encefalitis Granulomatosa Amebiana (EGA), causando necrosis
hemorragica en distintas locaciones del Sistema Nervioso Central (SNC). Esta infeccion

presenta caracteristicas similares a la infeccién por Acanthamoeba.
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Balamuthia puede infectar tanto a pacientes inmunodeprimidos, como a individuos
inmunocompetentes, entre ellos especialmente a nifos y adultos mayores, afectando
también a una amplia variedad de mamiferos (Rideout y col., 1997; Schuster y col., 2004;
Visvesvara y col., 2007; Siddiqui y col., 2008).

La EGA por B. mandrillaris es una infecciéon crénica, subaguda, de desarrollo lento e
insidioso, pudiendo desarrollarse en un tiempo de 2 semanas a 2 afios, no presenta
estacionalidad y por lo tanto puede darse en cualquier época del afio (Martinez y col.,
2001; Visvesvara y col., 2006).

Los sintomas de la infeccion del SNC incluyen: dolor de cabeza, fotofobia, nauseas,
vomitos, fiebre, mialgias, pérdida de peso, etc. En estos pacientes es comun la presencia
de lesiones cutaneas, muchas veces antecediendo a los sintomas neurolégicos,
principalmente en la parte media del rostro; también pueden presentar rinitis, sinusitis u

otitis (Deetz y col., 2003; Bravo y col., 2006; Seas y col., 2006).

Diagnéstico:

En las infecciones cerebrales el examen del LCR es orientativo. Este presenta niveles de
proteinas elevados, pleocitosis por linfocitos, y niveles de glucosa normales o disminuidos,
ademas de ser bacterioldgicamente estéril.

Las técnicas de diagnostico por imagenes muestran lesiones ocupantes de espacio en el
cerebro pero que requieren de un diagndstico diferencial con otras patologias (Visvesvara
y col., 2007).

Es dificil la recuperacion de la ameba del LCR; para el diagndstico correcto es importante
el analisis de material de biopsias tanto de piel, como de tejido cerebral.

El cultivo de estas amebas a partir de material de biopsias requiere de técnicas de cultivos
celulares, donde suelen utilizarse monocapas de células de rifion de mono (E6),
fibroblastos humanos de pulmén, y células endoteliales de la microvasculatura cerebral

humana (Rideout y col., 1997). Estas técnicas requieren de laboratorios especializados.
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Una herramienta que ha resultado util en el diagndstico de las infecciones por B.
manderillaris, es la técnica de inmunofluorescencia con anticuerpos especificos contra
Balamuthia sobre cortes histolégicos del material de biopsia (Visvesvara y col., 2007).

Otro método que permitiria su clasificacion es la observacidn de los quistes presentes en
la lesién por microscopia electrénica de transmisién (MET), donde es posible observar la
triple pared caracteristica del género, lo cual también requiere de centros especializados
en el manejo de las muestras para MET. Protocolos de PCR con pares de primers
especificos para Balamuthia, asi como de Real time PCR, han sido desarrollados para la
identificacidn especifica de este género. Estas técnicas reducen el tiempo de diagndstico a
aproximadamente 5 horas, lo que contribuye a la aplicacién del tratamiento adecuado en
forma temprana (Booton y col., 2003; Schuster y col., 2003; Qvarnstrom y col., 2006,
Ahmady col., 2011).

El aislamiento e identificacion de Balamuthia de las muestras de tejido, requieren de
técnicas y de equipamiento especializado, lo que no hace posible su busqueda en

laboratorios de andlisis clinicos de rutina y requiere su derivacion a centros de referencia.

Tratamiento:

No existe un tratamiento efectivo frente a una infeccién por B. mandrillaris. Esto, sumado
a la dificultad del diagndstico, complica ain mads la situacién del paciente. Casos
sospechosos de infeccidn por Balamuthia se han tratado empiricamente con mezclas de
agentes esteroides, antibacterianos, antifungicos y antiviralres (Ahmad y col., 2013).

Existe el registro de tres pacientes que sobrevivieron a la infeccidn al ser tratados con una
combinaciéon de isotionato de pentamidina, sulfadiazina, claritromicina, fluconazol y
flucitosina (5-fluorocitosina) (Deetz y col., 2003; Jung y col., 2003), y solo 4 nifios
sobrevivieron a la infeccidn (Deetz y col., 2003; Visvesvara y col., 2011; Cary y col., 2010;
Moriarty y col., 2013)

Al igual que con la otras AVL que se mencionan en el capitulo, la precocidad del
diagndstico y el tratamiento efectivo aumentan notablemente las chances de una

evolucion favorable de la infeccidén (Moriarty y col., 2013).
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Se han registrado mas de 200 casos de infecciones por B. mandrillaris alrededor del
mundo (Blake y col., 2013; Lorenzo-Morales y col., 2013, Bravo y col., 2012; Cary vy col.,
2010); en Europa, Australia, Tailandia, Japén y otros paises asiaticos (Itho y col., 2014;
Khurana y col.,, 2015). También se han detectados casos en EEUU, Canadd y México
(Moriaty y col., 2013; Lares-Jiménez y col., 2014). En Sudamérica se documentaron casos
en Argentina, Venezuela, Brasil, Perd y Chile (Taratuto y col., 1991; Martinez y col., 1997;
Riestra-Castafieda y col., 1997; Recavarren-Arce y col., 1999; Cabello-Vilchez y col., 2014).
Recientemente se registrd un caso fatal de infeccidn por B. mandrillaris en un nifio de 22
meses de edad, en la provincia de Santiago del Estero, Argentina, 2012 (Visvesvara,

Comunicacién personal).
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1.4 Acanthamoeba spp.

Las especies pertenecientes a este género se encuentran ampliamente distribuidas,
siendo el protozoo mas prevalente en el ambiente. Se ha aislado de aguas naturales y
envasadas, piscinas, sedimentos, tierra, polvo, etc. En lentes de contacto y sus estuches,
asi como también contaminado cultivos celulares (Marciano-Cabral y col., 2003; Oddd,
2006; Visvesvara y col., 2007; Stockman y col., 2011; Siddiqui y col., 2012; Tanveer y col.,
2013; Bradbury y col., 2014). Dada su presencia en todos los ambientes en los que se la ha
investigado se aplica el término ubicuista para describir a Acanthamoeba (Siddiqui y col.,
2012). Los seres humanos estamos naturalmente expuestos a estos protozoos, como lo
demuestra la presencia de anticuerpos (Ac) anti-Acanthamoeba en el 100% de los sueros
analizados en Nueva Zelanda y en mas del 85% de los individuos investigados en Londres (
Cursons y col., 1980; Brindley y col., 2009)

Su descubrimiento data de 1913, cuando Pushkarew aislé6 una ameba del polvo que
denomind Amoeba polyphagus, redescripta por Page en 1967 como Acanthamoeba
polyphaga (Pushkarew, 1913; Page, 1967).

En 1930, Castellani descubre, como contaminante en cultivos de Cryptococcus pararoseus,
una ameba de aspecto redondeado que fue rebautizada, al afio siguiente, como A.
castellanii (Castellani, 1930).

Volkonsky en 1931 crea el género Acanthamoeba, compuesto por amebas con quistes
rodeados de doble pared con la externa irregular, y caracterizadas por la formacién de
husos mitdticos notables (Volkonsky, 1931).

Durante las décadas siguientes se mantuvo en discusidn cuales eran los criterios dptimos
para su clasificacién (Singh, 1950; Pussard, 1966), hasta que en el afio 1967, Page,
considerd que la presencia de acantdpodos, subseuddpodos espinosos que forman desde
la superficie celular, y la morfologia de los quistes, son criterios suficientes para su
ubicacién genérica.

En el afio 1958 se descubre el poder patdégeno de Acanthamoeba. Durante el desarrollo de
la vacuna contra la poliomielitis, Culbertson aislé de cultivos tisulares de rifidn de mono lo

gue penso era un virus desconocido, que producia efecto citopatico in vitro, y muerte de
26



ratones y monos inoculados. M3s tarde y luego de estudios mas puntuales, demostraron
gue el microrganismo aislado debia ser clasificado como A. culbertsoni (Culbertson y col.,
1958; Culbertsosn y col., 1959).

En 1972 se registra el primer caso encefalitis claramente atribuido a este género, y en
1974 se reporta el primer caso de queratitis por Acanthamoeba (Jager y col., 1972;

Nagington y col., 1974).

Ciclo de Vida: Acanthamoeba alterna entre un estadio de trofozoito, metabdlicamente
activo, capaz de reproducirse y un estadio quistico, que es la forma de resistencia y
diseminacion (Fig. 1.5).

El trofozoito presenta un tamafio que varia de 15 a 50 um, dependiendo de la especie y las
condiciones del cultivo. Se caracteriza por la emisién de seuddpodos de longitudes
variables responsables de la locomocidn, tipo babosa, comin en las amebas. También
proyectan subseuddpodos, denominados acantépodos, por su aspecto ahusado, de alli el
prefijo “acanth” del griego: aguja, que ademas le da nombre al género. Estos son Utiles
para la adhesion a superficies, el movimiento y la captura de alimento, tales como
bacterias, levaduras, algas y otros protozoos (Allen y col., 1990; Weekers y col., 1993;
Khan 2006). Su presencia es el principal criterio morfolégico utilizado para la clasificacion
a nivel de género (Page 1967).

Su citoplasma es abundante, vacuolado, se destaca claramente su nucleo Unico con un
gran nucléolo central refringente en preparaciones en fresco. En estas preparaciones
también se visualiza claramente una vacuola pulsatil, de exclusidon de agua, encargada de
mantener el equilibrio osmatico celular (Bowers y col., 1973; Capitulo 4).

Cuando las condiciones de crecimiento se vuelven adversas, falta de alimento,
temperatura y pH extremo y/o cambios en la osmolaridad del medio, el trofozoito inicia el
proceso de enquistamiento; se reabsorben las prolongaciones citoplasmaticas y la célula
se redondea lo que conduce a un quiste maduro cuyo didametro varia de 5 a 20 um

(Weisman 1976).
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La morfologia y el tamafio de los quistes varian para diferentes especies y con las
condiciones de cultivo, pero en todos los casos estdn rodeados por una doble pared; la
externa, exoquiste, ondulada, que contiene proteinas y lipidos, y la interna denominada
endoquiste que puede ser poliédrica, estrellada u oval, que contiene celulosa (Visvesvara
2007; Khan 2006). Estas dos capas estan separadas por un espacio en toda la superficie
salvo donde se forman los ostiolos (Bowers 1969). Estas Ultimas estructuras sirven para
monitorear las condiciones ambientales y como puerta de salida para el trofozoito (Page,
1967).

La doble pared quistica parece ser la responsable de la extrema resistencia que presentan
los quistes a la desecacidn, a la falta de alimento, a la mayoria de los agentes quimicos
(cloracion, antibioticos, desinfectantes) y a los agentes fisicos (calor, congelacion,
radiacién UV) (De Jonckhere y col., 1976; Brown y col., 1977; Turner y col., 2000; Lloyd y
col., 2001; Aksozen y col., 2002).

Mazur y col., en 1995, documentaron que estos quistes permanecen viables luego de
haber sido conservados durante 24 afios en agua a 49C, e incluso mantienen su

patogenicidad en animales de experimentacion.

Figura 1.5: Acanthamoeba castellanii, a: trofozoito, b: quiste. Imagen extraida de Visvesvara y col.

2007.
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Clasificacion:

Como se comentd anteriormente la clasificacion a nivel de género se realiza en base a las
caracteristicas morfoldgicas de los trofozoitos caracterizados por la presencia de
proyecciones espinosas en su superficie (Page, 1967).

Clasificarlas a nivel de especie resultd mucho mas complicado, razén por la cual, Pussard &
Pons (1977) a partir de las 18 especies identificadas determinaron tres grupos, basados en
la morfologia y tamafio de los quistes de cada aislamiento:

Grupo | (A. astronyxis, A. comandoni, A. echinulata, y A. tubiashi) caracterizado por
trofozoitos y quistes grandes (> 18 um) con endoquiste estrellado y exoquiste esférico,
con un amplio espacio entre ellos. El quiste presenta mas de seis brazos.

Grupo Il (A. castellanii, A. polyphaga, A. rhysodes, A. mauritaniensis, A. divionensis, A.
griffini, A. lugdunensis, A. quina, A. hatchetti, y A. triangularis), dentro de este grupo se
encuentran las especies aisladas con mayor frecuencia. Los quistes son mas pequefios (<
18 um), endoquiste poligonal y exoquiste arrugado.

Grupo lll (A. culbertsoni, A. lenticulata, A. palestinensis, A. pustulosa, y A. royreba), con
quistes pequenos (< 18 um), endoquiste redondo o suavemente angular y exoquiste liso o
ligeramente arrugado.

Si bien esta clasificacién se emplea en la actualidad, es poco especifica ya que las
caracteristicas morfolégicas son muy dependientes de las condiciones de -cultivo
(Visvesvara, 1991).

Actualmente lo que se utiliza para la clasificacion y la filogenia de este género es la
secuenciacién del ADNr 18S. El andlisis de estas secuencias permitid establecer 17
genotipos diferentes, T1 a T17 (Stothard y col., 1998; Booton y col., 2005; Corsaro y col.,
2010; Nuprasert y col.,, 2010). En las ultimas publicaciones sobre aislamientos y
clasificacion se tiende a determinar el genotipo de la ameba mas que la determinacion de
especie utilizada clasicamente. (Stothard y col., 1998; Gast y col., 2001; Hewett y col.,

2003; Marciano-Cabral y col., ,2003; Khan 2006; Kashler y col., 2006).
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Infecciones:

Las diferentes especies de Acanthamoeba pueden afectar al ser humano comportandose
como agentes patdgenos oportunistas o no oportunistas.

Como oportunista afecta a personas inmunocomprometidas, ya sea pacientes con SIDA,
con terapia inmunosupresora, quimioterapia o alguna otra enfermedad debilitante,
ocasionando EGA. Con menor frecuencia produce Acanthamebosis cutanea (AC), sinusitis
y amebosis diseminada (Feingold y col., 1998; Steinberg y col., 2002; Khannay col., 2014).
Como no oportunista es el agente causal de la Queratitis Amebiana (QA) (Siddiqui y col.,

2012)

-Encefalitis Granulomatosa Amebiana (EGA):

La EGA es una enfermedad oportunista de curso lento y crénico que afecta al SNCy en la
mayoria de los casos termina con la vida del paciente en un periodo que puede ir de varias
semanas a meses (Martinez y col., 1997; Schuster y col., 2004; Visvesvara y col., 2006,
Satiln y col., 2013). Es una patologia que no presenta estacionalidad, por lo que puede
darse en cualquier época del afio.

Los sintomas son los de una infeccidn meningea, rigidez en la nuca, dolor de cabeza,
fotofobia, confusion, fiebre, vémitos, etc.

La via de ingreso de los trofozoitos al organismo no esta del todo clara, puede ser por el
epitelio neuro-olfatorio, tracto respiratorio superior, lesiones en la piel o por via
genitourinaria. La infeccién llegaria al SNC por diseminacién hematégena desde la piel o
los pulmones, o bien directamente a través del epitelio neuro-olfatorio (Marciano-Cabral y
col., 2003).

Una vez en el tejido cerebral, los trofozoitos de Acanthamoeba fagocitan las células del
hospedador a través de una estructura similar al amebostoma de Naegleria. Ademas,
secretan una bateria de enzimas que destruyen la matriz extracelular y la proveen de
nutrientes para su crecimiento; fosfolipasas, serina y cisteina proteinasa,
metaloproteinasas, activador del plasmindgeno, etc, facilitan el avance e invasién de la

ameba en los tejidos (Visvesvara y col., 2007).
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En las autopsias de pacientes con EGA, el cerebro se encuentra edematizado, con areas
necroéticas y hemorrdgicas y pueden verse trofozoitos y quistes de Acanthamoeba en los
cortes histoldgicos. Se observan lesiones necrotizantes hemorrdgicas, severa irritacion
meningea y encefalitis. Las células gigantes multinucledas forman granulomas en el tejido
cerebral siendo este tipo de respuesta minima o ausente en los pacientes
inmunodeprimidos. Estos pacientes también pueden desarrollar lesiones en la piel,
nodulos eritematosos o abscesos (Martinez y col., 1997; Schuster y col., 2004; Visvesvara y

col., 2006).

Diagndstico:

El diagndstico de EGA es bastante problematico debido a la similitud con afecciones
bacterianas o virales y por la falta de familiarizacion con esta etiologia.

El LCR presenta pleocitosis linfocitica y aumento de polimorfonucleares, glucosa
ligeramente disminuida, aumento de proteinas, y es bacteriolégicamente estéril
(Marciano-Cabral y col., 2003).

Las imagenes obtenidas por tomografia computada o resonancia magnética muestran
lesiones multifocales indicando la presencia de abscesos o masas tumorales, lo cual indica
compromiso del SNC pero no confirma la causa (Rivera y col., 2002; Shi y col., 2004;
Schuster y col., 2006; Kumar y col., 2007).

Los frotis del LCR o cortes de tejido infectado se tifien con Giemsa, Hematoxilina-Eosina,
Ticromica, Naranja de acridina o Calco flior White, lo que resalta las caracteristicas
morfoldgicas de la AVL vy facilita su visualizacién (Khan, 2006; Marciano-Cabral y col.,
2003). En estas tinciones los trofozoitos de Acanthamoeba se distinguen de macroéfagos y
otras células inmunes por sus caracteristicas nucleares, gran cariosoma central y un halo
claro que rodea al nucleo. Pueden emplearse técnicas de inmunomarcacion con sustancias
fluorescentes o inmunofluorescencia directa (Marciano-Cabral y col., 2003; Salomon y
col., 2008; da Rocha-Azevedo y col., 2009, Costamagna y col., 2014).

En los laboratorios de rutina, cuando se sospecha de etiologia amebiana en un paciente

con compromiso del SNC, se recomienda realizar cultivo en ANN de unas gotas de LCR o
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bien de la biopsia cerebral para el aislamiento de Acanthamoeba, y también de otras
amebas.

En personas sanas se detectan altos niveles de Ac contra Acanthamoeba, formados en
etapas tempranas de la vida, lo que permite su opsonizacidn y eliminacién por macréfagos
y Neutrdfilos (Cursons y col., 1980; Khan, 2006; Salomon y col., 2008; Brindley y col.,
2009). En estos individuos, Acanthamoeba no es capaz de evadir el sistema inmune, ya
gue ademas de los Ac, su suero tiene actividad amebicida y se produce la activacion del
complemento por via alternativa, destruyéndola también, de una manera Ac
independiente. El diagndstico seroldgico en pacientes inmunocomprometidos carece de
utilidad, ya que su posibilidad de generar respuesta inmune se encuentra vedada por la
rapida evolucién del cuadro y la ubicacién (ojo o cerebro) del protozoo.

Para los pacientes inmunosuprimidos el principal factor de riesgo para contraer EGA es la
exposicion a aguas contaminadas (Khan, 2006).

El diagndstico también puede realizarse por técnicas de biologia molecular,

principalmente por PCR.

Tratamiento: no existe una terapia adecuada para el tratamiento de esta patologia.
Acanthamoeba es resistente a la mayoria de los agentes antimicrobianos y a ello se le
suma la dificultad para que estos atraviesen la barrera hematoencefalica.

Se emplean combinaciones de diferentes principios: fluconazol, sulfadiazina, ketoconazol,
anfotericina, bitraconazol, algunos de los cuales tienen severos efectos secundarios
(Singhal y col., 2001; Gupta y col., 2008). Estudios recientes han mostrado buenos
resultados con una combinacién de rifampicina, sulfametoxazol trimetoprim vy
ketoconazol (Khannay col., 2014).

Son pocos los pacientes que sobreviven a esta infeccion, un diagndstico y tratamiento

temprano aumenta las posibilidades de éxito (Marciano-Cabral y col., 2003).
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-Acanthamoebosis Cutanea (AC):

La lesiones en piel por Acanthamoeba pueden representar la via de entrada al organismo
a partir de la cual ocurra la diseminacién hematégena hacia otros dérganos, o bien,
contrariamente ser la manifestacion de una infeccion diseminada por el torrente
sanguineo desde otro érgano afectado, como cerebro, pulmones, etc (Marciano-Cabral y
col., 2003; Khan, 2006; Salomon y col., 2008).

La AC se caracteriza por la formacién de nddulos eritematosos duros y Ulceras en la piel
con exudado de material purulento. El examen histoldgico de estas lesiones muestra focos
de necrosis rodeados de reaccidn inflamatoria con quistes y trofozoitos (Marciano-Cabral
y col., 2003; Khan, 2006; Salomon y col., 2008, Castillon y col., 2013). Puede presentarse o
no con compromiso del SNC. En el primer caso, su diagndstico y tratamiento es esencial
para prevenir afecciones cerebrales.

Para su diagndstico pude realizarse cultivo en ANN de material de las lesiones o biopsias
gue se tifien con Hematoxilina-Eosina, Calco fldor White (CFW) o acido peryddico de
Schiff. También pueden emplearse Inmunofluorescencia o PCR (Marciano-Cabral y col.,
2003; Khan, 2006, Costamagna y col., 2014).

Igual que para la afeccion cerebral, no hay un tratamiento efectivo. Para tratar la AC se
utiliza la aplicacién tépica de itraconazol, 5-fluorocitosina, pentamidina, ketoconazol y
clorohexamidina. (Khan, 2006). La mortalidad documentada para esta infeccion es del 73%
sin compromiso del SNC, y asciende al 100% cuando afecta el SNC (Torno y col., 2000;

Marciano-Cabral y col., 2003).

-Queratitis Amebiana (QA):

La QA es una enfermedad corneal sumamente dolorosa con compromiso serio de la
vision. Afecta a personas inmunocompetentes y no se desarrolla inmunidad protectiva por
lo que son posibles las reinfecciones (Niederkorn y col., 1999).

Son varias las especies de Acanthamoeba que pueden producir esta patologia, A.

castellamii, A. polyphaga, A. hatchetti, A. culbersoni, A. rhysodes, A. griffini, A. quina, y A.
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luddunensis (Moore y col., 1985; Moore y col., 1987; Bacon y col., 1993; Schaumberg y
col., 1998). La mayoria perteneciente al genotipo T4 (Siddiqui y col., 2012).

Los principales factores de riesgo son: malos habitos de higiene en el uso de las lentes de
contacto, el empleo de soluciones de limpieza caseras, y la presencia de abrasiones en el
epitelio corneal. Las lesiones en la cérnea producidas por cuerpos extrafios, comunes en
soldadores y otras profesiones, y la exposicion a aguas contaminas también representan
un factor de riesgo (Auran y col.,, 1987; Donzis y col., 1987; Stehr-Green y col., 1989;
Illingworth y col., 1995; Khan, 2006).

Aparentemente la infeccidon por esta ameba en la cérnea, no se produce a menos que
exista una lesidn corneal previa. La expresion de las gliproteinas que le sirven de anclaje a
Acanthamoeba se expresen 1.8 veces mds en corneas dafiadas que en sanas (Taylor 1997).
Los sintomas de QA son variables, puede presentarse con excesiva producciéon de
lagrimas, fotofobia y defectos epiteliales, formaciéon de abscesos y edema. Lo mas
caracteristico es un dolor sumamente intenso, por neuritis radial, y la presencia de un
anillo de infiltrado estromal que rodea la lesidon (Niederkorn y col., 1999; Marciano-Cabral

y col., 2003; Khan, 2006; Panjwani 2010).

Diagndstico:

El método de diagndstico parasitoldgico se basa en la busqueda de Acanthamoeba en
material de biopsia o raspado corneal previo cultivo en ANN. Por este método se amplifica
el nimero de protozoarios lo que facilita su hallazgo y provisidén para estudios posteriores.
Ademas, la busqueda de la ameba en los estuches y en los liquidos de lavado por medio
de cultivos orienta el diagndstico (Moore y col., 1989; D’Aversa y col., 1995; lllingworth y
col., 1995; Armstrong, 2000; Marciano-Cabral y col., 2003; Borin y col., 2013).

Puede destinarse una porcion de la biopsia para la realizacion de tinciones que
contribuyen al diagndstico: Inmunofluorescencia directa, CFW (tifie la pared de los
quistes), naranja de acridina o microscopia confocal (Winchester y col., 1995; Vaddavalli y

col., 2011).
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Pueden aplicarse técnicas de biologia molecular, como PCR, basada en secuencias de 18s
rRNA (Lehmann y col., 1998; Khan y col., 2001; Schroeder y col., 2001), o técnicas de
hibridacién in situ con sondas fluorescentes especificas de género (Stothard y col., 1999;
Qvarnstrom y col.,, 2006; Siddiqui y col.,, 2012). Al igual que con los otros géneros
mencionados en el capitulo, el diagndstico mediante técnicas moleculares para
infecciones causadas por Acanthamoeba tiene la ventaja del corto tiempo necesario para
la obtencién de un resultado especifico.

Comunmente se utiliza la técnica de PCR con el par de primers denominados JDP1/JDP2
(Stothard y col., 1998), especificos para el género Acanthamoeba. Con estos primers se
obtiene un producto de PCR especifico del género que ademds, mediante su
secuenciacién, permite la clasificacién en genotipos de los aislamientos. Este protocolo,
publicado por Schroeder y col., en 2001, puede aplicarse tanto a muestras clinicas como a

muestras ambientales.

En Argentina se registraron un total de 27 casos publicados de QA: 16 en Mendoza

(Lucchesi y col., 2010), 5 en Santa Fe (Nardin y col., 2008), 2 en Bahia Blanca (Gertiser y
col., 2010; Bermudez, 2010), 4 en el resto de la provincia de Buenos Aires (D’Alessandro y
col., 2007; Latapie y col., 2008; Gonzalez Moccia y col., 2009 y Menghi y col., 2012) y 20 en

una revisién no publicada en el Hospital Santa Lucia (2009-2010) realizada por Guisasola,

2011. Hasta el momento, no existen registros de EGA causadas por Acanthamoeba spp.

Tratamiento:

La QA se trata con la administracion tdpica de biguanidas (polihexametilen biguanida
0,02% o clorhexidina dicluconato 0,02%) combinadas con alguna diamidina; un antibiético
para las infecciones bacterianas asociadas, un analgésico y antiinflamatorios esteroideos
(Marciano-Cabral y col., 2003; Perez-Santonja y col., 2003).

La terapia inicial implica aplicaciones cada hora durante el dia y la noche, los primeros 2 a
3 dias. En los 3 o 4 dias siguientes sdlo se aplica durante el dia y a cada hora. Durante el

resto del primer mes, se hacen aplicaciones cada dos horas, seguidas de 6 aplicaciones por
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dia durante los siguientes meses hasta completar un afio (Dra. Erna Giagante,
comunicacién personal). Por lo tanto, el tratamiento es muy prolongado y su
administracién es de baja comodidad para el paciente, provocando molestias y perjuicios
econdmicos. El éxito terapéutico depende de su pronta instauracion y del cumplimiento
de su posologia para minimizar las posibilidades de recrudescencias de la enfermedad
(Khan, 2006).

Los quistes son menos susceptibles a la accién de las drogas y pueden permanecer por
mucho tiempo en el estroma corneal y serian los responsables de las recurrencias de la QA

(Martinez y col., 1997).
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1.5 Sappinia sp.

Tradicionalmente el género Sappinia estaba compuesto por solo dos especies: Sappinia
diploidea y Sappinia pedata; pero recientemente se descubrié una alta diversidad genética
gue sugiere la existencia de nuevas especies (Wylezich y col., 2015). Si bien la descripcion
de este género data del 1900, el interés clinico aumentd a partir del descubrimiento de su
poder patégeno en 2001.

Las amebas pertenecientes a este género son lobosas y en su ciclo de vida alternan entre
el estadio de trofozoito y quiste (Fig. 1.6).

Los trofozoitos de Sappinia miden de 50 a 60 um de longitud por 20 a 30 um de ancho y
presentan un par de nucleos unidos, que es la caracteristica distintiva de género. La
locomocion es monopodial, formando una gran “lengua” de hialoplasma, a diferencia de
los otros géneros mencionados. Las células estan cubiertas por una capa amorfa de 30 a

90 nm de espesor (Walochnik y col., 2010).

Figura 1.6: Sappinia diploidea, b: trofozoito, c: quiste, n: nlcleos. Imagen extraida de Visvesvaray

col., 2007

Durante el proceso de enquistamiento, las amebas se agrupan de a pares, rodedndose de
una sola pared. Los trofozoitos permanecen separados dentro del quiste por un septo en
forma de "S” caracteristico de las cepas de S. diploidea. Posteriormente los trofozoitos y
sus nucleos se fusionan formando un quiste binucleado, proceso complejo que se parece

al proceso de reproduccién sexual, y en un cultivo fresco pueden encontrarse varios
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estadios intermediarios de este proceso, (Nagler, 1909; Goodfellow y col.,, 1974;
Walochnik y col., 2010).
Los quistes maduros son redondeados, pequeiios, de 18-25um de didmetro, rodeados por

una doble pared (Fig. 1.7).

rafel V.
Archiv fiir Protistenkunde Bd. XV. : Tafel V.

Figura 1.7: Division celular de Sappinia diploidea (Nagler, 1909). Divisidn nuclear (113—-118):
extension del cariosoma (113), separacién de las masas nucleares (115), division (116) de la célula,
después de completar la divisidn celular externa la cromatina se disuelve (117) y forma un anillo
alrededor de cariosoma (118), células multinucleadas como resultado de la divisidon nuclear sin
division celular posterior (119-120), con tres nucleos como resultado de la division no sincrénica
(121), quiste anormal con la degeneracién de un gameto (125), quiste con un solo nucleo como
resultado de la fusion (126), dos trofozoitos antes de formar un quiste de la cépula (127). Imagen

extraida de Walochnik, J., y col., 2009.

Las especies pertenecientes a este género se han aislado de la tierra (Nagler, 1909), de las

heces de lagartos (Hartmann 1908), alces, bisontes y de ganado vacuno, por lo que se las
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clasifica como coprozoicas (Levine, 1961; Goodfellow y col., 1974). También se han
encontrado en muestras ambientales (Michel y col., 2006; Brown y col., 2007; Wylezich y

col 2009).

En 2001, Gelmant y col., describieron el primer y el Gnico caso de infeccion humana por
Sappinia diploidea. El paciente, masculino de 38 afios, inmunocompetente, solo
presentaba el antecedente de una infeccién sinusoidal. Desarrollé pérdida de conciencia,
fotofobia, nauseas, vémitos, visidon borrosa y dolor de cabeza frontal durante 2 a 3 dias.
Por resonancia magnética nuclear se observaron dos masas en el |ébulo temporal
posterior izquierdo. El paciente fue operado para extraer las masas de su cerebro y
tratado con azitromicina, pentamidina, itraconazol y flucitosina. El analisis del material
biopsiado evidencié inflamacidn necrotizante hemorragica que contenia microorganismos
ameboides con dos nucleos unidos. Esta caracteristica fue la determind que se
diagnostique como una infeccién por S. diploidea. No se observaron quistes en ese
material. Cinco afos después de la operacidén el paciente se encontraba sano y sin

secuelas de la infeccion (Gelman y col., 2001).

El cultivo de estas amebas se realiza a temperatura ambiente en ANN cubierto con una

suspension de bacterias de acuerdo a lo publicado por Page, 1988.
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1.6. AVL como “Caballos de Troya”

Las AVL actuan como “Caballos de Troya” al albergar en su interior bacterias y otros
microorganismos. La asociacién en la cual un organismo habita en el interior de otro
organismo se denomina endosimbiosis y etimolégicamente el término podria usarse para
designar a cualquier proceso de simbiosis en el cual el simbionte reside en el interior del
cuerpo de otro ser vivo (Starr, 1975).

Esta asociacidn le permite a los endosimbiontes permanecer, resistir y diseminarse en
ambientes que no son los ideales para su crecimiento. La expresion de “Caballo de Troya”
se utiliza para indicar que los microorganismos se encuentran en el interior de la ameba, y
gue ésta no es una “transportadora” que los lleva adheridos a su superficie (Khan, 2006;
Greub y col., 2004; Marciano-Cabral y col, 2010).

En el interior de las AVL los microorganismos estan protegidos de las inclemencias del
ambiente, de las defensas del hospedador y de la accion de los agentes
quimioterapéuticos utilizados para su control. Ademas los endosimbiontes pueden
reproducirse, aumentando asi su nimero para producir enfermedad.

En la década del 50°se descubrié que especies de Acanthamoeba estaban infectadas con
bacterias, y recién en 1975 se documentd que éstas podian mantener una relaciéon de
endosimbiosis con las amebas (Drozanski, 1956, Proca-Ciobanu y col., 1975).

Se han demostrado bacterias intracelulares en AVL del género Acanthamoeba en
aproximadamente el 20-24% de los aislamientos ambientales (Fritsche y col., 2000), y en
el 26% de las amebas aisladas a partir de muestras de cérneas (Marciano-Cabral y col.,
2003).

Legionella spp., Francisella tularensis, Mycobacterium avium, Burkholderia spp., Vibrio
cholerae, Listeria monocytogenes, Helicobacter pylori, Afipia felisand, Escherichia coli
serrotipo 0157 (Greub y col., 2004; Berger y col., 2006) son bacterias patdgenas que
utilizan a Acanthamoeba como célula hospedadora y como “Caballo de Troya” para su

permanencia y diseminacion.
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En el 5% de los aislamientos de este género se encontraron, también, patdgenos
intracelulares obligados, como Chlamydia, Chlamydophila y bacterias “tipo-Chlamydia”

como endosimbiontes.

Esta capacidad, de sostener el crecimiento de bacterias en su interior, sirve in vitro para el
aislamiento en el laboratorio de patdgenos intracelulares de distintas muestras clinicas
utilizando cultivos puros de trofozoitos de Acanthamoeba. Esta técnica se aplicé para el
aislamiento de L. pneumophila (Rowbotham, 1998), L. anisa (La Scola y col., 2001), y
Mpycobacterium massiliense (Adekambi y col., 2006) de muestras de esputos, abscesos y

materia fecal.

Ademads de bacterias, Acanthamoeba puede transportar en su interior virus, levaduras y
otros protozoos (Khan, 2009)

Se ha demostrado la capacidad de este género para actuar como reservorio de Minivirus,
Coxsackievirus, Adenovirus, Poliovirus y otros. La permanencia de estos virus en el
citoplasma de la ameba asegura su supervivencia y permite la transmision entre
hospedadores (Baron y col., 1980; Danes y col., 1981; Mattana y col., 2006; Lorenzo-
Morales y col., 2007).

Entre las levaduras, Crytococcus neoformans tiene la capacidad de replicarse en el interior
de Acanthamoeba. Evolutivamente esta relacion le habria permitido desarrollar las
adaptaciones necesarias para lograr virulencia sobre células de mamiferos (Khan, 2009).
Este género puede actuar también como “Caballo de Troya” de protozoos, como es el caso
de Cryptosporidium. Se ha documentado que los trofozoitos de Acanthamoeba pueden
albergar hasta seis ooquistes de este parasito, y que estos son lentamente eliminados al
medio, lo cual juega un rol importantisimo en la transmisién de la Cryptospiridiosis

(Gomes-Causo 2007).
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Al igual que Acanthamoeba, se ha demostrado que Balamuthia puede actuar como célula
hospedadora de Legionella (Shadrach y col.,, 2005), y que soporta el crecimiento
intracelular de bacterias “tipo” Chlamydia (Michel y col., 2005).

Se ha demostrado in vitro, que Naegleria fowleri también soporta el crecimiento de
bacterias intracelulares como Legionella pneumophila, pero no se ha reportado, hasta el
momento, que aislamientos ambientales o de casos clinicos de esta AVL contenga
endosimbiontes, lo que probablemente se deba a la sensibilidad que esta cepa presenta
frente al estrés ambiental (Walochnik y col., 2005).

Como vemos las AVL no solo presentan riesgos en si mismas, sino que, ademas de su
propia patogenicidad, albergan en su interior microorganismos peligrosos para la salud del
hombre y otros mamiferos y por ello es necesesario determinar la presencia de AVL en el
ambiente.

Comentarios finales Capitulo |

Las técnicas para aislamiento y cultivo de Acanthamoeba, Naegleria y Sappinia fueron
publicadas por Page en el afio 1976 y 1988, y aun hoy representan la metodologia de
eleccidn, tanto para muestras ambientales como bioldgicas. Son sencillas y econdmicas, y
se pueden implementar en cualquier laboratorio de andlisis clinicos, inclusive de muy baja
complejidad.

No asi es el caso de Balamuthia mandrillaris, que requiere de cultivos celulares para su
aislamiento.

Hasta el momento, en el mundo existe el registro de aproximadamente 120 casos de EGA
por Acanthamoeba. Este género es el responsable de mas de 10.000 casos de QA
registrados hasta el momento, 80% de los cuales estan asociados al uso de lentes de

contacto.

M3ds de 250 casos de MAP se atribuyen a infecciones por N. fowleri, la mayoria de los

cuales se produjeron en Estados Unidos. Se han registrado aproximadamente 100 casos
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de EGA por Balamuthia en todo el mundo, y solo un caso de infeccién humana por
Sappinia diploidea.

Segun estos datos se puede inferir que las infecciones por AVL en humanos presentan baja
prevalencia, sin embargo esta aseveracion es cuestionable dada la posibilidad de sub-
diagndstico para este tipo de agentes etiolégicos.

De acuerdo con lo expuesto y dada la falta de conocimiento acerca de la presencia y
distribucidon de las AVL en la Republica Argentina, el objetivo general de esta tesis fue
aislar estos protozoarios del medio ambiente, en distintas regiones de nuestro pais, y de
muestras clinicas. Los objetivos particulares fueron: Clasificar taxondmicamente cada
aislamiento a partir del estudio de las caracteristicas morfoldgicas, termofilicas y
moleculares. Realizar el andlisis ultraestructural por Microscopia Electrénica de
Transmision (TEM) y Evaluar la resistencia de las cepas obtenidas a productos

desinfectantes. Estos objetivos se desarrollan en los capitulos siguientes.
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Capitulo 2
Busqueda y aislamientos de Amebas de Vida Libre (AVL)

2.1 AVL en la naturaleza

Tal como se expreso en la introduccidn del presente trabajo, una de las caracteristicas mas
notables de las especies de Naegleria y de Acanthamoeba es su amplia presencia en la
naturaleza.

Ambos géneros se han aislado de diferentes fuentes ambientales, y en todas partes del
mundo. En el ambiente, Naegleria fowleri se |la aislado del suelo, polvo ambiental, de
aguas de piscinas, rios y lagos. Las cepas virulentas son termofilicas, desarrollandose bien
en climas tropicales con temperaturas entre 40-45°C, por lo que también se la hallé en
fuentes termales y de piscinas templadas (Cerva y col.,, 1982; Martinez y col., 1997;
Gutiérrez, 2000; Schuster, 2002; Visvesvara y col., 2007; Kemble y col., 2012; Cope vy col.,
2015; Moussa y col., 2015). El género Acanthamoeba sobrevive en distintos ambientes,
estando ampliamente distribuido en la naturaleza. Se aislaron especies Acanthamoeba de
muestras de tierra, polvo, arena y aire; de aguas dulces de rios, lagos y lagunas; de
océanos, mares, y sus sedimentos, también en charcos y acequias y en aguas estancadas
(Marciano-Cabral y col., 2003; Oddé, 2006; Visvesvara y col., 2007; Stockman y col., 2011;
Siddiqui y col., 2012; Tanveer y col., 2013; Bradbury y col., 2014).

En nuestro pais existen registros de aislamientos ambientales de AVL en las provincias de

Mendoza, Corrientes y Cordoba.
En Mendoza se trabajé con muestras de aguas y de suelo. Se analizaron aguas utilizadas

para riego, de piscinas y agua corriente. De las 25 muestras de aguas analizadas, 14

resultaron positivas para el aislamiento de AVL y de las 25 muestras de suelo, sélo 4
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tuvieron cultivos positivos. Todos los aislamientos se clasificaron morfoldgica y
molecularmente como pertenecientes al género Acanthamoeba (Lucchesi y col., 2010).

Segun datos bibliograficos, en la provincia de Corrientes se analizaron aguas de rios
(n=288), de lagunas (n=384) y de piletas de natacidn (n= 216). El 85,3% de las mismas fue
positivo para el aislamiento de AVL. En las aguas de piscinas el 100% de los aislamientos
correspondiod al género Acanthamoeba. Mientras que para las muestras de rios y lagunas
se aisld, ademads del género Acanthamoeba, el género Naegleria en el 56% y 61% de las
mismas, respectivamente, siendo este ultimo el Unico registro de la presencia de este

género en nuestro pais (Gorodner y col., 2006).

En la provincia de Cérdoba, Republica Argentina, entre enero de 2009 y diciembre de 2012
se analizaron un total de 142 muestras en busqueda de AVL, 8 muestras ambientales, y
134 muestras de abscesos corneales y liquidos conservantes de lentes de contacto. Solo 8
de estas muestras fueron positivas para AVL: 2 de aguas de fuentes, 1 proveniente del
liguido conservante de lentes de contacto, 2 de epitelio corneal de pacientes con
gueratitis amebiana y 3 de solucidn salina de escobillados anales con AVL, y de ellas solo el
50% se confirmd por biologia molecular como perteneciente al género Acanthamoeba
(Laconte y col., 2013).

Dada su ubicuidad y el desconocimiento sobre su distribucidon en nuestro pais, el objetivo

de este capitulo fue determinar la presencia de AVL en muestras ambientales (aguas

naturales, de recreacion y de consumo), en distintas regiones de la Republica Argentina, y

en muestras clinicas humanas provenientes de procesos patolégicos.

45



2.1.1 Ecoepidemiologia de AVL en Bahia Blanca.

Introduccidén:

La Bahia Blanca (o estuario) es un accidente geografico del mar Argentino situado en la
transicion entre las regiones pampeana y patagonica. Esta bahia es una profunda y
angosta entrada de mar en el continente. Su nombre le otorgd el propio a la ciudad mas
importante préxima a sus riberas, la ciudad de Bahia Blanca. Es la ciudad cabecera del
partido de Bahia Blanca, el cual presenta una superficie de 228.000 hectareas y se ubica

en el sector norte del canal principal del estuario.

Bahia Blanca es una ciudad costera ubicada en el sudoeste de la provincia de Buenos
Aires, a 38° 44” de latitud sur y 62° 16” de longitud oeste; a 730 km al sur de la Capital

III

Federal. Fue fundada en 1828 y se destaca por su rol de “metrépoli regional” y por su
cercania al puerto de Ingeniero White, primer puerto de aguas profundas de Argentina.
Tiene una poblacion, segun el ultimo censo (afio 2010) de 301.572 habitantes, siendo el
principal centro urbano del partido, concentrando el 92,3 % de la poblacién del mismo

(Fig. 2.1).

&
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Figura 2.1: Ubicacion de Bahia Blanca (flecha) en la Provincia de Buenos Aires, Argentina
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La ciudad presenta una base agricola —ganadera, consoliddndose como centro urbano, y

asentamiento de importantes empresas agroindustriales y del sector petroquimico.

Esta bahia posee caracteristicas estuariales y se postulé que la misma se formé por un rio
de gran caudal que desapareci6 o cambié su recorrido. Sélo dos cursos fluviales
permanentes vierten sus aguas en esta bahia, el rio Sauce Chico y el arroyo Naposta
Grande.

El Arroyo Napostd Grande forma parte de la regién de influencia del estuario de Bahia
Blanca, cuyo dominio continental comprende el sector sudeste de la provincia de La
Pampa y una parte del sudoeste de la provincia de Buenos Aires (Camarata, 1982). La
cuenca del arroyo Naposta Grande posee un area de 1.237 km?, siendo la extension de su
curso principal de 105 Km, nace en el cerro homdénimo y fluye con un leve rumbo Este-
Oeste convergiendo hacia el Sur, luego de recorrer una corta distancia desde su origen. En
el sector medio su cauce adquiere un pronunciado trayecto semicircular para luego
retornar abruptamente en direccidon hacia el estuario, atravesando la ciudad de Bahia

Blanca en sentido noroeste-sudoeste (Fig. 2.2).
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Figura 2.2: Plano de Bahia Blanca, con Arroyo Napostd (flechas negras) y Canal Maldonado (flecha

azul).
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La cuenca inferior del Arroyo se extiende desde el paraje Puente Canesa, a 20 Km de la
ciudad de Bahia Blanca, hasta la desembocadura en el estuario, atravesando la ciudad. En

este tramo el arroyo no recibe aportes significativos de otros caudales.

En el drea urbana de la ciudad de Bahia Blanca el arroyo ha sido canalizado y durante una
parte de su curso se encuentra entubado, lo cual le permite escurrir con un caudal de 40
m>.s™. Diez kilémetros antes de su desembocadura, se bifurca en el curso principal y el

arroyo Maldonado. Ambos arroyos pueden drenar 300 m*.s™ de agua del area urbana vy

conjuntamente demarcan el antiguo cono aluvial del arroyo Naposta Grande (Melo, 2004).

Por sus caracteristicas climaticas, el Suroeste bonaerense esta comprendido en la franja
planetaria de climas templados con veranos e inviernos bien marcados y primaveras y
otofos moderados. El clima del sudoeste se define como un tipo transicional, entre el
calido y humedo clima del este de la provincia de Buenos Aires, y el clima frio y seco que
predomina en la Patagonia (Capelli y col., 2006). El clima del sector este es también

transicional graduando hacia un subtipo hiumedo hacia Bahia Blanca.

Las temperaturas medias anuales estan comprendidas entre 14 2C y 20 2C, con registros
gue frecuentemente llegan a valores extremos durante la estacién célida, habiendo
llegado en el verano de 2014, a temperaturas de hasta 49 grados centigrados, marcas
poco habituales en décadas anteriores. En cuanto a las precipitaciones medias, durante el
periodo 1970 a 2008, se determiné que fueron de 841,1 mm al sudeste y 380 mm al

sudoeste (Campo y col., 2008).

Por otra parte Bahia Blanca se caracteriza por ser ventosa con flujo predominante de los
sectores Norte y Noroeste y velocidades medias de 24 Km.h™. La rugosidad urbana, la
canalizacién de los vientos y la influencia de la isla de calor modifican la velocidad y la
direccion del viento, con una notable aceleracion de flujo en torno de los edificios (Capelli

y col., 2006).
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Si bien no estd permitido el uso recreacional de las aguas del Arroyo Napostd y del canal
Maldonado, en muchos sectores de la ciudad es utilizada como tal en los meses calidos.
Estas aguas podrian comportarse como una fuente importante de exposicién a parasitos y

otros agentes causales de enfermedad para los usuarios.

2.1.1.a. Amebas de Vida Libre (AVL) y el agua:

Objetivos:

El objetivo de esta seccion fue la busqueda de AVL en aguas recreacionales de Bahia
Blanca y en agua destinada a consumo, proveniente de tanques domiciliarios y de grifos
conectados directamente a la red de distribuciéon de agua potable, y en diferentes puntos
de la ciudad. Para ello, durante el periodo 2007-2008 se realizé la toma de muestras de
agua en: piscinas (natatorios) cubiertas, utilizadas para ensefianza y entrenamiento; en el
Arroyo Napostd, que atraviesa la ciudad, que si bien no es un sitio permitido como
balneario, en algunos sectores de su recorrido se lo utiliza como tal y en diferentes

domicilios (agua de red).

Materiales y métodos:

Piscinas cubiertas:

Se estudiaron 7 piscinas cubiertas de la ciudad de Bahia Blanca, provincia de Buenos Aires,
Argentina durante la primavera de 2007 y verano, otofio e invierno de 2008. En cada
pileta se tomaron, por estacidn, cuatro muestras en frascos de vidrio estériles de 470 ml
de capacidad, tres para la busqueda de AVL: una del fondo, una de superficie y una de
raspado de pared; la cuarta se destind al andlisis bacterioldgico. Se colectaron un total de
84 muestras para investigar la presencia de AVL. En cada establecimiento se registraron

datos de temperatura ambiental, temperatura del agua, pH y concentracién de cloro.
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Arroyo Naposta:

Inicialmente se realizd un muestreo en 20 puntos, en un recorrido aproximado de 500 m
(Fig. 2.3), con una distancia estimada entre cada uno de ellos de 25 m. Luego se procedié
al muestreo estacional de dos de los sitios separados por aproximadamente 300 m (Fig.

2.4) recogiendo 8 muestras a lo largo del afio.

Figura 2.3: mapa de la zona de muestro correspondiente al Arroyo Napostd.  Sitios de muestreo
estacional (Estrellas amarillas)

W
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Figura 2.4: Sitios de muestreo estacional sobre el Arroyo Naposta.
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Aquas de consumo:

El muestreo de estas aguas se realizé de forma aleatoria en distintos puntos de la ciudad.
Se colectaron 14 muestras de tanques domiciliarios y 13 muestras de grifos conectados a
la red de distribuciéon de agua potable. Para su ubicacién, el plano de Bahia Blanca se
dividié en cuatro cuadrantes a partir de la Plaza Rivadavia, ubicada en el centro de la

ciudad (Fig. 2.5).
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Figura 2.5: Plano de Bahia Blanca mostrando en los cuatro sectores los sitios de muestreo. ® Agua
de grifos, conectados a la red de distribucidn de agua potable. ® Agua de tanques domiciliarios.
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En todos los sitios mencionados se recogieron muestras y se procesaron segun lo
detallado previamente. En el caso de las muestras de piscinas los cultivos se realizaron por
duplicado, incubando una de las palcas a 42°C para investigar la presencia de especies
termofilas.

En las piscinas, se determind, ademas, la calidad bacterioldgica del agua, para lo cual se
realizd la prueba de Recuento de bacterias herdtrofas en Placa (RHP). Se tomé 1 ml de la
muestra original y de las diluciones seriadas hasta 1/100 y se sembraron por la técnica de
agar volcado en cajas de Petri con agar Plate Count. Se incubaron en estufa a 32°C durante
48 h y se realizd el recuento de colonias desarrolladas como Unidades Formadoras de

Colonia (UFC)/ ml.

Procesamiento, siembra y cultivo para aislamiento de AVL.

1.1 Muestras de aguas

Las muestras de agua se recogieron en botellas de vidrio estériles, de boca ancha, o en
frascos estériles comerciales utilizados para analisis de orina. Se recolectaron en forma

estéril y sin contaminacién ambiental.

1.1.a De cuerpos de agua:

Para recolectar las muestras los frascos fueron sumergidos en el agua, aproximadamente
a 20 cm de la superficie, se abrid la tapa de los mismos, y una vez llenos se taparon. Todo
el procedimiento se realizé bajo el agua, evitando asi la contaminacion de las muestras

con el aire.

1.1.b De grifos:
Se tomaron los recaudos necesarios para la obtencién de wuna muestra
bacteriolégicamente estéril. Las canillas de donde se tomaton las muestras tuvieron el

siguiente tratamiento:
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. Se quitaron de la canilla tubos de goma o dispositivos que estuvieran presentes
para evitar el salpicado o la contaminacion con cualquier elemento extrafio. Se limpid la
boca de la canilla para sacar la suciedad de la parte interna, después se dejo correr el agua

en abundancia durante 2 o 3 minutos, luego se cerré perfectamente la canilla para

esterilizarla.
. La canilla se esterilizé flameandola con un hisopo de algodén embebido en alcohol.
. Se abrid la canilla con cuidado y se dejo salir agua durante medio minuto en forma

tal que el chorro no fuera intenso. Sosteniendo el frasco estéril se destapd
cuidadosamente, evitando todo contacto de los dedos con la boca del frasco, se llend y se
tapod herméticamente.

En los casos en que no pudo flamearse la canilla, esta se abrié y se dejé correr agua por 5

min.

1.1.c. De tanques domiciliarios:

Se sumergid el frasco estéril bajo el nivel de agua, se raspo la pared del tanque con la boca

del frasco y se lo tapo bajo el agua.

1.1.d Procesamiento de las muestras de aguas obtenidas:

Una vez recogidas las muestras se llevaron al laboratorio en donde se dejaron reposar
entre 18 y 24 h. Transcurrido este periodo se descartd por volcado parte del sobrenadante
de la botella o del frasco, reteniendo aproximadamente un volumen de 40 ml. Este
volumen remanente se centrifugd, hasta llegar a volumen cero, por periodos de 10 min a
2000 rpm, en tubos plasticos estériles de 15 ml con tapa a rosca. El pellet obtenido de las
sucesivas centrifugaciones se utilizd para realizar la observacién directa de la muestra y la

siembra.
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Para la observacion directa se colocd una gota del pellet entre porta y cubreobjetos y se
observé al microscopio oOptico (MO). Se registr6 como positiva la observacion de
estructuras compatibles con trofozoitos y quistes de AVL. Para mejorar la visibilidad de los
guistes en la observacién microscépica directa, se colocé una micro-gota de tinta china
(comercial, para dibujo) entre el porta y cubre con la muestra, lo que permitia ver los

guistes sin tefiir, sobre un fondo negro.

1.1.e Siembra:

Para la siembra se utilizaron placas de Petri estériles, descartables, de 6 cm de diametro
con aproximadamente 5 ml de Agar No Nutritivo (ANN) (Ver preparacion de ANN: Seccion
1.4 Medios de cultivo y soluciones). Una vez que se solidifico el ANN, se colocaron sobre
su superficie 500 pl de una suspensién de Escherichia coli en Page, y sobre ésta 100 pul de

la muestra de agua.

1.3 Cultivo:

Las placas sembradas se colocaron en estufa de cultivo a 37°C. A las 48 h de incubacién se
realizd la primera observacidn para evidenciar si hubo o no crecimiento. Para ello se raspé
con ansa bacterioldgica la superficie del agar, el material extraido se suspendid en una
gota de agua destilada estéril sobre un portaobjeto y se observé al microscopio dptico;
primero se recorrié con 10X y luego se confirmaron las estructuras sospechosas con 40X.
El cultivo fue considerado positivo cuando se observaron trofozoitos y/o quistes
morfolégicamente compatibles con AVL. Cuando el resultado fue negativo, la observacién
se repitié la diariamente durante 7 dias. Si a los 15 dias de incubacidon no se observo
desarrollo de AVL, se descartd y se registré6 como negativo.

En las muestras que resultaron positivas se realizé el estudio morfolégico y morfométrico
de las cepas aisladas. Se registrdé la formacién de acantdpodos, seuddépodos y las
caracteristicas del nucleo en los trofozoitos aislados. En los quistes se registraron las

caracteristicas de la pared, y el nimero de ostiolos.
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Se midieron con ocular micrométrico los didmetros mayores de por lo menos 60

trofozoitos y 60 quistes, para obtener los tamafos promedio de los mismos.

Para descartar la presencia de especies pertenecientes al género Naegleria se realizé la
prueba de Transformacion Amebo-Flagelar (TAF). Para ello cada muestra positiva se repicé
en ANN y a las 48 h de incubacidon se le agregd 3 ml de agua destilada estéril a
temperatura ambiente. A las 2, 4 y 6 horas de incubacién se realizaron observaciones en
fresco, entre porta y cubre. Con esta prueba, si la AVL aislada corresponde al género
Naegleria, cambia a la forma flagelada (Fig. 1.3 b), caso contrario se observa sélo la forma

ameboide de los trofozoitos (Fig. 1.3 a).

1.4 Medios de cultivo y soluciones:

-ANN (Agar-Agar 1,5% en Solucion de Page (p/v)): Para preparar el ANN se pesd en
balanza digital 1,5 gr de Agar-Agar Britania (Cddigo B0101405, Lote 230) y se disolvid en
100 ml de Solucién de Page (Ver composicion mas abajo). El medio fue calentado a bafio
Maria hasta ebullicién, se fracciond de acuerdo a su uso y se esterilizd en autoclave a

121°C durante 15 min.

-Solucién de Page:

NaCl (Anedra Lote 18476-1)......cccecevvvvvvreervernenns 120 mg
MgS04 x 7H20 (Anedra Lote 18440-2)............... 4 mg
CaCl2 x 2H20 (Anedra Lote 18448-1).................. 4mg
Na2HPO4 (Mallinckrodt, 7917)...ccccceveeeereeneeenne. 142 mg
KH2PO4 (Anedra Lote 18808-88)...........cccveveneee. 136 mg
H20 destilada CSP....ccveereereneireie et 1000 ml

-Cepas de E. coli: como se puede utilizar cualquier cepa aislada en Agar Levine,

identificadas por su caracteristico brillo metalico, nosotros solicitamos a un laboratorio de
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Bacteriologia de la ciudad de Bahia Blanca, una cepa tipificada adecuadamente, y con ella
se trabajé durante toda la Tesis, realizando repiques semanales. De esta cepa, con un ansa
se tomd material que fue suspendido en un tubo con solucién de Page estéril con turbidez

equivalente a tubo 2 de Mc Farland.

Para perpetuar la cepa se realizaron repiques en Agar nutritivo, que fueron conservados

en heladera por periodos de hasta 6 meses.

-Agar nutritivo (Agar sangre base 0,7% en agua destilada (p/v)): para su preparacién se

pesaron 0,35 g de Agar Sangre base en balanza digital y se disolvieron en 50 ml de agua

destilada. El medio se calenté a bafio Maria hasta ebulliciéon, se fraccioné de acuerdo a su

uso y se esterilizé en autoclave a 121°C durante 15 min.

Resultados:

Piscinas Cubiertas:

En 5 de las 7 piscinas (71%) estudiadas se aislaron AVL en las placas incubadas a 37°C, al
menos en una época del afio (Tabla 2.1). Del total de muestras (n: 84) donde se investigd la
presencia de AVL, 22 (26%) tuvieron cultivos positivos, las especies halladas en todos los
casos se clasificaron morfolégicamente como pertenecientes al género Acanthamoeba. El
examen directo de todas las muestras fue negativo.

Teniendo en cuenta el/los sitios muestreados en las piscinas, los 22 aislamientos de
Acanthamoeba se repartieron de la siguiente forma: 6 (27 %) del fondo de las piscinas; 8

(36,5 %) de superficie y 8 (36,5 %) de las recolectadas por raspado de pared (Fig. 2.6).
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Figura 2.6. Porcentaje de muestras positivas por sitios de muestreo.

Los datos de temperatura ambiental, temperatura del agua, pH, concentracién de cloro y

RHP se muestran en la Tabla 2.I. La concentracidon de cloro permitida por reglamento

Municipal en las piscinas, es de hasta 2 ppm.

Tabla 2.1. Datos fisicoquimicos y bioldgicos obtenidos durante el muestreo estacional y

aislamientos de Amebas de Vida Libre en piscinas cubiertas de Bahia Blanca. 2007/08.

Aislamiento
o Bacterio-
Piscinal Cloro [T Amb|T Agua v liseico rip Muestra Positivo/ o
o o o p ogico Determinacion
Ne | (ppm) | (°C) [ (°C) Urcimi TAF | Estaciones del o
(UFC/mI) f£6ndo Sup | Pared . taxondmica
afio
1 la3 [20a29|32a34|6,5a7,8 100 + + - P-V-I Acanthamoeba spp.
2 1,5a3|25a32/24a34| 6a7,2 65 + + - P-V-I Acanthamoeba spp.
3 la3 [24a29|30a32| 6a7,2 65 + + - P-0 Acanthamoeba spp.
4 15 [22a27|36a40| 7a7,8 450 - - - | Acanthamoeba spp.
5 la3 [22a34|25a32|7,5a8,2 400 + + - I-P-0 Acanthamoeba spp.
6 ]0,5a1,5|24a32|33a36(6,5a7,8 60 - - - - -
7 104a3[24a2930a32(6,52a8,2 30 - - - - -

T. Amb: Temperatura Ambiental T. Agua: Temperatura del Agua

RHP: Recuento de Heterdtrofas en Placa

TAF: Transformacién Ameboflagelar; P: Primavera, V: Verano, O: Otofio, I: Invierno
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La positividad por estacion se muestra en la Fig. 2.7 con 57% de muestras positivas en

invierno y primavera, y 29% en otofio y verano.
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Figura 2.7. Porcentaje de positividad de las muestras por estacion.

A los aislamientos se los agrupd por piscina y por estacion, ya que las amebas aisladas en
cada uno de ellos presentaban las mismas caracteristicas morfoldgicas, reduciéndose el
numero a 12 (Tabla 2.lI). En todos los casos las especies halladas se correspondieron
morfolégicamente con el género Acanthamoeba, con trofozoitos de un tamafo variable
entre 13,5 um y 25,5 um; los quistes presentaron un tamafio entre 6,3 umy 13,4 um. En
base a sus caracteristicas, los aislamientos correspondieron: 8 al Grupo Il y 4 al Grupo Il

(Tabla 2.11).

La TAF resultd negativa para todos los casos (Tabla 2.1). Los cultivos incubados a 42°C no

mostraron desarrollo.
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Tabla 2.11. Aspectos morfolégicos de quistes y trofozoitos de los aislamientos obtenidos de piscinas

cubiertas.
Tamafio (um)
Ne de brazos | Grupo *
Aislamiento| Quistes |Trofozoitos
1P 11,4+1,2 | 17,1+£3,8 4-5 I
1V 12,1+1,6 | 19,2+4,1 4-5 I
11 11,2+1,9 | 16,7+ 3,6 4-5 Il
21 80+1,5 13,5+1,8 ausentes 11
2P 6,3+1,3 15,3+4,7 ausentes 11
2V 11,2+1,6 | 18,3+3,4 4-5 Il
3P 10,6 £2,4 | 16,6 £4,1 3-5 I
30 109+1,4 | 151+34 3-5 I
4] 81+1,6 15,0+ 4,8 ausentes 11
51 13,4+2,5 | 25,5+4,8 4-6 Il
5P 10,3+1,5 | 19,1+4,8 4-6 Il
50 90+1,4 19+2,3 ausentes 11

1 a 5: Numero de piscina. I: Invierno. P: Primavera. O: Otofio. V: Verano.
*Segun clasificacion de Pussard & Pons, 1977

Arroyo Napostd:

En el barrido inicial de 20 muestras recolectadas en un tramo del recorrido del arroyo, se
obtuvo el 100% de los cultivos positivos, siendo la observacion directa positiva solo en el
45% de las mismas (Gertiser y col., 2008; Gertiser y col., 2009). El muestreo estacional de
los sitios seleccionados arrojé resultados idénticos, el 100% de los cultivos fue positivo en
todas las estaciones, con un 44% de observaciones directas positivas (Fig. 2.8). En todos
los casos los aislamientos hallados, clasificados sélo por microscopia 6ptica, se ubicaron

en el género Acanthamoeba. De acuerdo con la clasificacion de Pussard & Pons, el 22%
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correspondio al Grupo Il, y el 78% restante al Grupo Ill. El tamafio de los trofozoitos oscild

entre 10,8 y 18,4 um de diametro, mientras que el de los quistes fue de 5,8 a 12,3 pum.

Aguas de consumo:

Se aislé Acanthamoeba en el 28,6% de los tanques domiciliarios de agua de consumo

(Gertiser y col., 2008; Gertiser y col., 2009), mientras que en las muestras tomadas de

grifos conectados en forma directa a la red de distribucion de agua potable, sin pasar por

el tanque intermediario, no se evidencié presencia del protozoo (Fig. 2.8).

Con referencia a los Grupos hallados, segun clasificacion de Pussard & Pons, en las
muestras de tanques domiciliarios, encontramos que el 50% de las muestras

correspondieron al Grupo Il y el otro 50% al Grupo Il
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Figura 2.8: Porcentaje de muestras positivas para Acanthamoeba segun sitios de muestreo, Bahia
Blanca, 2007-2010.

En la observacion microscépica, de todos los aislamientos mencionados, los trofozoitos
mostraron caracteristicas distintivas. Movimiento lento tipicamente ameboide por

emision de seuddpodos y finas proyecciones citoplasmicas, los caracteristicos
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acantopodos; nucleo refringente y vacuolas de exclusion de agua muy visibles que se
contraian y desaparecian intermitentemente (Fig. 2.9). Los quistes presentaron una doble
pared, compuesta por una externa, irregular o lisa y gruesa (exoquiste), y otra interna
(endoquiste) mas fina y lisa, poliédrica o esférica, criterio utilizado para la clasificacion del

género Acanthamoeba en Grupos de Pussard & Pons, 1977 (Fig. 2.10y 2.11).

Figura 2.9. Trofozoitos de Acanthamoeba spp., en fresco con las caracteristicas propias del género.
* acantdpodos, flechas negras: vacuolas de exclusion de agua, flechas blancas: nucleos.

Figura 2.10. Quistes de Acanthamoeba spp., Grupo Il. Flecha negra: exoquiste; flecha blanca:
endoquiste; * Brazos.
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Figura 2.11. Quistes de Acanthamoeba spp., Grupo Il

La prueba TAF resultd negativa para todos los aislamientos de las fuentes mencionadas.

La observacion directa de los sedimentos de las muestras de agua, entre porta y
cubreobjetos con vy sin tinta china, mostré que la sensibilidad (medida como muestras
positivas o negativas detectadas por cada método) no cambié cuando se utilizé uno u otro
procedimiento. Sin embargo la impregnacidn con tinta china facilitd el hallazgo de las AVL.
El tiempo necesario para realizar su busqueda se optimizdé enormemente, reduciéndose
en un 40% respecto de su no utilizacién. Con el contraste de la tinta china, las AVL se
hallan rdpidamente con 10X y luego se confirma su determinacion en 40X (Fig. 2.11.1). Por

este motivo (tiempo) es que recomendamos su utilizacién.

Figura 2.11. 1: Quistes de Acanthamoeba tefiidos con tinta china. a: con 10X, y b con 40X

Discusidn y conclusiones

Contrariamente a lo sefialado en algunas publicaciones (Mufioz y col., 2003; Cermefio y

col., 2006) las observaciones microscopicas directas de todas las muestras de las piscinas
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resultaron negativas, resaltando la importancia del cultivo en ANN, que brinda las
condiciones necesarias para aumentar la sensibilidad del estudio. La sensibilidad de la
observacién directa para las otras muestras de agua, arroyos, tanques, grifos, no supero el
50%.

Segun lo publicado, la incubacién de las muestras a 42°C, favoreceria el crecimiento de
amebas pertenecientes al género Naegleria, que son termofilicas, dificultando el
desarrollo de otras especies que pudieran estar presentes en la muestra (De Jonckheere y
col., 1977). El hecho de que no hubo desarrollo en ningunas de las muestras de piscinas
incubadas a esta temperatura y que las pruebas de TAF de todas las aguas estudiadas
resultaran negativas, nos permitiria descartar la presencia de este género en las muestras
estudiadas.

El crecimiento de Acanthamoeba a 37 °C facilitaria su comportamiento como patdgeno
potencial, ya que demuestra la capacidad de crecimiento a la temperatura corporal
humana (Khan y col., 2001). Sin embargo, para demostrar la virulencia de un aislamiento
de Acanthamoeba, es necesario realizar cultivos celulares y/o inoculacion en animales de
experimentacion.

Del total de piscinas estudiadas sélo dos resultaron negativas. En ambas se observaron
condiciones distintivas respecto del resto, que eran mas antiguas y en las que se realizaba
cloracion vy filtracion de agua tradicionales. Una de ellas (piscina 6) poseia un sistema
robotizado de cloracién y limpieza permanente de las paredes de la pileta, con lo cual se
minimizaria el crecimiento de microorganismos que pudieran actuar como sustento para
la proliferacién de Acanthamoeba; ademas, el agua que abastecia la piscina era tratada
por un sistema compuesto por varios filtros ubicados consecutivamente. La otra (piscina
7) habia sido refaccionada previamente al inicio del muestreo reemplazandose todo el
interior de la misma.

En este caso, el material nuevo de la piscina reduciria la formacién de biofilms vy
consecuentemente la proliferacion de amebas. Un biofilm o biopelicula es una poblacién
de microbios asociada a una superficie y embebida en una matriz de polimeros

extracelulares (Lau y col., 2005). Varios trabajos indican que la formacion de biofilms
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sobre la superficie de las lentes de contacto aumentaria la afinidad de unién y favoreceria
el crecimiento de Acanthamoeba (Simmons y col., 1998; Tomlinson y col., 2000; Beattie y
col., 2003). Si trasladamos estas observaciones a la formacién de biofilms sobre las

paredes de las piscinas podriamos conjeturar que tendrian un efecto similar.

En concordancia con otros autores (Vesaluoma y col., 1995) no hallamos correlacion entre
la calidad bacteriolégica del agua y el aislamiento de Acanthamoeba (Tabla 2.I). Los
quistes de Acanthamoeba spp. pueden llegar a las piscinas por el aire (Kingston y col.,
1969), por el agua que se utiliza para su llenado (Jadin y col., 1972; Hoffmann y col., 2001)
o transportados por los bafiistas (Rivera y col., 1991). Todas estas fuentes son dificiles de
controlar, de manera que investigar la presencia de Acanthamoeba y determinar las
especies presentes, es relevante para tomar medidas profilacticas tendientes a disminuir
los riesgos de infeccidn en los usuarios de piscinas.

La distribucion de las AVL en las piscinas no es homogénea dependiendo de numerosos
factores tales como la biologia del parasito, tipo de recirculacion del agua, material
utilizado en su construccién, tipos de filtracion del agua, métodos de desinfeccion,
frecuencia de baiiistas, el tiempo de uso de la piscina, y acimulo de sustancias organicas
(Moura, 1980). Como se muestra en la Fig. 2.6, el mayor nimero de muestras positivas
correspondid a la superficie del agua y al raspado de pared. Esto podria deberse a una
mayor exposicion de la superficie del agua al aire, una de las fuentes de provision de
quistes, y a la formacién sobre la pared de biofilms, que sustentarian la adhesién vy el
crecimiento de Acanthamoeba y otros microorganismos (Vesaluomay col., 1995).

La distribucion estacional (Fig. 2.7) muestra que el mayor numero de aislamientos
positivos se registré en las estaciones de invierno y primavera, lo que coincide, segun
comunicacion de los propietarios de piscinas, con los meses en que concurren la mayor
cantidad de baiiistas a las mismas. Esto estaria en concordancia con que las personas
también son fuente de contaminacién de las aguas, ya que es posible que transporten AVL

sobre su cuerpo adquiridas por el polvo ambiental (Riveray col., 1991).
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Para las aguas del Arroyo Naposta, el elevado porcentaje de aislamientos de AVL,
particularmente de especies de Acanthamoeba, fue el esperado dada su amplia
distribucion ambiental. Aguas con un alto contenido de materia orgdnica sirven de
sustento para su crecimiento, ya sea de forma directa o por permitir el desarrollo de
especies que sirven de alimento a las AVL. No se registraron variaciones estacionales en la
positividad de los cultivos, probablemente por la resistencia y longevidad de los quistes de

Acanthamoeba frente a las condiciones extremas.

En las muestras de agua de consumo solo se obtuvieron aislamientos de Acanthamoeba
en las muestras de tanques domiciliarios, lo que resalta la importancia de realizar tareas
de mantenimiento y limpieza en forma periddica en estos reservorios, y sobre todo evitar
la utilizacion de estas aguas para la limpieza de las lentes de contacto. Si bien la cloracién,
utilizada en el tratamiento para la potabilizacion del agua no es capaz de eliminar los
quistes de Acanthamoeba, las etapas de filtrado o de sedimentacion ayudan a la
eliminacién de los mismos. Esto sumado a una correcta distribucién de la misma, asegura

un producto final libre de estos contaminantes.

Todos los aislamientos mencionados, determinados por observaciones al microscopio
Optico, correspondieron a amebas pertenecientes al género Acanthamoeba, un
protozoario que presenta una forma quistica altamente resistente a la desecaciéon y a las
condiciones climaticas extremas. El clima de Bahia Blanca es templado, sub-humedo, con
temperaturas moderadas y alta variabilidad. La ciudad se caracteriza por ser ventosa con
flujo predominante de los sectores Norte y Noroeste y velocidades medias de 24 km/h.
Este hecho provoca nubes de polvo en suspensién que cubren el centro urbano (Capelli y
col., 2006). Con estas caracteristicas meteoroldgicas, Bahia Blanca ofrece condiciones
ecoepidemioldgicas ideales para la dispersidon de Acanthamoeba.

Aunque parte de este estudio se realizd en piscinas cubiertas, en todos los
establecimientos se observaron ventilaciones que daban directamente al ambiente

exterior, y que permanecian abiertas gran parte de la jornada para eliminar los vapores
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concentrados sobre las piscinas. Para las aguas naturales el elevado porcentaje de
aislamientos positivos fue el esperado debido a su amplia distribucién ambiental.

Los aislamientos de Acanthamoeba de piscinas se correspondieron mayoritariamente con
el Grupo Il (Pussard y col., 1977). Este grupo es el que se encuentra con mayor frecuencia
en el ambiente y en las muestras clinicas (Stothard y col., 1998) y dentro del mismo es
posible ubicar especies pertenecientes al genotipo T4 (Walochnik y col., 2000) que incluye
los agentes mds comunes responsables de QA y EGA (Khan, 2006; Siddiqui y col., 2012).
Esto representa un riesgo potencial para los bafistas, principalmente para los usuarios de
lentes de contacto o aquellos que presenten una condicidon inmunodebilitante.

La importancia epidemioldgica de las piscinas como fuente no natural de Acanthamoeba,
consiste en el riesgo potencial de actuar como vehiculos para su transmisién al hombre.
Debido a la presencia de Acanthamoeba spp., en natatorios, y considerando que algunas
especies pueden ser patégenas para el hombre, recomendamos una limpieza profunda de
los mismos, evitando la acumulaciéon de materia orgdnica en las paredes, para minimizar

los riesgos de infeccidn.

En las aguas del Arroyo Napostd fue mayoritario el Grupo lll, que también incluye especies
de patogenicidad demostrada para el hombre, lo cual demuestra la importancia

epidemioldgica de estas aguas como fuente natural de diseminaciéon de las AVL.

Si bien la eliminacién de Acanthamoeba en las aguas recreacionales resulta muy dificil por
tratarse de un microorganismo ubicuo y sumamente resistente a los desinfectantes
utilizados comunmente en el tratamiento de las aguas, consideramos oportuno informar a
las personas en riesgo y a las autoridades sanitarias de la ciudad y zona, de los peligros

gue representa la exposicidn a aguas potencialmente contaminadas.
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2.1.2 AVL en otras regiones de la Republica Argentina

Obijetivo:

El objetivo de esta seccién fue trazar el mapa epidemiolégico de las AVL en nuestro pais.

Para tal fin, se efectud la busqueda de las mismas en diferentes regiones de la Republica

Argentina:

Se realizaron muestreos periddicos en la localidad de Sarmiento y el curso inferior
del Rio Senguer, Provincia del Chubut, en el marco del proyecto “Presencia de los
parasitos Acanthamoeba, Naegleria, Hartmanella; Cryptosporidium, Toxocara y
Echinococcus en el medio ambiente acuatico de la Provincia del Chubut:

{

ecoepidemiologia e importancia sanitaria “, desarrollado conjuntamente por la
Cétedra de Parasitologia Clinica, UNS y por el Departamento de Zoonosis, Direccidn
de Patologias Prevalentes y Epidemiologia. Secretaria de Salud. Provincia del
Chubut. Subsidiado por el Departamento de Investigacion de la Secretaria de Salud

del Chubut.

Se realizd el muestreo estacional de los balnearios ubicados sobre el Rio Sauce
Grande, en el trayecto que pertenece a la localidad Bonaerense de Sierra de la

Ventana.
Se obtuvieron y analizaron muestras aleatorias de aguas naturales y de grifos de las
provincias de: Salta, Misiones, Corrientes, Entre Rios, Santiago del Estero, Cérdoba,

Mendoza, Santa Fe, Neuquén y Rio Negro.

Busqueda de AVL en aguas de la ciudad de Sarmiento, Chubut.

Introduccion:
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La ciudad de Sarmiento, ubicada en la provincia de Chubut, Argentina, es un pequefio
oasis enclavado en el centro de la meseta patagdnica. Se emplaza a 145 Km de la ciudad
de Comodoro Rivadavia, en latitud 45° 35' S y longitud 69° 05' W. El valle, enmarcado por
los lagos Musters y Colhue Huapi, se encuentra a 268 m sobre el nivel del mar.
Comprende 42.000 ha aproximadamente. Se riegan unas 6455 ha, de las cuales un 36 % se
encuentra sistematizado (2323,8 ha) por medio de canales de riego que las atraviesan. El
clima es seco, templado-frio, con dias largos en el verano (17 h de luz) y cortos en el
invierno (9 h de luz). Las temperaturas medias son, para el mes mas caluroso (enero) de
17,8°C y para el mes mas frio (julio) de 4,1°C; siendo la media anual de aproximadamente
10,5°C. Las precipitaciones anuales estan en el orden de los 155 mm, produciéndose las
mismas principalmente en los meses de otofio-invierno. La velocidad media del viento
oscila entre 8 y 30 km/hora, registrandose los valores mas altos en los meses
primaverales. La direccion de los mismos es fundamentalmente O-NO y con menor
frecuencia S-SO. La humedad media mensual es alta en invierno, del orden de 75 a 80 %,

siendo muy baja el resto del afio (40% en verano) (http://www.sarmientochubut.gov.ar).

En los meses calidos, sus lagos, rios y algunos de los canales destinados para riego, se
utilizan como aguas recreacionales. Estas caracteristicas, sumadas a los vientos frecuentes
en el lugar, uno de los principales vehiculos de diseminacién de los quistes de AVL en el
ambiente, hicieron que Sarmiento fuera un lugar adecuado para estudiar la

Ecoepidemiologia de las AVL en la regién.

Materiales y métodos:

El Area de muestreo (Fig. 2.12) corresponde al curso inferior del Rio Senguer. En la regidn
sefialada se realizaron muestreos estacionales; otofio, invierno, primavera y verano en el

periodo 2009-2011.
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Lago Musters

Lago Colhue Huap

Figura 2.12: Area de muestreo.

Muestreo: Los sitios muestreados en el periodo abril 2009 - marzo 2011 fueron: Lago
Muster (LM), Rio Senguer (RS), cuerpos de aguas naturales ubicados en los cuatro puntos
cardinales que rodean el valle y canales de riego de las chacras.

Del sistema de potabilizaciéon de agua se recogieron muestras de la Pileta Desarenadora
(PD), una de la superficie, una del fondo y otra de raspado de la pared, y en la planta
potabilizadora se tomaron muestras de la pileta ubicada en la entrada de la planta. Todas

las aguas mencionadas se agruparon como Aguas a Cielo Abierto (ACA) (Fig. 2.13). De la

Unica piscina cubierta de la localidad se recolectaron muestras del fondo, raspado de

pared y superficie de la misma, identificadas como Aguas Cubiertas (AC).

Se muestrearon aguas de canillas y de tanques domiciliarios, de la entrada y salida de
agua del tanque de la Guarnicion Militar Sarmiento perteneciente al Ejército Argentino y
de la salida de agua de la planta potabilizadora hacia la red de distribucion. Todas éstas

bajo el nombre de Aguas Entubadas (AE), es decir con circulacion por cafierias. Se

recolectd, también, Agua de Pozo (AP) utilizada para consumo.
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Figura 2.13: Muestreo de aguas a cielo abierto (ACA), a: Canal de riego, b: Rio Senguer, c: Pileta
desarenadora y d: Lago Muster.

Cada uno de los sitios de muestreo fue geo-referenciado, registrando latitud, longitud y
altura sobre el nivel del mar. Al momento de realizar la toma de muestra se registraron

para cada lugar, la temperatura del agua y la del ambiente (Tabla 2.1II).
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Tabla 2.11I: Datos geograficos y temperaturas de los sitios muestreados en Sarmiento, Chubut,

Argentina
Asnm | Tagua T ambiente
Tipo de agua Lugar Long/Lat
m °C* °C*
S 45°34°252”
ACA Lago Muster 281 3,2-18,7 2,6-25,7
WO 69°09 414
S45°32'843"
ACA PD Sup 288 | 14,9-25,0 25,5-30,0
WO 69° 07 666
S45°32'843”
ACA PD Medio 288
WO 69° 07 666
S45°32'843”
ACA PD Final 288
WO 69° 07 666 21,6-24,4 4,2-21,4
S45°42°205”
ACA Punto Sur 282
WO 69° 04 623
S45°36°582"
ACA Punto Oeste 291 | 15,1-25,4 4,5-21,2
WO 69° 14 803
S45°35'869”
ACA Pte Abait (RS) 279 3,3-25,3 4,6-24,8
WO 69°11 020
S45°31'770”
ACA Punto Norte 263 | 16,8-21,2 5,0-21,2
WO 69° 03 806
S 45°35°702" 25,5-30,0 26,7-30,0
AC Piscina (PC) Sup 270
WO 69° 03 764
S45°35'702”
AC PC Raspado pared 270
WO 69° 03 764
S45°35'702”
AC PC Fondo 270
WO 69° 03 764 20,9-23,9 5,2-22,7
S45°43°226"
ACA Punto Este 264
WO 68° 51 546
AE Chacra 18 canilla(C) S 45°35°494 262 8,5-13,6 5,5-20,0
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WO 69° 01 401

S 45° 35°494
AP Chacra 18 Pozo (P) 262 8,7-14,7 10,0-19,0
WO 69° 01 401
§$452 35515
ACA Chacra 20Canal(CR) 275 4,5-18,2 4,1-19,6
WO 692 02 604
S 459 35 441
AE Chacra 20 canilla(C) 266 | 12,2-13,1 5,0-18,2
WO 69202 283
AP Chacra 20 Pozo (P) S45°35°441” 6,5-10,9 5,5-18,0
ACA Drenaje (CR) WO 69° 02283 | 266 4,5-17,8 4,1-20,0
S45°34°844"
ACA Planta potab. entrada 284 | 16,6-30,1 13,0-25,3
WO 68° 04 462
S 45° 34°844"”
ACA Planta potab. salida 284
WO 68° 04 462
S 45° 35700 17,5-21,5 20,0-25,0
AE Casa 1. Grifo 274
WO 69° 02 762
S45°34°844"”
AE Casa 2. Grifo 282 | 17,0-20,0 21,0-23,0
WO 68° 04 462
S45° 35169
AE Guarnicion salida tanque 268 15,0-26,5 4,5-20,0
WO 69° 00 169
S45°35°169”
AE Guarnicion entrada tanque 268 17,0-28,3 4,0-20,0
WO 69° 00 169
S 45° 35700
AE Casa 1. Tanque 274 | 18,0-22,0 5,0-21,2

WO 69° 02 762

Asnm: altura sobre el nivel del mar, en metros. T agua C: temperatura del agua en C°. T
ambiente C: temperatura el agua en C°. *temperaturas minimas y maximas registradas
durante los muestreos en cada sitio entre 2009-2011.

Resultados:
Se recolectaron un total de 126 muestras. De los sitios muestreados, en diferentes

oportunidades, se obtuvieron 91 (71%) cultivos positivos para el aislamiento de AVL, con
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solo 39 (43%) observaciones directas positivas. La positividad de los cultivos por tipo de

agua analizada se muestra en la Tabla 2.IV.

Tabla 2.1V: Positividad de los cultivos por tipo de agua analizada.

Tipos de aguas N de % de cultivos positivos
muestras
ACA 70 91.2
AE 34 53.0
AC 11 154
AP 11 72.3

De los 91 aislamientos de AVL, 89 cepas se clasificaron morfolégicamente como
pertenecientes al género Acanthamoeba. Con trofozoitos de 6,3 a 21,8 um de didmetro y
quistes de 4.0 a 14.3 um de diametro (Fig. 2.14; a y b).

De las cepas de Acanthamoeba aisladas, clasificadas por microscopia 6éptica, 19
corresponden al Grupo Il con quistes de 3 a 5 brazos (Fig. 2.14, c). Del resto, 66 se
concentraron en el Grupo Ill, con quistes esféricos (Fig. 2.14, d) y los 4 restantes
presentaban poblaciéon mixta de quistes, clasificados segin Pussard & Pons (1977). La

prueba de TAF resultd negativa para todos los aislamientos.

Figura 2.14: a y b: trofozoitos de Acanthamoeba spp., c: quistes pertenecientes al Grupo ll, d:

quistes pertenecientes al Grupo Il segtin Pussard & Pons (1977).
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Las cepas restantes (n=2), aisladas del mismo sitio (piscina) en diferentes etapas del
muestreo, no se correspondieron morfolégicamente con el género Acanthamoeba, ya que
los trofozoitos no presentaban acantdpodos, el numero de nucleos variaba entre 1-2 y su
tamano era de 32,0 +3,5 um. Por otra parte la prueba TAF resulté negativa descartando
gue pertenecieran al género Naegleria. Debido a lo expuesto denominamos a esta cepa
como No A no N, reflejando que no se trata ni de Acanthamoeba ni de Naegleria (Fig.

2.15) y a ella se hara referencia en el Capitulo 7 de la presente Tesis.

@i ee

ag b

Figura 2.15: a. trofozoitos de la cepa denominada No A no N, b: guistes.

Discusion y conclusiones:

Nuestros resultados son concordantes con el hecho de que las AVL presentan una amplia
distribucidn ambiental, que queda demostrada, principalmente, por el alto porcentaje de
hallazgo de las mismas en aguas a cielo abierto. Por otra parte, los aislamientos positivos
de aguas en un amplio rango de temperaturas, algunas muy bajas, destacan la capacidad
de adaptacién de estos microorganismos a condiciones ambientales variables y adversas.
En las AC, obtenidas de la piscina cubierta de la localidad, solo uno de los sitios de
muestreo resultd positivo, aisldndose en dos oportunidades solo la cepa denominada No
A No N.

Las muestras de agua de red domiciliaria resultaron positivas, aislandose especies
pertenecientes al género Acanthamoeba, sin embargo los resultados obtenidos en las
muestras de agua de la Planta potabilizadora fueron negativos. Esto indicaria que la
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contaminacién con estos protozoos se estaria produciendo en el trayecto de distribucién a
la poblacion.

Otro resultado que merece atencién es el del muestreo del tanque perteneciente a la
Guarniciéon Militar Sarmiento. El muestreo del agua que ingresa al tanque resultd
negativo, mientras que el andlisis del agua que sale del tanque, luego de su
almacenamiento en el mismo, fue positivo, lo que permite inferir que la contaminacién se
produjo en el mismo. Este hecho, acompafiado del hallazgo de AVL en tanques
domiciliarios, resalta la importancia del buen mantenimiento de estos reservorios de
agua, principalmente la realizacidon de la limpieza periddica de sus paredes para evitar la
formacion de biofilms que sustentan el crecimiento de AVL y otros microorganismos.
Creemos oportuno mencionar que si bien las especies aisladas son potencialmente
patégenas, la mayoria de los individuos desarrollan proteccién inmunoldgica contra sus
infecciones. No obstante, la poblacidn en riesgo: inmunosuprimidos, usuarios de lentes de
contacto o individuos con lesiones oculares, debe tener presente las medidas preventivas

y los riesgos a los que estd expuesta.

I. Busqueda de AVL en el Rio Sauce Grande, Sierra de la Ventana, Provincia de

Buenos Aires.
Intruduccion:

Sierra de la Ventana estd ubicada en el Partido de Tornquist, situado al Sudoeste de la
Provincia de Buenos Aires, Argentina, a los 382 08' de latitud sur y 612 47' de longitud
oeste de Greenwich. El clima es de tipo templado con temperaturas cercanas a los 202 C,
en verano, con una maxima de 402 C, y una minima absoluta en invierno de -10 2 C. Se
producen heladas y ocasionalmente algunas nevadas. La temperatura media anual es de
149 C. y las precipitaciones anuales varian entre 500 y 800 mm, siendo la mayoria
generalmente en primavera, fines del verano y principios del otofio (Fig. 2.16)

(http://www.tornquist.gov.ar).
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El Rio Sauce Grande nace a 500 msnm en el sistema serrano de Ventania y es el principal
afluente del dique "Paso de las Piedras", que constituye el reservorio de agua para
consumo humano mas importante en la zona de influencia (Lépez Cazorla, 2010). Recoge
las aguas de las sierras de Curd Malal, Ventana y De Las Tunas. Nace en la Sierra de La
Ventana, con un caudal importante en época de lluvias, y pasa por la localidad de Sierra
de la Ventana, Villa Arcadia y Saldungaray antes de desembocar en el espejo de agua que

forma el dique de Paso de Las Piedras (Aduriz y col., 2003).

Figura 2.16: Mapa de la provincia de Buenos Aires, Argentina, resaltando la ubicacion de Sierra de
la Ventana.

La localidad de Sierra de la Ventana se encuentra bordeando el Rio Sauce Grande y se
abastece de sus aguas, con varios fines: riego, bebederos de animales, y recreacién con la
practica de deportes acuaticos y zonas utilizadas como balnearios. Se realizd el muestreo
estacional de tres balnearios, denominados: La Hoya, El Dique y Los Angelitos (Fig. 2.17 y

2.18).
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Figura 2.17: Mapa de Sierra de la Ventana mostrando la ubicacién de los balnearios muestreados.

Figura 2.18: Balnearios muestreados sobre el Rio Sauce Grande: a: La Hoya, b: El Dique, c: Los
Angelitos
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Materiales y Métodos:

Se realizd un muestreo estacional para cada uno de los sitios indicados. Las muestras se
recogieron y procesaron como se indicé.

Se analizaron un total de 12 muestras de agua, por duplicado, una por cada estacién en
cada balneario.

Una vez procesadas las muestras se realiz6 la observacion directa de las mismas para

estudios morfométricos y morfoldgicos.

Resultados:

Todas las muestras resultaron positivas por observacidon microscépica directa, resultado
gue se repitid en los cultivos, con un 100% de positividad para el aislamiento de AVL.

Segun el analisis morfolégico y morfométrico de las cepas aisladas, todas pertenecieron al
género Acanthamoeba. Los trofozoitos presentaron un tamano variable de 7,5 a 25 um de
diametro, con acantépodos, nucleo Unico y numerosas vacuolas de exclusién de agua. En
cuanto a los quistes hubo predominio del Grupo lll, 83% de los aislamientos, con quistes
lisos, esféricos de 5 a 15 um de diametro, mientras que el 17% restante, perteneciente al
Grupo Il, mostré quistes poliédricos, con exoquiste ondulado, con un didametro que oscild

entre 7,5a 12,5 um, y de 3 a 5 brazos.

Discusion y conclusiones:

El hecho de que el 100% de las muestras hayan sido positivas para el aislamiento de AVL, y
que todas ellas correspondan al género Acanthamoeba refuerza la descripcidn de este
género como ubicuista. Los aislamientos positivos para todas las estaciones del afo
analizadas demuestran su resistencia a los cambios ambientales, ya que en esta zona los

inviernos y veranos son bien marcados con una amplitud térmica importante entre ellos.
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En el Rio Sauce Grande se aislaron mayoritariamente especies correspondientes al Grupo
lll, lo que coincide con nuestros resultados en otras aguas naturales analizadas.
Recordemos que los Grupos Il y lll, ambos aislados en estas aguas, revisten importancia
epidemioldgica ya que albergan especies patégenas para el hombre y los animales.

Si bien nuestros resultados son los esperados por tratarse de fuentes de aguas naturales,
con una marcada contaminacion organica que soporta el crecimiento de las AVL y otros
microorganismos, la informacién sobre la presencia de estos protozoos en aguas de
recreacion reviste de importancia epidemioldgica, ya que éstas actuan como fuente de
diseminacién. Creemos importante que se informe a la poblaciéon, sobre todo individuos
en riesgo: usuarios de lentes de contacto e inmunodeprimidos, sobre las medidas de

prevencion necesarias ante la utilizacidn de estas aguas.

M. Busqueda de AVL en diferentes provincias de la Republica Argentina

Introduccion:

Con el objetivo de conocer la distribucion geografica de las AVL en nuestro pais, se
procedio a realizar muestreos aleatorios en diferentes regiones y provincias. Las muestras,
una de cada sitio, se recogieron de fuentes de aguas naturales como rios, lagunas y lagos,
y en algunos casos de grifos conectados a la red de distribucidn de agua potable (Tabla

2.V).
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Tabla 2.V: Provincias muestreadas y sitios de muestro.

Provincia Muestra Provincia Muestra
Rio Arenales Mendoza Rio Atuel
Salta
Misiones Rio Uruguay Santa Fe Rio Parana
Corrientes Rio Aguapey Santa Fe | Arroyo “La Blanqueada”
Entre Rios Arroyo Paso de las lagunas | Neuquén Rio Malleo
Grifo Lago Chime
Neuquén
Santiago del Estero Aljibes Grifo
Rio Negro
Piscina Grifo
Cérdoba Grifo
Resultados:

Las muestras de grifo de las provincias de Salta, Cérdoba y Rio Negro fueron negativas
para el aislamiento de AVL. Las muestras de agua de red que evidenciaron crecimiento
fueron las correspondientes a las de la provincia de Neuquén y de Santiago del Estero,

siendo las cepas aisladas pertenecientes al género Acanthamoeba, Grupo Il (Tabla 2.V a).
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Tabla 2.V a: Provincias muestreadas, sitios de muestro, resultado del cultivo, caracteristicas
morfométricas de trofozoitos y quistes, y clasificacidon grupal segun Pussard & Pons, 1977.

Provincia Muestra n Cultivo Trofozoitos Quistes Grupo
Rio Arenales 1 Positivo 18,5+ 3,3 11,2+1,3 Il
Salta
Grifo 1 Negativo
Misiones Rio Uruguay 1 Positivo 13,0+2,5 7,5+1,5 1]
Corrientes | Rio Aguapey 1 Positivo 15,5+2,8 10,5+1,3 1]
Arroyo Paso
Entre Rios de las 1 Positivo 16,5+3,7 10,2+1,8 Il
lagunas
Grifo 1 Positivo 16,6 + 1,3 83 +1,3 1]
Santiago
Aljibes 1 Positivo 17,0+ 1,8 8,0+1,3 1]
del Estero
Piscina 1 Positivo 18,7+ 1,0 85+1,3 1]
Cérdoba Grifo 1 Negativo
Rio Atuel 1 Positivo 13,8+ 4,3 95+1,5 1]
Mendoza Canal de
1 Positivo 19,8 +£4,0 11,3+1,3 1]
riego
Rio Parana 1 Positivo 18,3+ 4,3 10,6 £ 1,0 1]
Santa Fe ”
Arroyo “La 1 Positivo | 14,0+2,3 | 11,8+15 I
Blanqueada”
Rio Malleo 1 Negativo
Neuquén Lago Chime 1 Positivo 14,7 + 3,2 10,8+ 1,3 1]
Grifo 1 Positivo 13,5+ 2,8 75+1,8 1]
Rio Negro Grifo 1 Negativo

Los cultivos de las muestras de fuentes de aguas naturales, rios, arroyos, lagos y lagunas,

de todas las provincias, exceptuando el Lago Malleo de la provincia del Neuquén, fueron
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positivos para el aislamiento de AVL. Asi como las muestras de aljibes y de la piscina de la
ciudad de Quimili, en Santiago del Estero (Tabla 2.V a).

En todos los casos las especies aisladas correspondieron al género Acanthamoeba,
observandose trofozoitos tipicos de 13,0 a 19,8 um de diametro. Los quistes presentaron
un didmetro de entre 7,5 a 11,3 um, siendo mayoritarias las cepas pertenecientes al
Grupo Il de Poussard y Pons, lo que concuerda con otros aislamientos ambientales. Las

especies de Grupo |l mostraron quistes con 3 a 5 brazos.

La ubicacién genérica de todos los aislamientos, pertenecientes al género Acanthamoeba,
mencionados a lo largo de este capitulo, se confirmé mediante la técnica de Reaccidn en
Cadena de la Polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chaing Reacction) utilizando el par
de primers JDP1/JDP2 especificos para este género (Schroeder y col., 2001). Los detalles

metodoldgicos y los resultados obtenidos se muestran en el Capitulo 6.

Discusion y conclusiones:

Estos resultados muestran la amplia distribucién de este género a lo largo y a lo ancho de
la Argentina. Si bien estos muestreos fueron aleatorios, y representan un porcentaje muy
pequeio de las fuentes de aguas naturales en cada provincia y en nuestro pais, nos
permite tener una idea de la presencia de estos protozoos en aguas en Argentina. Al igual
que en los otros sitios analizados los resultados fueron los esperados, 76% de muestras
positivas para Acanthamoeba, confirmando a éste como el género de mayor distribucién

ambiental.

Comentarios generales de Capitulo 2: Busqueda y aislamientos de Amebas de Vida Libre

(AVL)

Se analizaron 274 muestras de aguas de diferentes fuentes que se clasificaron en aguas
tratadas (cloradas: tanques, grifos, piscinas, etc) y aguas naturales (rios, lagos, canales,

arroyos, etc.). Dentro de esta clasificacion, sélo el 30% de las aguas tratadas analizadas
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fueron positivas para el aislamiento de AVL, mientras que dentro de las aguas naturales se
obtuvo un 92,6% de positividad por cultivo en ANN.

Del total de estos aislamientos, el 98,7% correspondié al género Acanthamoeba, tanto por
clasificacion morfolégica como por métodos moleculares (ver cap. 6); mientras que 1,3%
restante correspondid a la cepa denominada No A, no N; sin ubicacién genérica hasta el
momento.

Los estudios realizados sobre el aislamiento denominado “No A no N” se detallan en el
Capitulo 7.

Esta diferencia entre aguas tratadas y naturales en el aislamiento de amebas puede
deberse a que si bien el cloro no es efectivo en la eliminacién de Acanthamoeba (De
Jonckheere y col., 1976; Derreumaux y col., 1974; Gertiser y col., 2009) si lo es para limitar
el crecimiento de otros microorganismos que le sirven de alimento, controlando o
impidiendo asi, de manera indirecta, el desarrollo de trofozoitos de esta ameba. En el
mundo, Acanthamoeba y otros géneros, se han aislado de numerosas fuentes ambientales
utilizando la técnica del cultivo en ANN con una suspension de bacterias, publicada por
Page en 1967.

Naegleria se aisl6 de aguas y tierras en Australia, de canales de agua de torres de
enfriamiento en Bélgica y de lagos en Florida. Del sedimento de aguas cloacales en India
se aislaron los géneros Naegleria y Acanthamoeba, asi como de manantiales de aguas
calidas de Nueva Zelanda (Stevens y col., 1977; Behets y col., 2007; Shoff y col, 2008).

En Polonia se analizod el agua de 13 piscinas, 10 cubiertas y 3 a cielo abierto, resultando en
un total de 72 muestras. Se obtuvieron 43 muestras positivas, siendo 100% de ellas
correspondientes al género Acanthamoeba, 5 de las cuales fueron patdgenas en ratones
(Gornik y col., 2004).

En las Islas Canarias, Espafia, analizaron 114 muestras de tierra y 50 de arena de playa,
obteniendo 43 y 21 muestras, respectivamente, positivas para Acanthamoeba clasificadas
morfolégica y molecularmente. Ademads aislaron éste género en agua de canilla y de

acequias de la region (Lorenzo-Morales y col., 2005).
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En Brasil se aislaron especies de Acanthamoeba y Naegleria de acueductos, agua de red
de distribucién publica y del lodo de piscinas. También se aislaron estos géneros en el
100% y el 3,8% respectivamente, de las muestras de polvo recogidas de dos hospitales de
la ciudad de San Pablo (Salazar y col., 1982; Silva y col., 2003). En este pais, ademas, se
realizé la busqueda de AVL en aguas minerales envasadas destinadas al consumo humano,
de las cuales se aislaron los géneros Vahlkamphia, Gloeseria, Acanthamoeba, Filamoeba,
Amoeba, Platyamoeba y Hartmanella (Salazar y col., 1982).

En Chile en 1993 se realizaron muestreos de aguas dulces naturales en sectores urbanos,
semiurbanos y rurales, siendo el 92% de las muestras positivas para AVL. El 31% de los
aislamientos correspondieron a Acanthamoeba y el 7,6% a Naegleria, ambas consideradas
por los autores como potencialmente patégenas para el hombre. Posteriormente se
realizd el muestreo de 8 piscinas publicas de la ciudad de Santiago, siendo 5 de estas
positivas para el aislamiento de AVL. Las 22 cepas aisladas se repartieron entre los
géneros Hartmanella (8), Vanella (6), Naegleria (5) y Acanthamoeba (3), resaltando la
importancia de las piscinas como fuentes no naturales de contaminacién con estos
protozoos (Muinoz y col., 1993; Mufioz y col., 2003).

En Venezuela, a raiz del primer caso registrado de MAP en ese pais, se realiz6 un estudio
epidemioldgico, muestreando aguas de rios y sus afluentes, obteniendo un 44,4% de las
muestras positivas para Naegleria (Cermefio y col., 2006).

En Perd se obtuvo un 35,5% de muestras positivas para Acanthamoeba de 31 muestras de
aguas naturales y artificiales de la ciudad de Ica. El 10% resultaron patégenas para
ratones. En Piura, en muestras de rios, piscinas, tanques y tierras se obtuvo un 100% de
aislamientos positivos para Acanthamoeba (Instituto Nacional de Salud 1996; Suarez y
col., 2002).

Como vemos, nuestros resultados no difieren de los del resto del mundo. A diferencia de
Chile, Brasil y Venezuela, en nuestro Laboratorio hemos aislado Unicamente especies
pertenecientes al género Acanthamoeba, y no hemos tenido hasta la fecha ningun
aislamiento perteneciente al género Naegleria. Esto probablemente se deba a la ubicacién

geografica de nuestra region, de los lugares de muestreo y tipos de aguas analizadas, en la
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qgue no predominan las dreas cdlidas en las que Naegleria puede crecer y permanecer y al
hecho de que este género es sensible a la cloracién pudiendo ser eliminado de las fuentes
de agua por este desinfectante (De Jonckheere y col., 1976).

Dentro de las aguas tratadas analizadas, las aguas de piscinas fueron las que presentaron
mayor prevalencia de Acanthamoeba spp, resaltando su importancia como fuente no
natural de diseminacién e infeccién.

En las piscinas, las fuentes de contaminacion que provienen tanto del aire como de los
bafiistas y la posibilidad de mayor concentraciéon de materia orgdnica respecto al resto de

las aguas tratadas, serian los factores que favorecerian la presencia de AVL en sus aguas.

Por lo expuesto, coincidimos en que las AVL son totalmente ubicuistas, aislandose, en este
caso, de todas las fuentes de aguas analizadas; y que con la metodologia de aislamiento
empleada, Acanthamoeba es el género predominante en el Sudoeste Bonaerense, en la

localidad de Sarmiento, Chubut, y en las provincias cuyas aguas fueron analizadas.
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2.2. Casos clinicos de Queratitis acanthamoebiana (QA) en Bahia Blanca

Como comentamos anteriormente los protozoos del género Acanthamoeba son

extremadamente ubicuos y con capacidad para vivir en una gran diversidad de ambientes.

En individuos, alun inmunocompetentes, algunas especies de Acanthamoeba provocan
Queratitis Amebiana (QA), una infeccién de la cérnea muy dolorosa, generalmente

unilateral, y con compromiso importante de la vision (Marciano-Cabral y col., 2003).

Introduccidn:

El primer caso de QA fue comunicado por Nagington y col., en 1972 y durante mas de una
década fue considerada una patologia de baja incidencia, hasta que el nimero de casos
comenzé a aumentar conforme se incrementaba el uso de lentes de contacto. Mas del
80% de los casos de QA se han presentado en pacientes que utilizaban lentes de contacto
blandas o semiblandas (Niederkorn y col., 1999). El principal factor de riesgo para esta
patologia es el manejo inadecuado de las lentes: su uso durante periodos prolongados,
una mala higiene de las mismas y de sus estuches, o bien su lavado con agua de red, con
desinfectantes a base de cloro, con soluciones caseras preparadas con agua corriente o
con soluciones comerciales almacenadas de manera inadecuada (Niederkorn y col., 1999).
Otros factores que aumentan el riesgo de infeccidén son la préactica de deportes acudticos
con las lentes puestas, el lavado de los ojos con agua de red o la presencia de lesiones
corneales leves producidas por cuerpos extrafios, comunes en soldadores y jardineros
(Aurany col., 1987; Sharma y col., 1990; Niederkorn y col., 1999; Latapie y col., 2003).

El dafio corneal es un requisito importante para que se produzca la infeccidn, ya que el
epitelio lesionado expone glucoproteinas y glucolipidos ricos en manosa, que sirven de
anclaje para los trofozoitos de Acanthamoeba (Niederkorn y col., 1999). Los quistes son

menos sensibles a la accién de las drogas y pueden permanecer durante mucho tiempo en
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el estroma corneal siendo los responsables de las recurrencias de la QA (Martinez y col.,
1997).

El proceso infeccioso se inicia cuando los trofozoitos entran en contacto con el epitelio de
la cérnea. Esto puede ocurrir por el uso de lentes de contacto contaminadas, que actuan
como vectores al transportar las amebas hasta el ojo, o bien por contacto directo de la
lesién con agua, aire o elementos contaminados con trofozoitos y quistes (Niederkorn y
col., 1999). Después de la unién del trofozoito a células de la cérnea, se inicia un proceso
de descamacion celular, producto de la citdlisis, la fagocitosis y la apoptosis inducidas
sobre las células epiteliales (Khan, 2006; Niederkorn y col., 1999). Si el proceso avanza,
hay invasidn del estroma, con inflamacién intensa. Los trofozoitos secretan serina y
cisteina proteasas, elastasa, metaloproteinasas, colagenasas y un activador del
plasmindgeno, compuestos encargados de destruir la matriz extracelular y permitir su
acceso al estroma (Khan, 2006). Los trofozoitos afectan al nervio dptico y provocan una
neuritis radial, responsable del dolor extremo que caracteriza a esta patologia (Niederkorn
y col.,, 1999). Los sintomas de QA incluyen fotofobia, visién borrosa, lagrimeo y dolor
intenso. Los pacientes no responden a la terapia antimicrobiana y el cuadro clinico
muchas veces se confunde con una queratitis de origen herpético, lo que retarda la
instauracién de un tratamiento adecuado. Cuando el cuadro estd avanzado se presenta un
caracteristico anillo de infiltrado corneal rodeando la lesion. La cérnea puede llegar a
ulcerarse y requerir un trasplante o, en casos extremos, la enucleacion del ojo (Khan,
2006; Marciano-Cabral y col., 2003; Niederkorn y col., 1999).

El tratamiento de la QA requiere la administracion topica de biguanidas (polihexametilen
biguanida 0,02% o clorhexidina dicluconato 0,02%) combinadas con alguna diamidina, un
antibidtico para las infecciones bacterianas asociadas, un analgésico y antiinflamatorios
esteroideos. El tratamiento es muy prolongado, lo que provoca molestias y perjuicios
econdmicos a los pacientes, pero es necesario para minimizar las posibilidades de

recrudecimientos de la enfermedad (Khan, 2006).
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Con el objetivo de identificar, diagnosticar etioldgicamente e iniciar un registro de casos
en nuestra regién se analizaron en el periodo 2007-2012 cuatro casos de pacientes con
signos y sintomas compatibles con procesos de QA. Se estudiaron biopsias de cérnea,
liguidos y lentes de contacto, los que fueron remitidos al laboratorio de la Catedra de
Parasitologia Clinica del Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia de la
Universidad Nacional del Sur, desde el Centro Optico Megavision, Bahia Blanca, Argentina,
encargado del reconocimiento de los casos y del procedimiento quirdrgico de obtencidn

de las biopsias.

Caso 1: Paciente de 11 anos de edad, usuaria de lentes de contacto descartables.
Presentd, a la consulta, infiltrado corneal en el ojo izquierdo. Se remitieron al laboratorio
4 lentes: 3 del ojo derecho y 1 del ojo izquierdo, y dos envases de liquidos comerciales
para conservacién de las mismas. La paciente no habia recibido tratamiento antibidtico

previo.

Caso 2: Paciente de 31 afios de edad, usuaria de lentes de contacto blandas y con habitos
de higiene y conservacidn inadecuados de las mismas (lentes de 3 afios de antigliedad,
cambio de la soluciéon conservadora cada 2 o 3 dias y enjuague con agua corriente).
Consultd por enrojecimiento y dolor severo en ojo derecho de dos meses de evolucién. La
paciente habia concurrido un mes atrds a otro centro donde le habian realizado un
raspado de la lesién corneal. Los andlisis bacterioldgicos de la muestra, de las lentes de
contacto y del estuche de las mismas habian arrojado resultados negativos. Fue tratada
con antibidticos, corticoides, antivirales y lagrimas artificiales.

Dieciséis dias después del primer andlisis, y sin respuesta al tratamiento instaurado, la
paciente se presentd en nuestro grupo de trabajo. De acuerdo con estos antecedentes y
luego de examenes oftalmoldgicos donde se observo el tipo de lesidn que presentaba (Fig.
2.19: a y b) se sospechd una etiologia parasitaria. Se le realizé una biopsia incisional
corneal con cuchillete, en el quiréfano, y el material obtenido se dividié en dos partes: una

se coloco en un tubo eppendorf con solucién de Page (Page, 1976) estéril para el andlisis
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parasitoldgico y la otra en tubo seco estéril para analisis bacterioldgico. Estos dos tubos,
mas el liquido de lavado y el estuche de las lentes, fueron remitidos a nuestro laboratorio
para su procesamiento. Con la presuncion clinica y los datos epidemioldgicos se inicié
inmediatamente el tratamiento contra infeccion por Acanthamoeba sp., mientras se

esperaba el resultado de los cultivos.

Caso 3: Paciente femenina de 25 afios de edad, usuaria de lentes de contacto. Consulta
por molestia bilateral de una semana de evolucidn, sin dolor, con fotofobia. Se remitieron
al laboratorio las lentes de contacto y el liquido de conservacién contenido en el estuche
gue estaba usando al momento de la consulta. Dada las caracteristicas de las lesiones que
presentaba en ambos ojos, inmediatamente se inici6 el tratamiento contra Queratitis de

origen parasitario, por Acanthamoeba sp.

Caso 4: Paciente femenina de 23 anos de edad, consulta por fotofobia y dolor intenso de
menos de 24 horas de evolucién. Usuaria de lentes de contacto descartables con malos
habitos de higiene y cuidado de las mismas (uso prolongado, cambio de la solucién
conservadora poco frecuentes, a veces los conservaba con solucién fisioldgica o con agua
de la canilla). En el examen presentd ojos rojos y queratitis superficial. Se tomaron
muestras corneales y conjuntivales con hisopos estériles y se remitieron al laboratorio
junto con las lentes de contacto, sus estuches, y los liquidos comerciales que estaba

utilizando en ese momento.

Materiales y métodos:

El oftalmdlogo remitid la muestra (biopsia de cérnea) conservada en tubos ependorf. En el
laboratorio se tomé una parte para analisis parasitolégico y otra para el bacteriolégico, el
cual fue remitido a la catedra de Microbiologia especial del Dto. BByF-UNS, para su
procesamiento, en forma estéril.

Para el andlisis parasitoldgico: a los tubos con la mitad de la biopsia se les adicioné 1,5 ml

de solucién de Page estéril y se centrifugaron un minuto en microcentrifuga a 2000 rpm,
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se descarto parte del sobrenadante y se recogid, el sedimento con pipeta automatica y la
porcién de tejido con ansa bacterioldgica. Ambos se sembraron en Agar no nutritivo
(ANN) cubierto con una suspension de Escherichia coli, segun Page (Page 1976).

Los liquidos, de lavado de las lentes y del estuche, se centrifugaron a 2000 rpm a volumen
cero por 10 min en tubos plasticos con tapa, estériles y se sembraron siguiendo el mismo
procedimiento.

Las lentes de contacto de ubicaron en el centro de una placa de Petri con ANN, y se
cubrieron con una suspensidn de E. coli en solucién de Page.

Los hisopos se colocaron en el centro de una placa de ANN, y sobre estos se colocé una

suspension de E. coli en Page.

Para todas las muestras las placas se incubaron en estufa a 372 C. Se observd el material al
microscopio Optico en fresco, entre porta y cubreobjetos, y se realizaron extendidos que
se fijaron con metanol a 4°C para ser coloreados con May Grunwald-Giemsa y Giemsa.
Para los cultivos positivos se realizo el andlisis morfoldgico y morfométrico de los quistes.
Para la identificacion molecular a nivel de género se utilizdé la técnica PCR siguiendo el
protocolo publicado por Schroeder y col., 2001 (Ver Capitulo 6).

Los estudios ultraestructurales de las amebas aisladas se realizaron por Microscopia

Electrénica Transmision (TEM), siguiendo las técnicas cldsicas adecuadas para el estudio

de protozoos (Costamagna y col., 1996).

Las muestras remitidas para el analisis bacterioldgico se sembraron en caldo Tioglicolato,

agar sangre y agar chocolate. Los medios sdlidos se incubaron en microaerofilia durante
48 h a 37 2Cy el caldo de enriquecimiento, durante 7 dias, en las mismas condiciones. Los
caldos se examinaron diariamente para investigar el crecimiento bacteriano, realizando

repiques en agar sangre y agar chocolate.
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Resultados:

Caso 1: Muestras negativas para Acanthamoeba. La paciente al momento de la consulta
recibid tratamiento con Neoftalm colirio (Trimetoprima y polimixina b) cada 2 h. Alas 24 h

ya habia mejorado la apariencia de la lesidn sin evidencia de dafio corneal.

Caso 2: Tanto la biopsia como el liquido de lavado analizado fueron positivos para
Acanthamoeba spp. a las 48 h de incubacién. Los andlisis bacteriolégicos resultaron
negativos. Inicialmente el tratamiento con Polihexametil-biguanida al 0.02% y Neomicina
al 0.5% fue con aplicaciones cada % hora durante el dia y la noche, los periodos de
aplicacién se fueron espaciando y a los dos meses de iniciado el tratamiento las
aplicaciones se realizaron cada 4 horas durante el dia y cada 3 horas durante la noche.
Seguidamente se redujo a 6 veces al dia hasta completar el ano. A los tres meses de
iniciado el tratamiento ya se observaba mejoria en la zona lesionada, y el absceso se fue
cerrando quedando solo una pequefia regién ulcerada. A los 6 meses se observé buena
respuesta al procedimiento terapéutico; la lesion vascularizd periféricamente y en forma

lenta (Fig. 2.19 c y d). Al afio se le concede el alta.

Figura 2.19. (a) y (b), anillo de infiltracidn corneal caracteristico de la infeccion por Acanthamoeba;

(c) y (d) leucoma corneal cicatrizal postratamiento.

Caso 3: El cultivo de las lentes y de los liquidos contenidos en los estuches resulté positivo
para el aislamiento de Acanthamoeba spp. Inicialmente la paciente recibié tratamiento

con Polihexametilbiguanida al 0.02% y Neomicina al 0.5% cada 2 horas durante el dia, y
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cada 3 horas durante la noche por un periodo de 15 dias. Posteriormente las aplicaciones
se fueron espaciando; al mes de la primera consulta la aplicacién de los agentes se realizd
cada 4 horas durante el dia y cada 6 horas durante la noche. A los 50 dias ya presentd
vascularizacion en la zona lesionada. Actualmente la paciente continla en evaluacién

periddica.

Caso 4: Todas las muestras remitidas resultaron negativas para el aislamiento de
Acanthamoeba spp. Al momento de la consulta se inicié tratamiento tdépico con
Gatifloxacina y Poenbioptal NF (que contiene Neomicina) en forma horaria e intercaladas.
A las 24 h habia disminuido Ia irritacion conjuntival y la fotofobia. La paciente continué
con el tratamiento, con aplicaciones mas espaciadas. Actualmente sigue en observacién y

sin el uso de lentes de contacto.

Los aislamientos correspondientes al caso 2 y 3 fueron clasificados morfolégicamente
como pertenecientes al género Acanthamoeba (Page 1976).

Por microscopia éptica se observaron trofozoitos de 19,0 a 25,3 um de didmetro, con
acantépodos, nucleo unico refringente, vacuolas de exclusién de agua contrayéndose y
dilatandose constantemente y movimiento tipo babosa por la emisién de seuddépodos
hialinos (Fig. 2.20: a-c). Los quistes presentaron un tamafio de 11,3 um a 13,0 um de
didmetro y una pared doble, compuesta por un exoquiste ondulado y un endoquiste
estrellado (Fig. 2.20: d y e). Segun la clasificacién de Pussard y Pons (1977), basada en la

morfologia y el tamafo de los quistes, ambos aislamientos pertenecieron al Grupo Il.

g
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Figura 2.20. Trofozoitos de Acanthamoeba en fresco, aislados de la biopsia (a) y del liquido de
lavado (b). Trofozoitos aislados de la biopsia, tefiidos con Giemsa (c). Quistes de Acanthamoeba en

fresco (d y e), con las caracteristicas correspondientes al Grupo Il de Pussard y Pons (13)
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Los productos obtenidos de la PCR (Fig. 2.21) correspondieron al segmento ASA.S1 (del
inglés Acanthamoeba-specific amplimer S1), especifico del género Acanthamoeba, con lo
cual se confirmé la clasificacion genérica que habiamos realizado, basada en sus

caracteres morfoldgicos.

Figura 2.21: Gel de agarosa con los productos de la PCR, donde se observan los segmentos de 423
a 551 pares de bases (pb) especificos del género Acanthamoeba para las distintas muestras
analizadas. (Ladder: marcador de peso molecular).

Por TEM, es posible observar en el citoplasma de quistes y trofozoitos, numerosas
mitocondrias, vacuolas de exclusién de agua, vacuolas digestivas de contenido amorfo,
gotas de lipidos y un nucleo uUnico con nucléolo central esférico; complejo de Golgi y
reticulo endoplasmico bien visible (Bowers y col.,, 1968; 1969). En los trofozoitos se
visualizé el contorno celular irregular resultado de la formacidn de numerosos
acantépodos y seuddpodos; por debajo de la membrana plasmatica se observé una zona
de citoplasma hialino: el ectoplasma. Pequenas vacuolas de exclusion de agua se
encontraban distribuidas por todo el citoplasma, circundadas en la mayoria de los casos,
por mitocondrias alargadas o esféricas (Fig. 2.22 a). Los quistes maduros se visualizaron
rodeados por un exoquiste, separado del endoquiste por un espacio, excepto en los
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ostiolos, donde las membranas se fusionaban. El citoplasma se observd denso,

deshidratado (Fig. 2,22 b). En el capitulo 4 se amplia descripcién por TEM.

Figura 2.22. Fotomicrografias de Acanthamoeba obtenidas por TEM. (a) trofozoito aislado de la
biopsia; (b) quiste. Ac: acantépodos, Ec: ectoplasma, VE: vacuolas de exclusion de agua, GL: gotas
de lipidos, Mit.: mitocondrias, Vd: vacuolas digestivas, Nu: nucleo, Ex: exoquiste, En: endoquiste,

Os: ostiolo.

El agente etioldgico de queratitis aislado de de la biopsia y el liquido del caso 2, asi como
las amebas aisladas de los lentes de contacto y los liquidos del caso 3, fueron
identificados, morfolégica y molecularmente, como perteneciente al género
Acanthamoeba. Segun la clasificaciéon de Pussard & Pons (Pussard 1977) la cepas aisladas

pertenecerian al Grupo Il, donde se encuentran especies de demostrada patogenicidad.

Conclusiones:

Si bien la QA presenta baja prevalencia, es importante tener presente este tipo de
etiologia al momento del diagndéstico oftalmoldgico. El aislamiento de Acanthamoeba es
de baja complejidad y de escaso costo; su implementacion en los laboratorios bioquimicos
aumentaria la posibilidad de confirmar nuevos casos. No obstante, la tipificacion
molecular requiere de aparatologia mas compleja y profesionales entrenados en el uso de

las mismas.
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Un diagndstico rapido y certero permite un tratamiento efectivo y previene acciones
drésticas como la enucleaciéon o el trasplante de cdérnea. El comienzo oportuno del
tratamiento, ademas de preservar la integridad del ojo parasitado, evita la formacion de
quistes, lo que minimiza las posibilidades de recidivas.

Es muy importante, como medida preventiva, alertar a los usuarios de lentes de contacto
sobre el uso y cuidados adecuados de las mismas, con el objeto de que disminuyan las

posibilidades de contraer queratitis por Acanthamoeba.
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2.3 Otras muestras

2.3.1. Busqueda de AVL en soluciones conservadoras de los estuches para lentes de

contacto en la ciudad de Sarmiento, Chubut, Argentina.

Introduccion:

Como comentamos oportunamente, los usuarios de lentes de contactos representan la
poblacién en mayor riesgo de contraer QA. Las lentes pueden actuar como vehiculos
transportando las amebas desde el ambiente hasta los ojos. Una forma eficaz de evitar
esta infeccidn es el manejo adecuado de las lentes, que consiste, basicamente, en una
buena limpieza y en la “utilizacién responsable” de las mismas.

Actualmente, existen en el mercado soluciones multipropdsito para la limpieza,
conservacién y mantenimiento de las lentes en sus estuches. La mayoria de las marcas
incluyen algin derivado de las biguanidas como agente desinfectante para estos
protozoos. Es por ello que una vez que el usuario deja de utilizar sus lentes es
imprescindible que las conserve en este tipo de soluciones para evitar contaminaciones
con estas amebas y otros microorganismos.

La presencia de Acanthamoeba, u otras AVL, en las soluciones que se encuentran en los
estuches de los lentes de contacto nos estaria indicando la potencialidad de nuevos casos

de QA Yy la ineficiencia de la solucién conservante en la eliminacién de las mismas.

Con el antecedente de la presencia de AVL en el ambiente de la ciudad de Sarmiento
(Chubut, Argentina) y dada la importancia epidemioldgica que los vientos, caracteristicos
de la regidn, tienen en la diseminacion de microorganismos, fue que se planted el
siguiente objetivo: realizar la busqueda de AVL en estuches de lentes de contacto e
investigar la ocurrencia de casos clinicos de QA en los habitantes de la ciudad de

Sarmiento.
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Materiales y métodos:

Para la seleccién de la poblacién a estudiar se tuvo en cuenta la comunicacién personal
del duefio de la Unica dptica de la ciudad de Sarmiento, quien nos informd que alrededor
de 20 a 30 personas compraban habitualmente productos para higiene y mantenimiento
de las lentes. Al tratarse de una localidad pequefia, se pudo identificar a los usuarios, y se
les propuso la realizacion de una encuesta sobre el uso, cuidado e higiene de las lentes por
parte de los mismos (Anexo 2.1). Se realizaron un total de 20 encuestas.

Ademas se concretd una entrevista con el médico Oftalmdélogo que visita periddicamente
la localidad investigando, retrospectivamente, la presencia de algin caso de QA en la
poblacion (Anexo 2.2).

A cada una de las personas encuestada se le solicitd la entrega de los estuches de sus
lentes, en las condiciones en que estuvieran y con el liquido conservante en su interior,
reemplazandoselos por un estuche nuevo, adquiridos para esta investigacién.

Los estuches se enviaron a la Catedra de Parasitologia Clinica de la Universidad Nacional
del Sur (Bahia Blanca, Argentina). El liquido que contenian se trasvasd, en condiciones de
esterilidad, a tubos eppendorf estériles, y este material se procesé y utilizé en el cultivo

para la busqueda de AVL.

Resultados:

La totalidad de los encuestados eran usuarios de lentes de contacto (LC); el 85% las
utilizaba por recomendaciéon de un médico oftalmdlogo y eran lentes recetadas y con
aumento. El 15% restante lo hacia solo por cuestiones cosméticas, como cambio de color
del iris.

La distribucién de los encuestados segun las horas de uso de las lentes de contacto se
muestra en la Fig. 2.23. Solo el 10% de los encuestados manifesté dormir con las LC

puestas.
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Distribucién de los encuestados segun horas diarias de uso
de los LC

m>12hs

m10al2hs
8al0hs

md4a7hs

m<4hs

Figura 2.23: Grafico de distribucion de la poblacidn segln horas diarias de uso de los LC

Todos los encuestados refirieron el uso de productos comerciales para la limpieza y
conservacién de las LC. El 75% de la poblacidn estudiada utilizaba la misma marca
comercial de liquido.

En cuanto a la limpieza de los LC, el 69% realizaba una limpieza diaria, que es lo
recomendado por los contactdlogos, mientras que solo el 36% cambiaba diariamente el
liquido de los estuches.

El 55% utilizaba lentes blandas desechables de una duracién de un mes y solo la mitad de
ellos renovaba sus lentes segun lo recomendado por especialistas; y el resto, 45% utilizaba
lentes blandas con una vida util de alrededor de un afio.

De los encuestados el 45% practicaba deportes acuaticos con las lentes puestas, y de estos
solo el 12% higienizaba sus LC después de ello.

De la poblacién estudiada el 25% manifestd haber padecido algun tipo de lesién ocular
desde que usaba las LC. Entre ellas se mencionaron: Ulceras y derrames. También se
informaron dafios de las LC. Ningun caso estuvo relacionado con etiologia parasitaria.

A diferencia de otros trabajos (Martin y col., 2008) el 100% de los estuches analizados

resultaron negativos para el aislamiento de AVL.
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Conclusiones:

El uso inadecuado de lentes de contacto representa riesgo elevado para cualquier tipo de
infecciéon ocular, no solo para las de origen parasitario. En la poblacién estudiada
presentaba conductas que aumentaban todavia mas el riesgo de contraer QA.

El 45% de los encuestados practicaba deportes acudticos con las LC puestas. Sabemos que
el agua es una de los vehiculos mas importantes de Acanthamoeba y que este género estd
ampliamente distribuido en las aguas de Sarmiento; esto, sumado a que la mayoria de la
poblacién no higienizaba las lentes inmediatamente después de estas practicas, aumenta
el riesgo de contraer QA.

En cuanto al uso diario de las LC, el 45% de los encuestados las utiliza por un tiempo
mayor al recomendado. Para usuarios con una buena produccion de lagrimas y sin otra
condiciéon comprometedora, el tiempo de uso recomendado por los especialistas es de 8 a
10 h diarias. El uso prolongado aumenta las probabilidades de dafio corneal, y de
infecciones.

El 10% de los encuestados manifestd dormir con las lentes puestas. Para preservar el
tejido corneal es necesario que el oxigeno del ambiente atraviese todo el espesor de la
lente hasta llegar a la cérnea lo que es favorecido por el reflejo del parpadeo. El hecho de
dormir con las LC puestas, priva a la cérnea de este intercambio trayendo como
consecuencia la edematizacién de la misma, y otras complicaciones como infeccion,
neovascularizacion, etc. Por ello es que no se recomienda dormir con las lentes puestas, ni
aun por espacios cortos de tiempo.

En cuanto a las condiciones de limpieza, todos manifestaron utilizar productos
comerciales, lo cual fue positivo. Un poco mas de la mitad de los participantes limpiaba
sus LC a diario, como se recomienda, y pocos eran los que cambiaban la solucién de los
estuches diariamente como estd indicado. La limpieza diaria, segun los instructivos de los
productos comerciales, consiste en colocar unas gotas de la soluciéon en la palma de la
mano y sobre ésta colocar la lente y frotarla suavemente con la yema del dedo. Esto es

principalmente para eliminar cualquier particula adherida durante el uso. La renovacién
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diaria del liquido de los estuches asegura que éste se encuentre en buenas condiciones,
sin contaminantes y con su capacidad desinfectante plena.

Aproximadamente la mitad de la poblacion utilizaba lentes descartables, y de ellos solo la
mitad los renovaba en tiempo y forma. La utilizacién de estas lentes por un tiempo mayor
al recomendado por los fabricantes hace que el material del que estan construidas se
deteriore, aumente su grosor, con lo cual se dificulta aun mas el pasaje de oxigeno a
través de la lente, y se depositen sustancias en su superficie, facilitando asi la infeccién del
ojo.

Los resultados obtenidos en este punto sorprenden y difieren de los esperados. No se
observé crecimiento de AVL en ninguna de las muestras analizadas a pesar de que la gran
mayoria de los usuarios encuestados no respetaba en forma correcta las nomas de
cuidado y limpieza para el uso de LC. Consideramos que este resultado podria atribuirse al

uso de soluciones comerciales efectivas para la conservacion y limpieza de las lentes.

Agradecemos la colaboracién de la Dra. Erna Giagante y Dr. E. Sgattoni del centro Optico
Megavision, de la ciudad de Bahia Blanca, por los aportes de casos oftalmoldgicos para
realizar este apartado, y a los alumnos de la Escuela Agropecuaria N° 725 de Sarmiento, en
la Feria Provincial de Ciencias y Tecnologia de la Provincia del Chubut, por la colaboracién

en la obtencién de datos para el apartado 2.3.1 del presente capitulo.
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Anexo 2.1: Encuesta realizada a los usuarios de lentes de contacto de sarmiento Chubut.

LENTES DE CONTACTO Y AMEBAS DE VIDA LIBRE.

OBJETIVOS: Busqueda de Amebas de Vida Libre en los estuches porta lentes de contacto y/o en

los lentes de contacto desechables.

Método: Se realizara una encuesta a personas que usan lentes de contacto en la localidad de

Sarmiento —Provincia del Chubut.
NOMBRE DEL ENCUESTADOR: Luciana Rodriguez.
ENCUESTA:

A.- DATOS PERSONALES:

[ Nombre y apellido:

SEXO @ M | EDAD ANOS: TIEMPO DE RECIDENCIA EN SARMIENTO ANOS:
3 Ans

B.- USO DE LENTES:

& ¢Cuanto hace que los usa?

# ¢Cuantas horas al dia?

+» ¢Duerme con los lentes puestos ¢

S| e
C.-¢éQué tipo de lentes utiliza?

[XTERAPEUTICQS " i:l COSMETICOS (cambio de color) l___—_] CONVENCIONALES
" D.-Textura de ia's:l.entes.
<] BanDAs ¢ [ JRIGIDAS (duras) [ ] SEMIRIGIDAS (porosas)
IZI DESECHABLES DURACION UN MES [j DESECHABLES DURACION DE UN ANO
E.-CUIDADO DE LOS LENTES DE CONTACTO.
% iCon que frecuencia los limpia?

& Jcada cuanto renueva el liquido del estuche?

Lot mR, e
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.,

» Nombre de la solucidn:
% ¢Cada cuanto renueva el estuche guarda lentes?

I M\eses:

% ¢Cada cuanto cambia los lentes de contacto?

uﬂmﬂﬁym&&\@

.

E.- DE LAS PRACTICAS DE RECREACION !
Se bafia en:
X wacos ] canaLEs [] wrio [ ] PILETA CUBIERTA

. F.- éCon que frecuencia? f ¢POCA Ve JEIANQ -

G.- ¢Se bafia con los lentes puestos?

s X no [
H.- ¢Posterior al bafio los lava?

st [] No [X]
I.- éCon que?
AGUA DELLUGAR [ | AGUADE LACANILLA [ ] SOLUCION DE LAVADO [ |
J.- éTuvo alguna lesién en la vista?

si[ ] No [ ]

K.- éCudl?

L.- ¢Fue tratada la lesion?
sl no [ ]
M.- i Conoce otra persona de Sarmiento que utilice lentes de contacto?

s [] no (X

N.- ¢Conoce a personas que tuvieron lesiones en la vista?

si NO

102



ANEXO 2.2: Encuesta realizada al Medico Oftalmélogo del Hospital Rural Sarmiento.

Encuesta realizada al oftalmélogo de nuestra localidad:

Nombre: XXXXXXXXX.

-éConoce las AVL?

Si, conozco estos Protozoos.

-éTiene informacion sobre QA?

Si, he leido algunos trabajos publicados sobre el tema. He visto esta patologia en el
transcurso de mi carrera en otra ciudad.

-éRecomienda el uso de lentes de contacto?

Si, aunque recomiendo que se debe tener precaucion respecto del uso en dias ventosos, y
remarco los cuidados que necesitan las lentes.

-éTuvo algun caso de QA en nuestra localidad, Sarmiento?

No, no tuve ningln caso. Pero como dije, le he visto en otras ciudades.

-¢Cual fue el tratamiento indicado para dicha enfermedad?

Esos casos se trataron con gotas con Neomicina, previo diagndstico .Algunos derivados de
Biguanidas, Brolene, Clorehexilina (preparado hecho en farmacias).

El tratamiento es prolongado entre 6 y 7 meses. En casos muy avanzados de QA hay que
realizar un trasplante de cérnea.

-éRegistroé alguna enfermedad con el uso de lentes de contacto en nuestra localidad?

Si, tuve casos de queratitis infecciosa, no parasitaria, y también dafios en los ojos por
erosién mecdnica producto del uso de las lentes.

-éHace cuanto reside en Sarmiento?

Hace 2 afios aproximadamente.

-¢Qué liquido recomienda para el cuidado, limpieza de lentes de contacto?

No recomiendo ninguno en especial, siguiendo las normas de higiene y cuidado de las

lentes no deberia haber ningln problema.
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-Aproximadamente, éa cuantas personas de Sarmiento le ha recomendd lentes de

contacto? A 4 personas aproximadamente.
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2.3.2 Busqueda de AVL en muestras bioldgicas destinadas a analisis bacterioldgicos.

Introduccion:

Acanthamoeba puede aislarse de muestras clinicas de LCR y biopsias de tejido cerebral en
casos de EAP, de biopsias o raspados corneales en casos de QA y de biopsias de piel en los
casos de AC. En infecciones diseminadas se aisl6 de muestras de tejido pulmonar,
hepdtico y esplénico. También se hallé6 en hisopados nasales y faringeos, lavados
pulmonares, muestras de materia fecal, muestras dseas y liquido sinovial (Khan, 2009).
Vimos que, ademas de su patogenicidad propia, Acanthamoeba puede actuar como
vehiculo y/o reservorio ambiental de distintos microorganismos que han desarrollado la
capacidad de sobrevivir en su interior. Entre éstos se destacan bacterias (Legionellaceae,
Pseudomoneaceae, Mycobacteriaceae, Parachlamydiaceae, etc.), virus (Mimivirus,
Enterovirus), hongos (Cryptococcus neoformans) y protozoos (Crytosporidium) (Greub vy
col., 2004; Gomes-Couso y col., 2007).

El objetivo de esta seccién fue realizar la busqueda de AVL en muestras bioldgicas
procedentes de procesos patoldgicos, destinadas a analisis bacterioldgicos, y estimar su

posible participaciéon en produccién de enfermedad.

Esta investigacion se realizd en el marco del proyecto: “Investigacidn de endosimbiontes
en Acanthamoeba spp. y otras Amebas de Vida Libre: Importancia como vectores de
patégenos para el hombre. Estudio prospectivo en Bahia Blanca, Argentina”. Desarrollado
en la Catedra de Parasitologia Clinica en conjunto con LABSUR-Microbiologia, Hospital
Privado del Sur. Aprobado por el Comité de Docencia e Investigacién del Hospital Privado

del Sur. Periodo 2009-2011.

105



Materiales y métodos:

Se investigo la presencia de AVL en muestras de flujo vaginal, exudados uretrales, Liquido
Cefalorraquideo (LCR), esputo, aspirados traqueales, secreciones oculares, liquidos de
puncién (articular, abdominal, pleural, intra vesicular, etc.) y otras muestras (biopsias,
tejidos blandos, material de abscesos, derrames, etc.), recolectadas y mantenidas en
forma estéril. Durante el periodo 2009-2011 se analizaron un total de 166 muestras.

Las muestras fueron remitidas desde el Laboratorio de Microbiologia del Hospital Privado
del Sur (HPS) a la Catedra de Parasitologia Clinica junto con una ficha epidemioldgica que
registraba los datos de la muestra (Fig. 2.24).

Una vez en el laboratorio se realizaron cuatro extendidos de cada muestra, uno para
observacién directa y los otros para tinciones: May-Grunwald Giensa, Giemsa prolongado
y Gram. El cultivo de las mismas se efectudé como ya fuera indicado precedentemente, en

ANN.

Ficha epidemioldgica para busqueda de AVL._HPS

N® HC/ orden: Muestra:
ESPUTO
Edad: FLUJO/EXUDADO
Domicilio: LCR
BIOPSIA (Tejidos)
Diagnostico presuntivo: OTRO
Cultivo v tipificacion:
Antibiograma-
RESISTENTES SENSIBLES

OBSERVACIONES: (Para LCR, analisis fgo-qco)
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Figura 2.24: Ficha Epidemioldgica utilizada para registrar los datos de cada una de las muestras

analizadas

Los datos de la ficha se transcribieron a una base de datos creada en el programa Epi Info

3.5.3, la cual permite la realizacion de analisis estadisticos posteriores (Fig. 2.25).

Ficha epidemiolégica para busqueda de AWL.

NEHC/ orden onoz Edad 048 Domicilic \Ave\laneda 2500

Diagrosticn presuntiva Meringitis Muestra [LeR

Cullive ’hl o Observaciones proteinag 4.0a/1
Tipificacion glucosa 0.01 gl
|Aspesta turbio

coagulacion negativa
Bl el

1 [ »

Observacion en fiesco Tinciones

Ohservacion directa material purulenta.
‘Abundantes diplococos -
P MGG negativo -
Lugal negative = Giemsa nhegativo v
Tinta china negative = Giram nhegativo -

Cullivo en AHN [regatva <] Q

Figura 2.25: base de datos del programa Epi Info 3.5.3

Resultados:

Los tipos de muestras analizadas y su distribucidn se muestran en la Fig. 2.26. No se
hallaron muestras positivas para AVL, ni bacterias endosimbiontes en las mismas. Solo el
39% de las muestras fueron positivas para el aislamiento de bacterias por los métodos de

cultivos convencionales.

107



Figura 2.26: Distribucidn y tipos de muestras (BAL: Lavado bronquealveolar).
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Capitulo 3

Resistencia de Acanthamoeba

Desde el descubrimiento de las AVL como agentes causales de enfermedad se ha testeado
la actividad amebicida de varios compuestos, con el fin de aplicarlos al tratamiento de las
infecciones causadas por amebas o bien para utilizarlos como desinfectantes ambientales,
tanto sobre trofozoitos como sobre quistes.

Acanthamoeba es el género aislado con mayor frecuencia, y el que produce la mayoria de
los casos de infeccion en humanos, o al menos los que se diagnostican con mayor
frecuencia. Nuestros hallazgos en el ambiente respaldan la designacién de ubicuista para
el género, y demuestran su presencia y amplia distribuciéon en nuestra regién y en otras
provincias de la Republica Argentina.

Varios agentes quimioterapéuticos, extractos naturales y compuestos quimicos se han
testeado in vitro para determinar su efecto sobre especies de Acanthamoeba. Los
resultados han sido variables, y algunos cuestionables, ya que las diferentes cepas
presentan comportamientos versatiles dependiendo de las condiciones de cultivo, de su
virulencia o de su capacidad de crecimiento.

En muchos casos el inconveniente de estas experiencias es la falta de correlacion entre los
resultados que se obtienen in vitro y los esperados in vivo. Hay que tener en cuenta que
los protozoos son células eucariotas, por lo que muchos de los agentes toxicos para ellos
también lo serdn para células humanas, lo que limita ain mas su utilidad en el tratamiento
de las infecciones.

Se testearon agentes como las biguanidas, detergentes catidnicos y antifingicos, que
actuan a nivel de la membrana plasmatica. De ellos la biguanida es clave en el tratamiento
de los casos de QA. Si bien es un desinfectante que se utiliza en piletas de natacién, posee
actividad trofocida y quisticida sobre Acanthamoeba, con efectos téxicos minimos sobre la

superficie de la cérnea, y es uno de los componentes principales de las soluciones
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comerciales de limpieza de las lentes de contacto (Larkin y col., 1992; Burger y col., 1994;
Khan, 2009).

Antifungicos como la Rifampicina y la 5-fluorocitosina, que actian inhibiendo la sintesis de
acidos nucleicos, resultaron efectivos in vitro y en animales de experimentacion para la
eliminacién y control de las infecciones por Acanthamoeba (Khan, 2009).

Inhibidores del metabolismo como Ketoconasol, Sulfadiazinas y Neomicinas, entre otros,
también fueron testeados con resultados prometedores, y de hecho son las que se
utilizan, combinadas con otros agentes, en el tratamiento de las infecciones del SNC por
Acanthamoeba y otras AVL (Khan, 2009).

Entre los agentes fisicos, el calentamiento de trofozoitos y quistes de Acanthamoeba
resultd ser una buena herramienta para su eliminacidén, ya que éstos no resisten el
calentamiento por encima de los 60°C por mas de 10 min. Este género resiste mejor las
bajas temperaturas (Aksozek y col., 2002).

En los uUltimos afios se produjo un gran avance en la utilizacién de productos naturales y
aceites esenciales en el tratamiento de numerosas enfermedades. Es asi que se realizaron
varios ensayos para conocer el efecto de estos productos sobre las amebas. Extractos de
Buddelia cordata, Allium satinvun (ajo), Propolis, Agelos sp (esponjas marinas), Thymus
sipyleus y Pterocaulon polystachyum (Asteraceae), entre otras, mostraron actividad
amebostatica, trofocida y quisticida sobre Acanthamoeba (Rodriguez-Zaragosa y col.,
1999; Pina-Vaz y col., 2004; Polat y col., 2007a; Topalkara y col., 2007; Proszenyak y col.,
2007; Polat y col., 2007b; Rodid y col., 2008). Este tipo de compuestos representan una
rama importante en la investigacion de agentes para control de estos protozoos,
principalmente por carecer de efectos tdxicos para el humano.

Entre los desinfectantes ambientales, el comportamiento del Cloro frente a cepas de
Acanthamoeba fue ampliamente estudiado. Documentandose resultados variables,
aunque todos coincidentes en que este género es altamente resistente al cloro (De
Jonckheere y col., 1976; Mogoa y col. 2010).

Otros agentes quimicos testeados que podrian emplearse para la eliminacién de

Acanthamoeba y otras AVL son sustancias haldgenas, como bromuros, ioduros, aunque
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ninguno de estos ultimos fue efectivo en la destruccién de quistes de Acanthamoeba
luego de 24 h de exposicidon. Desinfectantes como diéxido de cloro, Deciquan 222
(compuesto de amonio cuaternario) y ozono si fueron efectivos en la eliminacién de
trofozoitos de Acanthamoeba. El Deciquan 222 resulté el mas seguro, siendo 20 veces mas
efectivo que el cloro en la eliminacion de Acanthamoeba de aguas contaminadas (Cursons
y col., 1980).

La eliminacién de estos protozoos del ambiente o del hospedador, en caso de infecciones,
es bastante compleja, y si bien varias sustancias in vitro resultaron efectivas, es dificil
extrapolar los resultados para aplicarlos al tratamiento de las infecciones en humanos y

animales.

El objetivo de este capitulo fue valorar la resitencia de cepas de Acanthamoeba spp.,

aisladas en la region, frente a diferentes compuestos quimicos.
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3.1. Resistencia de Acanthamoeba spp., frente a soluciones cloradas.

Introduccion:

El cloro es el desinfectante mds ampliamente usado en todo el mundo. Desde el 1900 se
usa principalmente para la desinfeccion del agua por su fécil aplicacion, control y su
relativo bajo costo.

Se han realizado varios estudios para determinar las concentraciones de cloro necesarias
para eliminar a especies de Acanthamoeba y otras AVL: En |la década del 70" se realizaron
los primeros ensayos en los que se logré frenar el crecimiento de cepas de Acanthamoeba
y Naegleria en aguas de piscinas con una concentracion de cloro de 0,5 a 1,0 ppm
(Derreumaux vy col., 1974).

Estudios posteriores demostraron que el género Acanthamoeba es mucho mas resistente
a la cloracion que Naegleria; y que dentro de éste, las cepas patdégenas son mas

resistentes que las no patdgenas (De Jonckheere y col., 1976).

El objetivo de esta seccion fue evaluar la resistencia de quistes de Acanthamoeba, en una
cepa ambiental y una patégena, pertenecientes cepas aisladas de diferentes sitos en
nuestra ciudad, a diferentes concentraciones de cloro comercial, el agente mas

comunmente utilizado para la desinfeccion de aguas de consumo y recreacion

Materiales y métodos:

Quistes: Se trabajdé con dos aislamientos, clasificados morfolégicamente como
pertenecientes al género Acanthamoeba. Una cepa ambiental (CA), aislada del agua de
una piscina cubierta, y una cepa patégena (CP) aislada de un caso de QA diagnosticado en
nuestro laboratorio. Dichos aislamientos habian sido confirmados previamente por PCR,
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como pertenecientes al género Acanthamoeba (Ver Capitulo 6: Tipificacion molecular de

los aislamientos de AVL).

Ambos se sembraron en medio MYAS (Malt extract-Yeast extract-Amoebae Saline:
extracto de maltosa 0,01%, extracto de levadura 0,01% en solucién de Page) con un
inéculo de Escherichia coli, y se mantuvieron al menos por un periodo de dos meses para

garantizar la obtencidn de quistes maduros.

Cloro: Se prepararon soluciones de cloro comercial, agua-lavandina (55g/l), en
concentraciones crecientes, 24; 36; 48 y 60 partes por millén (ppm), en agua desionizada

estéril.

Se usaron botellas de vidrio estériles con las distintas soluciones de cloro, a las que se les
inocularon 1 ml de una suspensién de 1,3 x 105quistes/ ml en un volumen final de 125 ml.

Los quistes fueron contados en cdmara de Neubauer.

Para cada concentracion, y a distintos intervalos de tiempo, 30 y 90 min; 3; 6 y 24 h, se
tomaron alicuotas de aproximadamente 11 ml en un tubo estéril con un cristal de
tiosulfato para detener la accién del cloro, previa homogeinizacién. Se contrastd con

control sin cloro.

Estos tubos se centrifugaron durante 15 min a 2000 rpm, se descartd el sobrenadante
reteniendo 1 ml aproximadamente, en el que se resuspendié el pellet que se utilizé para

la siembra.
Siembra: Se realizé en ANN.

Las concentraciones de cloro que inhibieron el desarrollo de las cepas en ANN se

consideraron con actividad quisticida positiva.

Se observaron al microscopio 6ptico los quistes expuestos a las distintas concentraciones
de cloro para evidenciar posibles alteraciones morfolégicas. Se documentd con

microfotografias en microscopio éptico.

113



Resultados:

En la cepa ambiental (CA), aislada de piscina, las concentraciones de 24, 36 y 48 ppm no

lograron inhibir el crecimiento dentro de las 24 horas de observacion, mientras que con 60

ppm la actividad quisticida se evidencié a partir de las 3 horas de exposicion.

Para la cepa aislada de la biopsia de cornea (CP), con 24 y 36 ppm se observo desarrollo

hasta las 6 horas de exposicién, mientras que con 48 y 60 ppm hasta las 3 horas (Fig. 3.1).

Concentracion de cloro (ppm)

Grafico 3.1: Desarrollo de los cultivos en relacion con las
concentraciones de cloro y el tiempo de exposicion (P: Piscina; Co:

Los quistes expuestos al cloro, no mostraron alteraciones morfolégicas detectables al

microscopio éptico (Fig. 3.2).

Figura 3.2: Imagenes de quistes expuestos a las diferentes concentraciones de cloro. En la

parte inferior se indican las bom a las aue fueron expuestas. 114



Conclusiones:

Con referencia a la accién quisticida del cloro, la especie de Acanthamoeba patdgena
(aislada del paciente con queratitis) mostré mayor sensibilidad a la accién del cloro, que la
especie aislada de piscina. En ambos casos, para obtener efecto quisticida, fueron
necesarias concentraciones de cloro muy superiores a las permitidas en el tratamiento del
agua de red (< 0,2 ppm) y de recreacién (< 2 ppm) por lo cual, el tratamiento con cloro no
resulta util, en forma directa, para su prevencion y control, lo cual ratifica los hallazgos de
De Jonckheere y col, (1976); pese a que en nuestro caso, la cepa ambiental resulté ser mds

resistente frente al cloro que la patégena.

Al ser el agua una de las principales fuentes de diseminaciéon de Acanthamoeba y dada su
extrema resistencia a la cloracién, se recomienda una limpieza periddica de los reservorios
de aguas (tanques, piscinas, etc.), asi como una buena calidad microbiolégica de la misma,
ya que la presencia de bacterias favorece el desenquistamiento y crecimiento de

Acanthamoeba.
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3.2. Eficacia de soluciones comerciales multiuso para lentes de contacto frente a quistes

de Acanthamoeba.

Introduccion:

Considerando que los usuarios de lentes de contacto son la poblacién de mayor riesgo
para las infecciones oculares por Acanthamoeba, y que los quistes de estos protozoos
estan ampliamente distribuidos en nuestro ambiente, el objetivo de esta seccién fue
estudiar la eficacia de soluciones comerciales multiuso para lentes de contacto frente a
quistes de cepas de Acanthamoeba aisladas de la ciudad de Bahia Blanca, comparandolas

con una cepa ATCC.

Materiales y métodos:

Cepas: Se analizé el comportamiento de tres cepas de Acanthamoeba:
-Acanthamoeba polyphaga (AP), ATCC 30461
-cepa de Acanthamoeba spp., aislada de una piscina cubierta de Bahia Blanca (CA)

-cepa de Acanthamoeba spp., aislada de un caso de Queratitis Amebiana diagnosticado

por nuestro grupo (QA).

Se trabajé con cultivos en medio MYAS, los que se concentraron por centrifugacion y se

llevaron a una concentracién de 1,2 x 10° quistes/ml.

Como control negativo se utilizd Solucidon Fisiolégica (SF) estéril. Como Soluciones
Multiuso (SM) de prueba se utilizaron las tres marcas comerciales disponibles en dpticas
de la ciudad de Bahia Blanca (SM1, SM2 y SM3) cuya composicién se detalla a

continuacion:
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- SM1: Composicién: cada 100 ml contiene: PHMB 0,00025 g; EDTA disddico,
tensioactivo no iénico, HPMC, 4cido bérico, borato de sodio, cloruro de sodio, agua

purificada c.s.p. 100 ml.

- SM2: Férmula: cada 100 ml contiene: Poliaminopropilbiguanida 0,1 mg; Poloxamer
407 0,01 g; Edeato Disédico 2H,0 25 mg; Cloruro de sodio, Acido Bérico, Agua

desionizada c.s.p. 100 ml.

- SM3: Contenido: Solucidn isoténica estéril que contiene: acido bdrico, cloruro de
sodio, edetato de sodio, borato de sodio y ajustadores de pH; ingredientes activos:
Poloxamina 1%, HYDRANATE (Hidroxialquilfosfonato) 0,03%; DYMED
(Polihexametil biguanida HCl) 0,0001 %.

En tubos eppendorf se colocaron alicuotas de 1 ml de SF (control) y de cada una de las
SM. Se agregaron 10 pul de la suspension de quistes de las cepas en estudio a cada tubo y
se incubaron a temperatura ambiente por periodos de: 6 y 24 horas, 3, 7 y 14 dias.
Transcurridos estos tiempos de incubacidn con cada SM, se sembraron los sedimentos
obtenidos en ANN segun Page (1976). Las placas se incubaron a 37° C y se observaron

diariamente, a partir de las 48 h de sembradas, y durante 15 dias.

Se considerd que la SM mostraba efecto quisticida cuando no se evidencié desarrollo de

las cepas incubadas.

El estudio se realizé por triplicado.
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Resultados:

Los controles evidenciaron crecimiento en todos los tiempos de exposicién (Fig. 3.3).

La Solucién 1 (SM1) presentd actividad quisticida a partir del dia 7 de incubacién para las
tres cepas.

Frente a la Solucion 2 (SM2), los cultivos de la cepa ambiental fueron positivos hasta el dia
7, y para las cepas A. polyphaga y Acanthamoeba sp., |la actividad quisticida se registro a
partir del tercer dia de exposicidn, mostrando una sensibilidad semejante entre ellas.

La Solucién 3 (SM3) presentdé mayor efectividad sobre A. polyphaga siendo quisticida a
partir de las 24 h, mientras que para las otras cepas, los quistes fueron eliminados a partir

de los 7 dias.

SF
SM1

QA

] mCA

u

SM2 AP

SM3
0] 2 4 6 8 10 12 14

Figura 3.3: Positividad de los cultivos en funcién de los dias de
exposicidn a las soluciones testeadas. AP, CAy QA indican el tipo de
cepa empleada (ver Materiales y Métodos)

Estos resultados muestran que los tiempos de incubacidon necesarios de las lentes con las
SM para la eliminaciéon de los quistes de estos protozoos son mucho mayores que el

recomendado por los fabricantes de dichas soluciones, que es de 4 a 6 horas (Tabla 3.1).
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Cepas
Tiempo recomendado
SM | (tiempo de negativizacion de cultivos, dias)
por el fabricante

AP CA QA
1 7 7 7 Al menos 6h, o toda la noche
2 3 7 3 4h minimo, 30 dias maximo
3 1 7 7 4h minimo, 30 dias maximo

Tabla 3.1: Tiempos de necesarios para eliminar las cepas analizadas, comparadas con el
tiempo de incubacion recomendados por los fabricantes de las Soluciones Multiuso
(SM). AP, CA y QA indican el tipo de cepa empleada (ver Materiales y Métodos).

Conclusiones:

Las diferentes cepas de Acanthamoeba ensayadas, permanecieron viables en los tiempos
recomendados por los fabricantes de cada producto comercial. Las soluciones fueron, por
lo tanto, deficientes en la eliminacién de los quistes de Acanthamoeba, agente etioldgico

de QA que afecta principalmente a usuarios de lentes de contacto.

Ademas, las cepas estudiadas mostraron comportamientos desiguales para las soluciones
testeadas. Esto podria deberse a que las soluciones multiuso presentan variaciones en su
formulacidn, poseen distintos derivados de la Biguanida en diferentes concentraciones, lo

que se traduciria en diferencias de efectividad para la eliminacién de los quistes.

Segun otros trabajos los liquidos comerciales mas efectivos en la eliminacidn de quistes de
Acanthamoeba son los que poseen perdxido de hidrogeno (H,0,) como principio activo, y
entre estos los que conocen como “sistemas de dos pasos”. Estos sistemas consisten en
un primer paso de incubacién de la lente con el H,0, y un segundo paso de neutralizacién
del agente (Brand y col., 1989; Hughes y col., 2001). Estos no se testearon ya que, para
este trabajo, se utilizaron solo las tres marcas comerciales disponibles en dpticas de la

ciudad de Bahia Blanca, lugar donde se realiz6 esta Tesis.

Los quistes de Acanthamoeba estan ampliamente distribuidos en el ambiente, y es desde
esta fuente que los lentes de contacto pueden contaminarse, ya sea mientras estan en el
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0jo, o mientras se manipulan para su colocacién o conservacién. Acanthamoeba puede
hallarse sobre la lente, en los envases de las soluciones multiuso o en los estuches que se
utilizan para desinfeccién. Teniendo en cuenta que no todas las soluciones comerciales
son efectivas en su eliminacidn, es importante mantener estrictas normas de higiene
durante el manejo y manipulacion de las mismas, y conservar las soluciones comerciales

gue se emplean debidamente cerradas.

3.3. Resistencia de los quistes de Acanthamoeba frente a soluciones de etanol.

Introduccidn:

El etanol y diluciones del mismo, son ampliamente usados para la desinfeccién de
superficies y utensilios en la practica clinica.

Dada la distribucién ambiental de Acanthamoeba y su rol como potencial patégeno, el
objetivo de esta seccion fue probar la actividad quisticida del etanol en la cepa patégena

A. polyphaga, ATCC 30461

Materiales y métodos:

Se trabajé con quistes maduros de A. polyphaga, obtenidos de un cultivo en medio liquido
MYAS, concentrados por centrifugacién hasta 1,2 x 10° quistes/ml.

Se prepararon diluciones de etanol absoluto al 25%, 50% y 70%; se probé también la
actividad del etanol al 100% (absoluto). Como testigo se utilizo solucidn de Page.

A 10 ml del etanol absoluto, sus diluciones y la solucidn control se le agregd 1ml del
concentrado de quistes. Estos se incubaron por periodos de 5; 10; 20; 30 y 60 minutos;
transcurrido estos tiempos se tomaron alicuotas de 1 ml que se lavaron con solucién de
page para eliminar los restos de etanol. El pellet obtenido se sembrd en placas multiwells

de 24 wells, para cultivo celular, con ANN y una suspensidn de E. coli, segun Page, 1976.
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Transcurridas las 48 h se realizd la observacion entre porta y cubreobjetos,
considerandose con efecto quisticida positivo a las concentraciones de etanol que

inhibieron el desarrollo.

Resultados:

Para la soluciéon control se registrd crecimiento en todos los tiempos testeados.
En la dilucién de etanol al 25% fue la Unica que se evidencié crecimiento a los 5 min de
exposicidn, siendo el resto de los tiempos y diluciones efectivas en la eliminacién de los

quistes de Acanthamoeba (Tabla 3.11).

Crecimiento en tiempos de exposicion

10 20 30 60
Soluciones 5 min
min min min min
Control (Page) + + + + +
25% + - - - -
50% - - - - -
70% - - - - -
100% - - - - -

Tabla 3.1I: Resultado de los cultivos segun el tiempo de
exposicion a las distintas diluciones de etanol.

Conclusiones:

Como se mencioné anteriormente, las soluciones de etanol son una de las soluciones

desinfectantes mas usadas en la clinica y en el laboratorio. Se la utiliza como desinfectante
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de superficies, de utensilios, y como antiséptico cutaneo previo a algunas practicas
comunes, como la extraccion de sangre.

Concluimos que, si utilizamos etanol para desinfectar mesadas de trabajo u otros objetos,
debemos dejarlo actuar durante mas de 5 minutos si esta diluido al 25%, mientras que

para concentraciones mayores, la actividad quisticida se evidencia en menor tiempo.
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Capitulo 4

Analisis ultraestructural de aislamientos de Acanthamoeba spp.

Introduccion:

Durante su ciclo de vida Acanthamoeba alterna entre dos estadios bien definidos,
trofozoitos y quistes. El trofozoito es el estadio metabdlicamente activo, capaz de
replicarse y responsable del dafo a los tejidos infectados y el quiste es el elemento de
resistencia y diseminacién (Oddd, 2006; Visvesvara y col., 2007).

Inicialmente los estudios sobre este género se hicieron por microscopia éptica de campo
claro, lo que permitié la definicion de sus caracteristicas morfoldgicas (Volkonsky 1931;
Singh 1950; Neff 1957; Page 1967).

En los trofozoitos es distintiva la presencia de acantépodos, proyecciones citoplasmaticas
espinosas, nucleo Unico, con cromatina central esférica y vacuolas de exclusién de agua. El
quiste se presenta con una doble pared caracteristica, compuesta por exoquiste y
endoquiste. Estos caracteres morfolégicos fueron enunciados por Page como criterio para
su ubicacién taxonémica a nivel de género (Bowers y col., 1968; Byers, 1979; Page, 1976).
Posteriormente, las caracteristicas morfolégicas de sus quistes, se utilizaron para la
clasificacion de sus especies en tres Grupos (Pussard y col., 1977).

En cuanto a la ultraestructura de los diferentes estadios de Acanthamoeba, los principales
estudios se realizaron en la década del 60’ por Bowers y Korn (1968; 1969), quienes
describieron sus caracteres estructurales. Mas recientemente se han realizado estudios
estructurales de los procesos de enquistamiento y desenquistamiento de Acanthamoeba

(Lloyd y col., 2001; Chavez-Munguia y col., 2005; 2007).
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El objetivo de este capitulo fue realizar el anadlisis morfolégico y ultraestructural al
Microscopio Electronico de Transmisién (TEM) de cepas de Acanthamoeba spp., aisladas
en la ciudad de Bahia Blanca.

Materiales y Métodos

Cepas de Acanthamoeba: se trabajé con el cultivo de una cepa ambiental asilada en

nuestro laboratorio de una piscina cubierta, y una cepa aislada de un paciente con
queratitis producida por este protozoo, ambas en la ciudad de Bahia Blanca, Argentina, las
cuales fueron clasificadas morfolégicamente como perteneciente al género
Acanthamoeba, Grupo Il. La ubicacién genérica fue confirmada mediante PCR segun los
protocolos publicados por Schroeder y col., 2001 y Booton y col., 2002. Se utiliz6 el par
JDP1 (5-GGC CCA GAT CGT TTA CCG TGA A-3") / JIDP2 (5'-TCT CAC AAG CTG CTA GGG GAG
TCA-3"), especificos para el género Acanthamoeba (Ver Capitulo 6: Tipificacién molecular

de los aislamientos de AVL).

La cepa se repicd en medio liqguido MYAS (Malt extract-Yeast extract-Amoebae Saline:
extracto de maltosa 0,1 gr, extracto de levadura 0,1 gr y soluciéon de Page csp. 1000 ml)
con una suspensidon de Escherichia coli. Se incubd durante 2 meses a 37 °C para la

obtencion de quistes maduros.

Para el procesamiento de los quistes se tomé una alicuota de 20 ml de este cultivo. Para
estudiar los trofozoitos, 48 h antes de procesar las muestras para TEM, se tomd una
alicuota de 20 ml en frasco estéril y se le agregd una suspension de bacterias para inducir

el desenquistamiento.

Microscopia electronica
La técnica detallada de preparacidon de muestras para el examen al Microscopio
Electronico de Transmision (TEM) adaptada para AVL desde Costamagna y col., (1996) y

Costamagna y Prado Figueroa (2001) fue:
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Las alicutas de 20 ml de los concentrados de quistes y de trofozoitos en medio MYAS, se
centifugaron a 2000 rpm durante 15 minutos y se descartaron los sobrenadantes

El sedimento se fijé con igual volumen de Glutaraldehido al 5% en Page, quedando de
esta manera una concentracién del 2,5%. El material fijado permanecio en la heladera, a
4°C, durante 24 h.

A partir de este momento y hasta el final de la deshidratacién el procesamiento se realizé
a4°C.

Luego de la fijacidn se procedié al lavado de la muestra con Page para eliminar el
Glutaraldehido, este lavado se repitié dos veces. El lavado de la muestra durante este
procedimiento se realizé por centrifugacion durante 5 min a 300 rpm.

Posteriormente se realizd la post-fijacion con OsO4 al 1% en buffer fosfato 0,05M, pH 7,2.
Se descartd el sobrenadante con pipeta automatica y se repitié el procedimiento dos
veces.

A continuacion se lavd dos veces con Page y luego se realizdé un nuevo lavado con buffer
maleato 0,05 M, pH 5,0.

Posteriormente se colocd en solucidon de acetato de uranilo al 0,5% en buffer maleato,
durante 20 min. Se renové el acetato de uranilo cada 20 min hasta completar las dos
horas.

Luego se lavd dos veces con buffer maleato, y se procedié a la deshidratacion con etanol
en graduaciones crecientes (25, 50 y 75% en buffer maleato) dos veces con cada
graduacion, durante 20 min cada uno.

A continuacion de dejo durante 24 h a 4°C.

Posteriormente se descarté el alcohol y se realizé un paso final de deshidratacion con
etanol absoluto para realizar la imbibicion en resina Spurr.

La imbibicién en la resina se realizd a temperatura ambiente segun el esquema siguiente:

-Una parte de resina mas tres partes de etanol, goteo durante media hora.

-Dos partes de resina mas dos de etanol, goteo durante media hora.

-Tres partes de resina y una de etanol, goteo durante media hora.

El tubo se dejd destapado toda la noche, y luego se colocd resina al 100 %.
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-A continuacion se distribuyé en capsulas Beem las que se colocaron en estufa a 60°C
durante 12 h para su polimerizacién.

-Posteriormente se realizd la ultramicrotomia: Cortes ultrafinos de 100 micrones se
recogieron sobre grillas de cobre de 200 Mesh y fueron contrastados con una solucién
acuosa de Acetato de uranilo al 3% durante aproximadamente 40 min, y con citrato de
plomo pH: 11,2 durante 10 min.

-Las observaciones se realizaron en el laboratorio de Microscopia Electrénica del INIBIBB,
CONICET Bahia Blanca, con un Microscopio Electrénico de Transmisién marca JEOL
modelo 100 CXIl a 80 Kv.

-Las microfotografias se tomaron con SO-163 Kodak electron Image-film.

Resultados

La emisién de seuddpodos y acantdpodos hace que el contorno del trofozoito sea
irregular (Fig. 4.1: a-e), lo que resulta en una amplia variabilidad de formas y tamarios
tanto en las observaciones en fresco como al TEM (Fig. 4.6-4.8).

En las microfotografias al TEM se registraron trofozoitos de 4,3 a 11 um de diametro.

En la masa citoplasmatica se destacan dos zonas: citoplasma hialino, cortex o
ectoplasma, adyacente a la membrana plasmatica, que contiene filamentos, y pequefios
elementos formes, como granulos, ribosomas libres, pequefias vesiculas; y el endoplasma
compuesto por la porcidn de citoplasma mds interna que contiene todas las organelas y

vacuolas de mayor tamafio (Bowers y col., 1968) (Fig. 4.1: b, 4.5-4.7).

En el endoplasma encontramos:

- Materiales de reserva energética, como gotas de aspecto lipidico (GL) y granulos de
glucdégeno (Glu).

Los lipidos se almacenan como gotas dispersas en el citoplasma, de 0,2 a 0,85 um de

didmetro, sin que estén rodeadas de membranas. Pueden presentarse agrupadas (Fig. 4.1:
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a). El glucégeno puede observarse mayoritariamente como granulos simples o formando

rosetas (Fig. 4.1: ey 4.7).

-Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER), puede verse rodeando el endoplasma (Fig. 4.1: b).
Se ha documentado la presencia del reticulo endoplasmatico liso (REL) en el citoplasma
del trofozoito de Acanthamoeba, pero es dificil de distinguir debido al amplio contenido

de pequenas vesiculas (Bowers y col., 1968).

-Vacuolas digestivas (VD), derivan del proceso de endocitosis, en su interior es posible
observar material ingerido en diferente grado de descomposicién. Su tamafo varia entre

los 0,2um a 1,7 um de diametro (Fig. 4.1: a-d, 4.5-4.8).

-Vacuolas de exclusién de agua (VEA), se distinguen de la anterior por su contenido
limpido. Pueden observarse de diferentes tamafos, menores a 0,1 um a 2,7 um vy
distribuidas por todo el endoplasma (Fig. 4.1: a, by c).

Su funcién es la de mantener la osmolaridad celular. Estas VEA se observan rodeadas por
un sistema de tubulos y vesiculas, denominado espongioma (Fig. 4.1: c), encargado del
drenaje de agua hacia la vacuola central. La apertura de este sistema en la VEA hace que
su contorno se vea irregular y que la membrana que la rodea parezca interrumpida

(Bowers y col., 1968).

- Numerosas mitocondrias (Mit), de 0,1 um a 1,2 um de didmetro pueden observarse,

redondas o esféricas, algunas rodeando la VEA (Fig. 4.1: a-e, 4.6-4.8).

-Nucleo (N); se observa un nucleo unico, de 1,9 um a 3,8 um de diametro, con un nucléolo

compacto central y esférico de 1,4 um a 1,9 um; estas son caracteristicas distintivas del

género (Fig. 4.1: ay d, 4.8).
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A mayor aumento es posible observar la membrana nuclear, compuesta por un sistema de
dos membranas fusionadas en los puntos en que se forman los poros nucleares (Fig. 4.1:

a, recuadro).

- Complejo de Golgi (G), posee la forma cisternal tipica de este sistema de membranas,

formado por 3 a 5 cisternas que se dilatan en sus extremos (Fig. 4.1: b).

Como en la mayoria de los protozoos, en Acanthamoeba, la ingestion de alimentos se
realiza por fagocitosis. En este proceso, extensiones del citoplasma rodean a la particula
que sera ingerida (Fig. 4.1: e) y cuando estas extensiones se fusionan se forma una vacuola
rodeada de membrana plasmatica que se internalizan en el citoplasma, originando las
vacuolas digestivas. Estas vacuolas posteriormente se fusionan con los lisosomas,
trasportadores de enzimas digestivas, y se inicia la digestion de la particula fagocitada. En
la Fig. 4.1: d, circulos, se observan bacterias en contacto con el citoplasma, las que
probablemente serdn ingeridas, y una serie de vacuolas digestivas con material en distinto

grado de descomposicidon. Ademas se pueden visualizar bacterias sin digerir.
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Figura 4.1: Trofozoitos de Acanthamoeba por TEM. Ac: acantopodos, Mit: mitocondrias, GL:
gotas de lipidos, VD: vacuolas digestivas, VEA: vacuolas de exclusion de agua, MN: membrana
nuclear, N: ndcleo. Nu: nucléolo, G: complejo de Golgi, Ec: ectoplasma, En: endoplasma, Seu:

seuddpodo, RER: reticulo endoplasmatico rugoso, Esp: Espongioma, Bac: bacterias, Glu:
glucdgeno.
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Ante una situacion de stress, como cambios en la osmoralidad del medio, alteracién del
pH, variaciones de temperatura o falta de alimento, Acanthamoeba dispara un mecanismo
de diferenciacién que concluye con la formacién del quiste. Basicamente, este proceso
consiste en una deshidratacion con reduccién del volumen celular y eliminacion de
material celular innecesario para el quiste (Bowers y col., 1969; Lloyd y col., 2001;
Gutiérrez y col., 2001).

Inicialmente se produce la reabsorcion de seuddépodos y acantdpodos, con lo que la célula
se redondea dando origen al prequiste. Alrededor del mismo, se forma una capa amorfa
(Fig. 4.2: ay b, 4.9), aparentemente constituida por proteinas y secretada por vesiculas
provenientes del aparato de Golgi, que en el quiste maduro forma el exoquiste (Bowers y
col., 1969; Chavez-Munguia y col.,, 2005; Chavéz-Munguia y col., 2007). Durante el
enquistamiento se forman los autofagosomas, con la funcién dual de eliminar material
celular en exceso y de proveer energia para la maduracion del quiste (Fig. 4.2: a y 4.9)
(Gutiérrez y col., 2001).

Como resultado de este proceso de diferenciacidon se obtiene el elemento de resistencia
gue es el quiste maduro, con un didmetro de 4,1 um a 8,9 um. Este estd rodeado por una
doble pared compuesta por el exoquiste, de 0,1 a 0,3 pm de grosor, mas externo y el
endoquiste, de 0,06 a 0,2 um, mas interno (Fig. 4.2: c-e, 4.3; 4.10-4.12).

El exoquiste posee una estructura de multiples capas construida aparentemente por
lipidos, proteinas y carbohidratos. En contraste el endoquiste es de naturaleza fibrosa,
compuesto principalmente por celulosa (Bowers y col., 1969; Neff y col., 1964).

Entre las dos paredes que conforman el quiste maduro se observa un espacio, de 0,35 a
2,2 um, que solo es interrumpido en los puntos en que se forman los ostiolos. Se observa,
también, un espacio bien definido entre la pared interna del quiste, el endoquiste, y la
membrana plasmatica, este es de 0,06 a 0,1 um (Fig. 4.2: ¢, 4.3; 4.4y 4.15).

El ostiolo, con un diametro de 1,6 a 2,4 um, es un espacio libre de pared quistica que sirve
de puerta de salida al trofozoito naciente y permite el monitoreo del medio externo para
conocer en qué momento iniciar el desenquistamiento (Fig. 4,2: e, 4.4, 4.13 y 4.14) (Khan,

2006; Chavez-Munguia y col., 2005).
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Segun las imdgenes (Fig. 4.2: e y 4.4), en un punto se fusionan exo y endoquiste para
delimitar un espacio libre de pared, aunque la capa mas externa del exoquiste se continta
sobre esta zona que en el centro estd ocupada por el opérculo, una porciéon de 0,8 a 1,3
um de didmetro de ambas capas fusionadas, que actia a modo de tapén (Fig. 4.13 y 4.14)
(Bowers y col., 1969).

En su citoplasma el quiste conserva las organelas del trofozoito, ademas de algunos
autofagosamas de la etapa pre-quistica inmersos en un citoplasma mas denso (Fig. 4.2: d,
4.10;4.11y 4.16).

Las VEA se destacan por su contenido limpido en el citoplasma condensado, observdandose
colapsadas y rodeadas de pequefias vesiculas. Las mitocondrias, de 0,2 a 0,8 um, se
observan reducidas en tamafio pero conservando su estructura, solo que con una matriz
mucho mas densa (Fig. 4.2: c-e). Nucleo y nucléolo también reducen su tamafio, en el
quiste sus didmetros son de 2,4 umy 1,1 um, respectivamente (Fig. 4.2: d, 4.3: b, 4.11y
4.15).
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Figura 4.2: a y b microfotografias al TEM del estadio prequistico de Acanthamoeba. c-e
Quistes maduros de Acanthamoeba al TEM. AF: autofagosomas, MP: membrana
plasmatica, SA: sustancia amorfa, Exo: exoquiste, Endo: endoquiste, Os: ostiolo, VEA: -
vacuola de exclusion de agua, Mit: mitocondrias, N: nucleo, Nu: nucléolo, GL: gotas de

lipidos, Op: opérculo.



En los trofozoitos de Acanthamoeba la locomocidn se realiza por la emisiéon de
seudopodos hialinos (Khan, 2006). Ademadas, desde su superficie se forman
subseuddpodos, tipo fildpodos: proyecciones ectoplasmaticas espinosas, denominados
acantépodos, derivado del griego acanth: aguja, que es lo que le da nombre al género
(Khan, 2009; Alsan y col.,, 2005). Como muestran las imagenes obtenidas en nuestro
trabajo, ésto resulta en una amplia variabilidad de formas y tamafios en el trofozoito.
Estas prolongaciones citoplasmaticas intervienen también en la captura del alimento y su
posterior endocitosis, y en la adhesiéon de la ameba a células hospedadoras u otras
superficies (Chambers y col., 1972).

Estructuralmente la membrana plasmatica de Acanthamoeba es igual a la de otras células
eucariotas.

En nuestras micrografias se pudieron observar que numerosas mitocondrias rodean las

VEA.
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Otras micrografias (TEM) que ilustran de manera mas completa lo ya expresado

Figura 4.3: a-dQuistes TEM. 5000 aumentos; se observa exoquiste (Exo), endoquiste (Endo),

ostiolo (Os) y nucleo (N) (solo en b).
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Figura 4.4: Quiste a 6100 aumentos. En el interior del quiste, podemos visualizar gotas de

lipidos (GL), mitocondrias (Mit) y una porcion de reticulo endoplasmatico liso (REL). Exoquiste

(Exo), endoquiste (Endo), Ostiolo (Os) y Operculo (Op)
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Figura 4.5: Trofozoito de Acanthamoeba sp., tomada a 5000 aumentos, que muestra:

acantdpodos (Ac), ectoplasma (Ecto), endoplasma (Endo), vacuolas digestivas (VD) con

material en distinto grado de descomposicidn, numerosas mitocondrias (Mit) en el citoplasma.
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Figura 4.6: Trofozito, a 5000 aumentos, que muestra: Acantopodos (Ac), exoplasma (Exo),

endoplasma (Endo), numerosas mitocondrias (Mit), vacuolas digestivas (VD) de diferentes
tamafios, con contenido en distinto grado de descomposicidn en su interior. En el exterior

bacterias (Bac).
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Figura 4.7: Trofozoito a 5000 aumentos donde se observan: Acantépodos (Ac), exoplasma
(Exo), endoplasma (Endo), granulos de glucégeno (Glu), mitocondrias (Mit), vacuolas
digestivas (VD). Se distingue, aunque con poca claridad, una parte del nucleo (N) (circulo). En

el exterior, bacterias (Flecha).
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Figura 4.8: Micrografia mostrando dos trofozoitos, de diferentes tamafios, a 5000 aumentos,

donde se visualizan: acantdpodos (Ac), numerosas vacuolas digestivas (VD) y mitocondrias
(Mit). Nucleo (N), rodeado de membrana nuclear (MN), con nucléolo (Nu) central y esféricoy

en el exterior bacterias (Flechas).
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Figura 4.9: Micrografia de un prequiste a 5000 aumentos: puede observarse la sustancia

amorfa (SA) que dara origen al exoquiste, y numerosos autofagosamas (AF), inmersos en el

citoplasma de la celula en proeceso de enquistamiento.
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Figura 4.10: Quiste a 6700 aumentos. Se visualizan numerosas gotas de lipidos (GL), ubicados
en la periferia del trofozoito que estd en el interior. No se observan ostiolos. Exoquiste (Exo),

endoquiste (Endo), y algunas mitocondrias (Mit).
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Figura 4.11: Quiste a 5000 aumentos. Gran cantidad de gotas lipidos (GL) adyacentes al
endoquiste (Endo), nucleo (N) y nucléolo (Un) y presencia de dos ostiolos (Os) con opérculos

(Op).
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Figura 4.12: Quiste a 5000 aumentos. Al igual que la imagen anterior, se observa gran cantidad

de gotas de lipidos (GL).
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Figura 4.13: En esta micrografia puede visualizarse, a gran aumento (50.000) el opérculo: formado
por la fusidn de exo y endoquiste, ubicado en el centro del ostiolo, en donde actda a modo de
tapdn. Op: opérculo, Endo: endoquiste, Exo: exoquiste, MP: membrana plasmdtica, GL: gotas de

lipidos.
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Figura 4.14: Opérculo a mayor magnificacién (670.000 aumentos). Op: opérculo, Endo:

endoquiste, Exo: exoquiste, MP: membrana plasmatica, Ct: Citoplasma.
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Figura 4.15: Micrografia 2 d a mayor magnificacion. Exoquiste (Exo), Endoquiste (Endo),

Ostiolo (Os), Miticondrias (Mit), Autofagosomas (AF), vacuola de exclusién de agua (VEA),

Nucleo (N) y Nucleolo (Nu).
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Figura 4.16: Quiste, a 5000 aumentos, donde se visualizan: Exoquiste (Exo), endoquiste (Endo),

ostiolos (Os), mitondrias (Mit), gotas de lipidos (GL), y autofagosomas (AF). En algunos

sectores se pueden observar porciones del Reticulo Endoplasmico rugoso (RER) (recuadros)
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Discusion y conclusiones

El analisis de las microfotografias confirma los resultados de Bowers & Korn (1968;
1969), demostrando que la ultraestructura de los trofozoitos de Acanthamoeba no
difieren significativamente de |la de otras células eucariotas.

El quiste representa el elemento de resistencia y diseminacién. Su doble pared actua
como una barrera impermeable que aisla y protege al protozoario, permitiendole
mantener su viabilidad aun en condiciones adversas.

Como ya se sefald, se conoce que la salida del trofozoito se produce a través de
ostiolo y con remocidn del opérculo (Chamber, 1972). En esta parte del estudio,
demostramos que la técnica modificada por Costamagna, y col., 2001 para el
procesamiento de protozoos para la observaciéon por MET es adecuada para el estudio
de Acanthamoeba sp., en todos sus estadios.

El estudio del proceso de enquistamiento y desenquistamiento, tanto ultraestructural
como molecular, permitiria conocer estados o etapas de mayor vulnerabilidad de
Acanthamoeba para lograr tratamientos efectivos que conduzcan a la resolucién

favorable de los casos clinicos.
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Capitulo 5

Presencia de Trehalosa en Acanthamoeba spp.

Introduccidn:

Durante el proceso de enquistamiento varios protozoarios acumulan en su interior
disacaridos, como trehalosa y sacarosa, los que serian los responsables de aportar a los
mismos tolerancia a distintas situaciones de estrés (Gutiérrez y col., 2001).

La trehalosa (Fig 5.1) es un disacarido no reductor que puede ser sintetizado por bacterias,
hongos, plantas e insectos, pero no por mamiferos (Avonce y col.,, 2006). Se ha
demostrado que la presencia de trehalosa en las células las protege frente a dafios
producidos por la desecacién, cambios de temperatura, shock osmético y oxidacién

(Behm 1997; Maclntyre y col., 2007).

OH

HO/\G‘\O"O’OH
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bu H L

OH

Molécula de Trehalosa

Figura 5.1: Estructura molecular de la trehalosa.

En 1980 Deslauriers y col demostraron que la trehalosa era el Unico disacarido presente
en los quistes de Acanthamoeba castellanii. Este carbohidrato también esta presente en el
trofozoito, pero solo representa el 10 al15% del total de los azucares.

En Cryptococcus neoformans la sintesis de trehalosa es esencial para que este patégeno
sobreviva dentro del hospedador; las cepas en las que esta sintesis esta bloqueada

pierden su virulencia en animales de experimentacién (Petzold y col., 2006).
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El contenido de trehalosa en distintos organismos se ha testeado principalmente por
métodos enzimaticos, cromatograficos y por tinciones especificas para carbohidratos.
El Unico reporte existente de los niveles de trehalosa en Acanthamoeba se realizd por

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (Deslauriers y col., 1980).

El objetivo planteado en este capitulo fue determinar la presencia de trehalosa por

Cromatografia Gaseosa (CG), en quistes de Acanthamoeba spp.

Materiales y métodos:

Se trabajé con quistes identificados morfoldgicamente como pertenecientes al género
Acanthamoeba, cultivados en medio MYAS durante dos meses, para asegurar la obtencion
de quistes maduros. Los quistes se concentraron por centrifugacion hasta una
concentracién de 3,0 x 10* quistes/ml y se lavaron tres veces con agua destilada. Una
porcién fue sometida a sonicacion por 15 minutos a 20°C para la destruccion de los
guistes, mientras que la otra fraccidon contenia quistes intactos.

La extraccion de la trehalosa se realizé por calentamiento a 80°C durante 20 minutos en
bafio de agua, las muestras se centrifugaron conservando el sobrenadante.

Paralelamente se preparan las soluciones testigos de 0,25g/l y 1,25gl de D(+)Trehalose
dhydrate (Sigma T5251) en agua destilada.

Posteriormente 1 ml de las muestras y las soluciones testigos de trehalosa se colocan en
tubos de vidrio con tapa a rosca, se congelaron a -20°C, para someterse al proceso de
liofilizacion durante 36 h.

Al producto obtenido se le agrego 100ul de MSTFA (N-methyl-N-trimethylsilyl
trifluoroacetamide) (Fig 5.2), para su derivatizacion, y transformarlo asi en un conpuesto

volatil. Las muestras se conservaron entre 6-8°C hsta su uso.
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Estructura del MSTFA

Figura 5.2: Estructura molecular del MSTFA

La cromatografia gaseosa (GC) se realizo utilizando un equipo marca Agilent technologies,
modelo 6890N acoplado a un detector espectrometro de masas modelo 5973N en modo
scan. Se empled una columna capilar modelo HP5 MS (0.25 mm x 30 m x 0.25um). El
analisis de los datos se realizé empleando el software Chemstation/2001.

Inicialmente se analizaron por CG la solucién testigo de trehalosa derivatizada, bajo las
condiciones mencionadas anteriormente, con el fin de determinar el tiempo de retencién
y observar el espectro correspondiente a la misma. Posteriormente se realizd la
determinacién cromatografica del producto obtenido al trabajar con los quistes sonicados

y sin sonicar

Resultados

En la Fig. 5.3 se puede observar el espectro cromatografico correspondiente a la solucién
testigo de trehalosa, con un tiempo de retencién de 4,28 segundos.

En un segundo analisis cromatografico (Fig. 5.4), se realizé la determinacién de trehalosa
en quistes de Acanthamoeba enteros, sin sonicar.

La tercer corrida cromatogréfica se realizé con el producto derivatizado de los quistes de
Acanthamoeba que previos a la extraccion habian sido sonicados por un lapso de 15

minutos. Como puede observarse en la Fig. 5.5, el pico correspondiente a los derivados de
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la trehalosa se distingue por su tiempo de retencién, coincidente con el de la solucién

testigo.
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Figura 5.3: Cromatograma de la solucién testigo de trehalosa. El recuadro seiiala el pico

correspondiente a los productos derivados del disacarido, indicando su tiempo de retencion.
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Figura 5.4: Cromatograma del producto de la extraccién realizada sobre los quistes de

Acanthamoeba enteros, sin sonicar. El recuadro seiala el pico correspondiente a los derivados de
la trehalosa.
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Figura 5.5: Cromatograma del producto de la extraccién de trehalosa sobre quistes de
Acanthamoeba sonicados. El recuadro indica el pico correspondiente a los productos derivados del
disacarido.

Discusion y conclusiones

Mediante la observaciéon y andlisis de los cromatogramas obtenidos en la CG de los
productos derivatizados de la trehalosa, podemos concluir que ésta seria una metodologia
adecuada para su deteccion en quistes de Acanthamoeba sp.

Observamos que con quistes sonicados la extraccion del disacarido resultd
significativamente mas eficiente, hecho que se refleja en el incremento de la sefial en la
determinacién por GC, respecto de la sefial de los quistes enteros (sin sonicar).

La presencia de trehalosa en Acanthamoeba podria aportar, como en otros
microorganismos, una ventaja bioldgica para resistir a situaciones de estrés, lo que
permite generar hipdtesis y un amplio campo para investigar, en otro estudio mas

profundo.
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Capitulo 6

Tipificacion molecular de los aislamientos de AVL

Introduccion

La metodologia de la Reaccion en cadena de la Polimerasa, conocida como PCR
(Polymerase Chain Reaction) que fuera descripta por Mullis (1987), esta basada en la
simulacion in vitro de lo que sucede intracelularmente de manera natural, replicando el
ADN. Esta innovadora y creativa técnica, que si bien es sencilla de realizar requiere de
aparatologia especial, ha generado la necesidad de replantear la manera de tipificar, en
nuestro caso, los géneros y especies de Acanthamoeba spp., aislados durante el presente
estudio. La PCR permite obtener un gran nimero de copias a partir de un determinado
segmento de ADN, ya que luego de 20 ciclos, se obtienen, aproximadamente, un millén de
segmentos de ADN de doble cadena, (Schutzbank TE, 1994). En general, la técnica consiste
en realizar una mezcla de reactivos (Master mix) a la cual se agrega un templado de ADN,
que fuera previamente extraido de la célula que se desea estudiar (en nuestro caso
tipificar). Esta "mezcla de reacciéon” luego se somete a varios ciclos de amplificacion en un
aparato denominado Termociclador (Russell D y col., 2001). Los ciclos de la amplificacién
someten a la mezcla de reaccién a temperaturas de apertura de la doble cadena del ADN,
desnaturalizandolo para luego unir los cebadores o primers (hibridacién o annealing) y
extension de los fragmentos que fueron amplificados. Posteriormente, los productos
obtenidos (amplicones) se deben detectar por diferentes técnicas: electroforesis en geles
de poliacrilamida o agarosa, PCR-ELISA, PCR-line blot u oligocromatografia visual

(Dieffenbach CW vy col., 1993; Merino L y Giusiano, 2011).

Si bien la identificacion genérica de Acanthamoeba por microscopia Optica, es
relativamente sencilla (Page, 1967), la utilizacidon de los caracteres morfoldgicos para la
determinacién de especie es dificultosa, no es especifica y por lo tanto no es
absolutamente determinante. En 1977 Pussard y Pons propusieron una clasificacion

grupal del género basada en las caracteristicas morfoldgicas de los quistes, por lo que
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entonces el género Acanthamoeba se dividié en tres grupos en base a la morfologia y

tamano de los quistes de cada aislamiento.

Si bien esta clasificacidon fue cientificamente aceptada, fue considerada poco
confiable, ya que las caracteristicas morfoldgicas de los quistes resultaron dependientes
de las condiciones de cultivo (Sawyer y col., 1971). En la actualidad se han descripto mas
de 24 especies de Acanthamoeba identificadas Unicamente por sus caracteres

morfoldgicos (Visvesvara y col., 2007)

Con la intencién de identificar las diferentes especies de Acanthamoeba se
evaluaron criterios inmunoldgicos, bioquimicos y fisiolégicos de estas amebas sin éxito

alguno (Marciano-Cabral y col., 2003).

A fines de los 80 el descubrimiento de nuevas técnicas de biologia molecular
condujo a la realizacién de los primeros trabajos para la clasificacion del género
Acanthamoeba basados en el andlisis de su secuencia genética. (Clark y col., 1988;
Baverstock y col., 1989; Byers y col., 1990). En 1990 Johnson y col., analizaron la secuencia
del gen 18 s rDNA de algunos aislamientos de Acanthamoeba y obtuvieron un
agrupamiento que fue concordante con la clasificacidon de Pussard y Pons. Las diferencias
entre las secuencias analizadas iban de 0 a 11,9% y se definieron inicialmente cuatro
grupos de secuencias, de genotipos, denominados T1; T2; T3 y T4. Cada genotipo
mostraba un 5% o mas de diferencia en su secuencia (Khan, 2006). Posteriormente otros
grupos de trabajo sumaron mayor cantidad de cepas que se sometieron a este tipo de
analisis hasta llegar a identificar a 15 genotipos. (Stothard y col., 1998; Schroeder y col.,

2001)

Basados en el analisis de la secuencia del gen 18S rDNA el género Acanthamoeba,
actualmente, se encuentra dividido en 17 genotipos, denominados T1 a T17. En 2001
Schroeder y col., demostraron que el par de primers JDP1/JDP2 producia un amplicén

especifico para el género Acanthamoeba, y que a partir del analisis de su secuencia era
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posible la identificacion de los genotipos T1 a T17 (Stothard y col., 1998; Booton vy col.,
2005; Corsaro y col., 2010; Nuprasert y col., 2010). Este amplicon se denomind ASA.S1 por
“Acanthamoeba-specific amplimer S1” y posee un tamano de 423 a 551 pb dependiendo
del genotipo. El par de primers, JDP1/JDP2 (Schroeder y col., 2001; Booton y col., 2002)
fue utilizado en numerosos trabajos para la genotipificacion de cepas de aislamientos
ambientales y de muestras clinicas de diferentes lugares del mundo, siendo altamente
especifico para el género Acanthamoeba (De Jonckheere, 2007; Niyyati y col., 2009;

Cabello-Vilchez y col., 2014).

Por lo tanto y teniendo en cuenta los antecedentes mencionados, el objetivo de
este capitulo, fue realizar un algoritmo diagndstico para lograr la clasificacidn molecular
de las cepas de Acanthamoeba aisladas en los distintos materiales clinicos y ambientales
(recuperados para esta tesis), utilizando el par de primers JDP1/JDP2 descripto por

Schroeder y col. en 2001.

Materiales y métodos

Cepas de Acanthamoeba spp.
Se procesaron para PCR un total de 71 muestras: 17 cepas para Sarmiento, Chubut,
aisladas en otono-invierno, incluida la cepa que ya se sabia que no correspondia a
Acanthamoeba (No A no N); 40 muestras de piscinas, tanques, Arroyo Napostd y Sierra de

la Ventana y las 14 restantes correspondieron a otras provincias y casos clinicos (Tabla 5.1).
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Tabla 5.1: Sitios de muestreos y muetras procesadas para PCR.

Sitio de muestreo Cultivos realizados Cultivos positivos ADN extraido
Piscinas 84 22 21°

Tanques 14 4 3¢

A. Napostd 9 9 7°

Sierra de la Ventana 12 12 9°¢

Sarmiento (Chubut) 126 91 17*

Otras Provincias 17 12 12

Casos Clinicos 4 2 2

Total 266 152 71

* Se realizd extraccidon del material genético Unicamente de las cepas aisladas en las
estaciones de otono e invierno.

© La diferencia entre el nUmero de cultivos positivos y las extracciones realizadas se debe
a que hubo cepas que no fueron posibles de recuperar a partir de los cultivos originales.

Se trabajo con repiques de los aislamientos, en medio liquido MYAS, incubado entre 24 y
48 horas a 37 ° C. Durante la incubacion se realizaron observaciones al microscopio 6ptico,
en fresco, para trabajar con una concentracién de trofozoitos mayor del 80% en relacién a
los quistes y estadios intermedios, ya que con los quistes la extraccion del material
genético era muy dificil, probablemente debido a la gruesa pared quistica que se
demostrd, poseen (ver capitulo de ultraestructura). Para concentrar los trofozoitos se
centrifugd el cultivo, 5 veces, en tubos estériles de 15 ml con tapa a rosca. El pellet
obtenido es el que se utilizé para la extraccidn de ADN.

La metodologia empleada fue puesta a punto con una cepa de A. polyphaga ATCC,

utilizada en todas las determinaciones como control positivo.

Extraccion de material genético.

El material genético, como ya se expuso, fue extraido a partir de trofozoitos de AVL.
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La extraccion se realizé con Fenol: Cloroformo: Alcohol isoamilico.

Para cada aislamiento, se aplicé el siguiente procedimiento:

1. El pellet de trofozoitos se lavé dos veces con PBS estéril. El tampdn fosfato salino o
buffer fosfato salino (por sus siglas en inglés, PBS, de phosphate buffered saline) es una
solucién tampdn o buffer que se utiliza en investigacién bioldgica, bioquimica y de
inmunologia. Es una solucién acuosa y salina. Su osmolaridad y concentracién de iones es
semejante a la del liquido extracelular de mamiferos. Mientras que los grupos fosfato
mantienen el pH estable, la osmolaridad coincide con la del cuerpo humano (isoténico). Es
una solucidn isotdnica, no tdxica para las células de los mamiferos, y pH de 7.4.

2. La suspension celular obtenida se pasé 5 veces por aguja 21G para lisar las amebas.

3. Al lisado se la agregd Buffer de Proteinasa K (SDS 0,5%; EDTA 5 mM; Tris-HCl 10 mM) y
Proteinasa K (20mg/ml). Se incubd durante dos horas a 65°C en bafio de agua.

4. Para la extraccién de ADN se agregd una mezcla de Fenol: Cloroformo: Alcohol
Isoamilico (25:24:1).

5. Se centrifugd 10 min a 13.000g, recuperando la fase acuosa superior.

6. A esta fase se le agregé Eter Etilico saturado en agua, y posteriormente se centrifugé 2
min a 13.000 g para separar las fases, descartando la fase organica superior. Este paso se
repitio dos veces.

7. Se dejo evaporar el éter, y el pellet se suspendié en % volumen de Acetato de Amonio
7,5 My 2,5 voliumenes de etanol absoluto.

8. Los tubos se dejaron a -20°C toda la noche.

9. Luego se centrifugaron 20 min a 15.000g, se descarté el sobrenadante, y el sedimento
fue suspendido en etanol 80%.

10. Se repitio la centrifugacidn y se descarté todo el sobrenadante.

11. Los pellet secos se suspendieron en 200 pl de agua desionizada estéril. EI material

extraido se conservo a -20°C hasta la realizacion de la PCR.
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Amplificacidon por PCR (Polymerase-Chain Reaction):

La amplificaciéon por PCR se basd el protocolo publicado por Booton y col., 2002;

con algunas modificaciones.

Primers o Cebadores: se utilizo el par JDP1 / JDP2 especificos para el género
Acanthamoeba.
JDP1 (5-GGC CCA GAT CGT TTA CCG TGA A-3’)
JDP2 (5°-TCT CAC AAG CTG CTA GGG GAG TCA-3')

La mezcla de reaccién, para un volumen final de 25ul, se prepard de la siguiente
manera:
-10X Pfu buffer con MgSQ,. 2,5 ul
-dNTP mix (10 mM de cada dNTP, Fermentas, Lot: 00069752): 1,0 pl
-Primer forward (1 uM): 1,5 ul
-Primer reverse (1 uM): 1,5 pl
-Templado de ADN: 5,0 pl
-Pfu DNA polymerase (Fermentas, 2,5 u/ pl, Lot: 00081337): 0,25 pl.

Para el desarrollo de la PCR se utilizd un termociclador Biometra UNO-

Thermoblock-TM. Software version 2.73. Las condiciones de reaccidn fueron: 95°C por 3
min, seguido por 35 ciclos de 95°C por 30 seg, 54°C por 30seg, 72°C por 2min, y una

extension a 72°C por 15 min.

Para la deteccidn de los productos de la reaccidn, utilizamos electroforesis en geles

de agarosa, los cuales fueron coloreados para posteriormente proceder a la interpretacion
de los patrones de bandas obtenidos, ya que es el que mas se utiliza y era el que estaba a

nuestro alcance en el lugar de trabajo (UNS).
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Los productos de amplificacion separados en gel de agarosa (Biodynamics) al 2%,
se tifieron con 0,5 pg/ml de Bromuro de Etidio (Mo Bio Laboratories, Inc. Cat # 15006-1) y
se visualizaron bajo luz UV con un Ultra Bright transiluminador UV Maestro-GEN, Catalog

Number MLB-21, versiéon 01_10.

Como marcador de peso molecular se utiliz6 100 pb, DNA Ladder (Mo Bio

Laboratories, Inc. Catalog# 17100-40).

Siembra en el gel: se sembraron 5 calles L: ladder, CP1: control positivo 1, CP2:

control positivo 2, CN: control negativo, AP: Acanthamoeba polyphaga ATCC (Control

positivo) (Fig. 6.1).

L CP1 CP2 CN AP

Figura 6.1: Gel de agarosa en donde se muestran L: ladder, CP1: control positivol, CP2:
control positivo 2, CN: control negativo y AP: Acanthamoeba polyphaga ATCC como
control positivo.

Elaboracion de Algoritmo diagnéstico.

Se realizé un screening de las cepas aisladas con el par de cebadores (primers) JDP1
/ JDP2, con material genético extraido mediante el protocolo detallado bajo las

condiciones mencionadas anteriormente.
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Se considerd PCR positiva cuando se visualizd en el gel de agarosa una banda de
material genético ubicada entre los 423 a 551 pb correspondiente al segmento ASA.S1, y

PCR negativa cuando no se observé banda del tamafio mencionado.

A las cepas con PCR negativa después de este primer tamizaje se les repitio la
extraccion de material genético, utilizando el Kit comercial Quick-gDNA™ MiniPrep de
ZYMO RESEARCH vy la PCR bajo las mismas condiciones de reaccidon sefialadas

anteriormente.

A las cepas que continuaron siendo negativas, se les aplicd la PCR en las mismas

condiciones pero con una dilucién 1/10 (Dil 1/10) de sus extractos como templado.

A las cepas con PCR negativa hasta este punto se les repitid la técnica con el
templado sin diluir pero utilizando la enzima Go Taq polymerase.

La metodologia empleada y los diferentes procedimientos utilizados, se
resumieron para la elaboracion de una propuesta de algoritmo diagndstico, util para

realizar las identificaciones moleculares de las cepas de AVL aisladas (Fig. 6.2).

4+ ) Acanthamoeba spp
Extraccionl H PCR <
AN

O =) Acenthamoeia spp
2 i -
Tetraccionkis | {pcr A7) Acanthomocba spp

O o] fren 1
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N
,

-
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Sin cenfirmacian
molccularde gencro

Figura 6.2: Algoritmo diagndstico empleado en esta tesis para la tipificacion molecular de AVL.
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Resultados

De los 152 aislamientos positivos para AVL realizados mediante métodos morfoldgicos,
sélo se procesaron para tipificar genéticamente 71 cepas (46,7%), aplicando el algoritmo
descripto precedentemente. La diferencia entre el nimero de cultivos positivos y las
tipificaciones realizadas se debié a que hubo 81 cepas (53,3%) que no se pudieron
recuperar a partir de los cultivos originales.

De las 71 extracciones, la PCR resultd positiva para 59 aislamientos, confirmandose

asi la clasificacion morfoldgica asignada de pertenencia al género Acanthamoeba en el
83,1% de las muestras de aisladas. Cinco cepas quedaron sin confirmacién molecular de
género (7,04%) y en 7 (9,86%) no hubo recuperacion del ADN extraido. Para estas 12
cepas donde no se extrajo DNA ("negativas™) (16,9%) se realizaron duplicados con
idénticos resultados. La cepa denominada No A no N es estudiada en el Capitulo 7 de esta
tesis.

En la Tabla 5.1l se detallan los resultados obtenidos a partir de los de los distintos

aislamientos.
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TABLA 5.1I: Distribucidn de los aislamientos y resultados de PCR para cada uno de los mismos.

Sitio de Cultivos Cultivos ADN PCR recu S::acién
muestreo realizados positivos extraido P
(+) () de ADN
Piscinas 84 22 21° 19 - 2
Tanques 14 4 3¢ 2 -- 1
A. Naposta 9 9 7° 7 --
Sierra de la 1 12 go 6 5 1
Ventana
Sarmiento X x
(Chubut) 126 91 17 15 1 1
Ot'ras' 17 12 12 8 2 2
Provincias
C,as_os 4 2 2 2 -- -
Clinicos
Total 266 152 71 59 5° 7

¥ Se realiz6 extraccion del material genético Unicamente de las cepas aisladas en las estaciones de otofio e

invierno.

o La diferencia entre el nimero de cultivos positivos y las extracciones realizadas se debe a que hubo cepas

que no fueron posibles de recuperar a partir de los cultivos originales.

X . ;. . Y ; .
Aqui esta incluida la cepa “No A No N”, que si bien no se corresponde morfolégicamente a Acanthamoeba,
era pertinente realizar PCR para comprobar lo observado microscdpicamente.

° sin confirmacién molecular de género.

En las Fig. 6.1 y 6.3 se muestran distintas corridas electroforéticas de las muestras
aisladas, aplicando el algoritmo diagnostico disefado.
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Figura 6.3: Corrida electroforética de los productos de la PCR. L: Ladder, marcador de peso
molecular; QA: Cepa asilada de una caso de QA; AP: Acanthamoeba polyphaga; NoA: No A no N;
CR: control de reactivos; CP: Control positivo. Dil indica que el material genético fue diluido
previamente a ser utilizado como templado para la PCR.

Para 5 cepas (Ver Tabla 5.1ll) se les realizdé secuenciacién y posterior andlisis por Blat,
cuyos resultados se muestran en la Tabla 5.1Il.

TABLA 5.11I: Resultados de purificacién-secuenciacidn y analisis por Blat correspondientes

a 5 cepas.
Cepa % de Identidad GENOTIPO Especie relacionada

4 99% (9e-76) - A. castellani

98% (7e-112) T4
33 98% (8e-76) T5

99% (1e-89) A. lenticulata
QA 100% (1le-69) T4 Acanthamoeba sp.
39 97 % (3e-105) T15 A. jacobsi
41 99% (5e-73) T4
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La cepa asilada del caso de QA correspondié a genotipo T4, lo cual concuerda con la
literatura consultada, ya que le adjudican a T4 la mayoria de los casos de queratitis.
(Schroeder y col., 2001; Zhang y col., 2004; Maghsood y col., 2005; De Jonckheere, 2007;
Niyyati y col., 2009; Cabello-Vilchez y col., 2014)

Los genotipos T5 y T15 fueron aislados a partir de muestras de aguas naturales, lo que
también concuerda con la bibliografia, que sefiala que estos genotipos han sido aislados
de distintas muestras ambientales en diferentes partes del mundo (Brasil, Turquia, entre

otros) (Tsvetkova y col., 2004; De Jonckheere, 2007)

Discusion y conclusiones:

La puesta a punto de la metodologia de extraccidn presentd varios inconvenientes. En las
primeras experiencias no fue posible lograr la extracciéon del material genético con la
técnica de fenol-cloroformo convencional. Por esta razén, después de probar varios
protocolos se establecié el que se detallé precedentemente, que posee como variante un
paso adicional de ruptura de las células haciéndolas pasar por una aguja 25G cinco veces,
y ademas se duplico la concentracion de Proteinasa K que se aplica antes de la extraccion

con solventes.

-Antes de realizar la extraccidn, los cultivos fueron controlados por observacién en fresco
al microscopio Optico, para asegurar una buena concentracion de trofozoitos, debido a

gue la_extraccién de material genético a partir de los quistes no resultd efectiva,

probablemente debido a la gruesa cubierta quistica que pudimos documentar por TEM

(cap 4 de la presente Tesis).

-A pesar de que otros autores (Niyyati y col., 2009) afirman que el protocolo aplicado para

estos protozoos es altamente sensible y que con sélo un trofozoito es posible aislar DNA,
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en nuestra experiencia, fue necesario concentrar los cultivos para lograr recuperar una

buena cantidad de material genético.

Con estos ensayos se confirmé la ubicacién taxondmica de 59 aislamientos dentro de
género Acanthamoeba. De esta manera, fue posible comprobar la clasificacién realizada
previamente por caracteristicas morfoldgicas, en el 83,1% de las cepas aisladas en los
diferentes sectores de Argentina estudiados en esta Tesis, posiciondndolos como

Acanthamoeba spp.

-Para la genotipificacion del 16,9% de muestras negativas, serd necesaria la purificacién y
secuenciacion de los productos de la PRC utilizando las técnicas moleculares pertinentes,
lo que sera considerado en una futura linea de trabajo que incluya los temas derivados de

la presente tesis.

-Los aislamientos y el material genético se conservan a temperatura ambiente y a -20°C,
respectivamente, en la Catedra de Parasitologia Clinica del Departamento de Biologia,
Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional del Sur, para futuras investigaciones

propias o en colaboracidn con otros Grupos de Investigacion que lo deseen.
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Capitulo 7

Cepa “No A no N” y particulas virales endosimbiontes

7.1.CepaNoAnoN

Introduccion

Como parte de un muestreo de aguas de Argentina para la busqueda de Amebas de Vida
Libre (AVL), en diciembre de 2009 se concurrié a la pileta Municipal de la localidad de
Sarmiento, Provincia del Chubut, de uso recreacional, cubierta y que se llena con agua

corriente, cuya temperatura oscila entre 26 y 30°C.

Se colectaron muestras de agua de la superficie, del fondo y de raspado de pared de la

piscina.

Las muestras de superficie, y raspado de pared resultaron negativas para la busqueda de

AVL, mientras que en la muestra de fondo se obtuvo cultivo positivo.

La AVL aislada fue morfolégicamente diferente de las aisladas hasta el momento. La
ausencia de acantépodos indicaba que no pertenecia al género Acanthamoeba y como la
prueba de transformacién ameboflagelar fue negativa, se descarté su pertenencia al
género Naegleria; por lo que, al no tener certeza de género, decidimos denominarla Cepa
“No A no N”, indicando que no se trataria ni de Acanthamoeba spp., ni de Naegleria spp.

(Ver Capitulo 2).

Desde el punto de vista morfoldgico, esta AVL no pertenece a ningln género conocido,
por lo que, su caracterizacion molecular queda planteada para una tesis posdoctoral u
otro proyecto de investigacion futuro. Lo que si podemos asegurar es el valor del hallazgo,

no solo de la cepa en cuestidn, sino de su virus endosimbiontes, que no integra el espectro
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de virus conocidos, lo que puede ser muy relevante en Salud Publica, no solo humana sino
también animal. Es por ello que su caracterizacion total también requeriria un estudio mas

profundo que excede a los objetivos de esta tesis.

Materiales y Métodos

Aislamiento de la cepa

La siembra para el aislamiento inicial de esta cepa, fue realizada, al igual que para el resto
de las AVL recuperadas de las diferentes muestras de agua, por siembra en medio Agar No
Nutritivo (ANN).

La cepa “No A No N” fue repicada en medio liquido MYAS, con una suspensiéon de
bacterias, e incubada a 37°C, con la finalidad de disponer de material suficiente para

realizar los estudios tendientes a su identificacion a nivel de género.

Microscopia dptica

Se trabajo con preparados en fresco, obtenidos a partir de cultivos en ANN, de la cepa en
cuestion. Se observaron con objetivos secos y de inmersidon en microscopio 6ptico. Se
midieron trofozoitos y quistes con ocular micrométrico, y se registraron imagenes

fotograficas de los mismos.

Imagenes adquiridas por Microscopia de Contraste Diferencial Interferencial (DIC

Nomarski)

El DIC es una técnica de contraste de fases que produce imagenes con un efecto 6ptico
caracteristico de relieve “3-D”. En estas imdagenes se pueden visualizar estructuras
transparentes debido a los cambios del indice de refraccidn. A diferencia de la técnica de
contraste de fases convencional, la cual se basa en cambios de la longitud del camino

Optico, el DIC esta basado en el gradiente de la longitud del camino éptico (promedio de
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cambio en la longitud de onda del filo ptico). Los gradientes repentinos producen el alto
contraste y el efecto de relieve 3-D que es caracteristico del DIC.

El contraste en las imagenes DIC es producido exclusivamente a través de un efecto
Optico. Esta técnica por lo tanto, es ideal para especimenes vivos sin tefir (por ejemplo,
cultivos celulares, embriones, frotis sanguineos, diatomeas, protozoarios). El DIC brinda
informacion morfolégica sin la necesidad de usar tintes potencialmente todxicos y
fluordforos. Sin embargo, el DIC se usa con frecuencia en asociacion con fluorescencia

para revelar caracteristicas morfoldgicas del espécimen.
Se registraron imagenes de trofozoitos y quistes del aislamiento a partir de preparados en
fresco de la cepa en medio MYAS, utilizando un microscopio Leica Microsystems

Heidelberg GmbH.

Microscopia Electrénica de Transmision (TEM). Descripcion ultraestructural de trofozoitos

y / 0 quistes

La microscopia electrénica se realizé sobre un concentrado de la cepa en medio MYAS, de
la misma manera que se realizd para documentar la ultraestructura de Acanthamoeba
spp. y que fue descripta en el capitulo 4, por lo cual no la reiteramos aqui.

Las observaciones fueron realizadas utilizando un microscopio electréonico de transmisién
marca JEOL modelo 100 CXIl a 80 KV. Las micrografias fueron tomadas con SO-163 Kodak

electron Image-film.

Resultados

Esta cepa “No A No N” de AVL, crecié normalmente en el medio ANN, manteniendo todas
sus caracteristicas morfoldgicas, tanto en quistes como en trofozoitos, e inclusive, un
hallazgo muy importante, fue la observacién (Ver TEM) de particulas compatibles con

virus, que se preservaron en los sub-cultivos.
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Al microscopio 6ptico (MO) se observaron trofozoitos, con un diametro medio de 32,0 +
3,5 um, con movimiento eruptivo por emision de seuddépodos anchos formados por
citoplasma hialino, sin la formacién de acantépodos. Presentaron nucleos vesiculares,
observandose en nimero variable de 1 a 2 por célula. El citoplasma presenté numerosas
vacuolas y se observd rodeado externamente por una capa refringente (Fig. 7.1. a).

Los quistes se observaron esféricos, rodeados por una gruesa pared refringente, de
tamano variable, entre 12,5y 22,5 um de didmetro. En ellos el nimero de nucleos fue de
1 a 4, estos se observaron con la cromatina compacta, central y esférica (Fig. 7.1. b).

Las imagenes obtenidas por microscopia confocal, imagenes DIC, confirman las

caracteristicas descriptas por microscopia éptica (Fig. 7.1. cy d).

a b c d
Figura 7.1. Imagen a, muestra un trofozoito, donde se visualizan los dos nucleos y la ausencia de
acantépodos. Imagen b, muestra tres quistes, uno de ellos con tres nucleos. (Barras: 10 micras).

Imagenes c y d, muestran trofozoito y quiste respectivamente en microscopio confocal.

TEM: solo se lograron imdagenes de quistes, con didmetro de 10,0 a 13,3 um, rodeados por
una pared doble, la mas externa gruesa, y la interna delgada y electrodensa. En nuestras
micrografias observamos un solo nucleo por célula con un didmetro de 3,6 um, con
cromatina compacta central, de 2,3 um de didmetro, con abundantes granulos entre esta
y la membrana nuclear (Fig. 7.2). En su citoplasma se observaron numerosas vacuolas
conteniendo material amorfo y abundantes mitocondrias de 0,8 a 1,3 um de didmetro. Al

realizar micrografias a mayor aumento se pudieron observar numerosas inclusiones

170



citoplasmaticas, de alrededor de 0.22 um de didmetro, compatibles morfolégicamente

con particulas virales (Fig. 7.2 y 7.3).

Figura 7.2: Micrografias al TEM de quiste entero para ver la pared (a), otro quiste donde se puede
ver el nucleo y otros componentes citoplasmaticos (b), y por ultimo una ampliacion del ntcleo (c)
rodeado de una cisterna nuclear (Flecha). En las tres imdgenes se visualizan, en el contenido
quistico, pequefias inclusiones citoplasmaticas, esféricas, compatibles morfolégicamente con

particulas virales.

Figura 7.3: citoplasma de la Fig. 2, donde se observan, a mayor magnificacidn, las inclusiones

citoplasmaticas, esféricas, compatibles morfolégicamente con particulas virales (Flecha).
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Discusion y conclusiones:

Como los estudios morfolégicos realizados no permitieron identificar el género de esta
AVL, la caracterizacién de la cepa “No A No N” serd motivo de estudio en el futuro, como

ya se indicé precedentemente.

7. 2. Caracterizacion preliminar de las estructuras citoplasmaticas compatibles con

morfologia viral

Fraccionamiento sub-celular para obtener particulas virales endosimbiontes

Una caracteristica estructural de los virus es que constituyen verdaderas particulas
microscépicas y, en consecuencia, puede usarse dicha caracteristica para aislar las mismas
por centrifugacion diferencial. Una vez aisladas, dichas particulas deberian mantener una
forma y tamafio compatibles con lo observado por TEM realizadas a partir de los cortes
microtdmicos de los trofozoitos. Con esta légica se procedid al fraccionamiento sub-
celular de los trofozoitos provenientes de cultivo.

Con el objetivo de aislar las particulas virales endosimbiontes descriptas (Fig. 7.2 y 7.3), un
concentrado de los trofozoitos de la cepa “No A No N”, fue sometido al protocolo de
centrifugacion diferencial, separando asi distintos componentes sub-celulares hasta
obtener en el Ultimo concentrado las particulas virales purificadas, a partir del cual se
realizaron micrografias al TEM. Para ello, se realizé el fraccionamiento sub-celular de los
trofozoitos (Chlapowski, 1971), para analizar por TEM, y aplicar técnicas de biologia
molecular a las distintas fracciones, siguiendo los siguientes pasos:

Se trabajé con cultivos de trofozoitos en medio liquido MYAS, los que fueron

concentrados por centrifugacidén a 2000 rpm durante 10 min.
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El pellet obtenido se lavd con dos volumenes de solucion SMT (Sucrosa 0,25M, MgS0O,
0,002M vy Tris 0,005M) fria. Luego de los lavados se llevd a un volumen de
aproximadamente 15 ml con la misma solucién y se homogenizd manualmente.
Posteriormente se centrifugd en ultracentrifuga durante 15 min a 2000 g. En el pellet se
guedaron los nucleos, y el sobrenadante volvié a centrifugarse, pero esta vez a 12.500 g
durante 25 min. Se conservo el sobrenadante para centrifugarlo nuevamente a 100.000 g
durante 70 min. En el pellet obtenido de esta centrifugacién se concentraron las particulas
virales, y se descartd el sobrenadante. Con el pellet final obtenido, luego del
fraccionamiento subcelular, para realizar observaciones al TEM, se procedié segun la

técnica publicada por Costamagna et al, 1996, y detallada en el Cap. 4.

En estas imdagenes se confirmd la similitud morfolégica de las particulas aisladas con
particulas virales, aunque en las microfotografias (Fig. 7.4) la morfologia viral se presenta
alterada (respecto de lo observado en las Fig. 7.2 y 7.3) en relacién con las particulas
citoplasmaticas, probablemente debido al proceso de fraccionamiento subcelular. De
todas maneras es destacable la congruencia en el tamafio y la caracteristica particulada de

las estructuras observadas, aportando indicios de la naturaleza viral de las mismas.

Figura 7.4: Particulas virales (obtenidas al TEM) del ultimo pellet de la centrifugacion direfencial.

La informacion obtenida sobre la cepa “No A No N” a partir de los estudios morfoldgicos
realizados, tanto por MO como por TEM, no fue suficiente para clasificar esta AVL. Sus

caracteristicas estructurales no resultaron coincidentes con las AVL descriptas en la
173



literatura consultada (Michael y col., 2006; Corsaroa y col., 2010; Michel y col., 2006;
Bromn y col.,2007; Walochnik y col., 2009; Smirnov y col., 2000, Dylova y col., 2005).

Los trabajos tendientes a la tipificacion de las particulas virales endosimbiontes se
iniciaron en nuestro laboratorio de la Cdtedra de Parasitologia Clinica de la Universidad
Nacional del Sur (UNS), con la colaboracién del Dr. José Luis Lopez de la Catedra de
Virologia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Buenos

Aires (UBA).

Inicialmente sumamos esta cepa al screening molecular (PCR) que se realizd para
confirmar la pertenencia o no al género Acanthamoeba, detallado en el Capitulo 6, con el
par de primer JDP1 / JDP2. En la corrida electroforética de los productos de la PCR

realizada no se evidencié ningun tipo de banda para esta cepa. La ausencia de producto de

PCR en las condiciones utilizadas en nuestro trabajo sugiere que la especificidad
nucleotidica del gen RNAr 18S de nuestra AVL podria ser diferente de aquella de los
cebadores utilizados. Esto sumaria evidencias respecto de la desconocida filiacion del

microorganismo en estudio.

Dados los resultados obtenidos, luego se realizé la PCR pero con el par de primers SSU1 /
SSU2, que permite la amplificacion de una porcién del 18s RNA de eucariotas, y que a
través de su posterior secuenciacidon permite la identificacion de la especie. Se trabajé con

un concentrado de quistes y trofozoitos de la cepa en medio liquido MYAS.

El protocolo de extracién que se aplicd, fue el siguiente:

Los trofozoitos y quistes concentrados se resuspendieron en Buffer TE (10 mM Tris-HCl,
pH 8.0; 1 mM EDTA, pH 8.0) en un volumen no mayor a 400 pl. Se afiadié igual volumen
de Fenol equilibrado pH8 y se centrifugd a maxima velocidad durante diez minutos. Se
recuperd la fase acuosa superior y se afadié igual volumen de Fenol-cloroformo-alcohol

isoamilico (25:24:1 - v/v). Nuevamente se centrifugd a maxima velocidad para recuperar la
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fase acuosa superior. A ésta se le agregd igual volumen de Cloroformo-alcohol isoamilico
24:1 (v/v). Se recupero la fase acuosa y se agregd 0,1 volimenes de Acetato de Sodio 3 M
pH 5,2; se mezcld suavemente y se afadieron 2,5 volimenes de etanol 96° pre-enfriado a
-20°C. Se dejoé reposar toda la noche a -20°C. Posteriormente se centrifugd a 14.000 rpm
durante 30 min, se removid el etanol con cuidado, y se agregaron 500 pl de etanol 70%
pre-enfriado a -20°C. Se centrifugd nuevamente y se removié completamente el etanol.
Por ultimo el pellet obtenido se resuspendié en agua bidestilada estéril, y se conservé a

-20°C hasta su utilizacion.

Para la PCR se utilizd la enzima Go Tag polymerase (/nvitrogen). (Coctel de amplificacidn
(vf 25 ml): 5X Green buffer (7,5mM MgCl,), dNTP mix (10mM c/u), Primers (10pmol/ul),
Go Taq polymerase (1,25 U), agua destilada csp 20ul, templado 5ul).

Las condiciones de reaccion fueron: 95°C durante 2 min, 30 ciclos: 94°C por 30 seg, 53 °C

por 30 segy 72 °C 3 min 30 seg. Por ultimo, un paso final a 72°C durante 15 min.

Los productos de la PCR se corrieron en un gel de agarosa al 0,8%, y se revelaron con SYBR

Safe DNA gel stain (/nvitrogen).

Previo a la realizacién los ensayos, se realizé una corrida de una dilucién del extracto para
confirmar la presencia de material genético. Se observé material solo en el extracto de los
trofozoitos, no se detectd material genético de los quistes, por lo que podemos decir que
éstos no representan un buen material de partida para la PCR, al menos en las condiciones
de extraccion utilizadas aqui.

Luego de la PCR, en la corrida de los productos, solo se observaron bandas en las calles
que corresponden a los trofozoitos, en las que se observaron varias bandas, una de las
cuales poseia un tamano aproximado de 2500 pb, lo que coincide con lo esperado para
amebas. Esta banda deberia haberse purificado y secuenciado para su identificacién, paso

qgue no pudo realizarse por falta de recursos econédmicos.
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Con el objeto de aumentar la especificad de la PCR se diseid un par de primer
denominado JL1 (5'- TTA AGC CAT GCA TGT CTA AG-3"); JL2 (5'-CTG TGA TCG CCT TCA GAT
G-3’) especifico para el 18S de un amplio grupo de amebas, e incluso para otros parasitos
(como Trichinella sp.).

El material genético se extrajo como se detalla en el Capitulo 6. Para este protocolo se
utilizé la enzima Pfu DNA polymerase (Coctel de reaccion (vf 25 ml): Pfu buffer (20 mM
MgCl,), dNTP mix 10mM c/u, primers 1uM, Pfu DNA Pol 1,25u/50ul, agua destilada csp
20ul y templado 5pl); las condiciones de reaccion fueron: 3 min 95°C, 35 ciclos de 30 seg a
95°C, 30 seg a 50°C y 2 min a 72°C y por ultimo 15 min 72°C. La cepa A. polyphaga ATCC,
se utilizé6 como control positivo. La corrida electroforética de los productos de la PCR no
reveld ninguna banda ni en la cepa control, ni en la de estudio. Por esta razén se precedid
a modificar la temperatura de annealing del programa de ciclado, disminuyéndola a 45°C.
Con este nuevo protocolo se pudo observar una banda de material amplificado,
aproximadamente 500 pb, en la cepa que corresponde al control positivo, pero no en la
cepa NoAno N.

Una vez puesto a punto el programa de ciclado se aplicé al material extraido del
concentrado de los nucleos de la ameba que se obtuvieron luego del fraccionamiento

subcelular y al material extraido de la célula entera.

Previo a la PCR se realizaron diluciones del templado desde 1/10 hasta 1/10.000. En este
caso se obtuvo una sola banda para el material extraido del concentrado de nucleos, y
cuatro bandas sobre el material extraido de la célula entera, en ambos casos las bandas se

observaron en las diluciones 1/10 y 1/100 de cada templado (Fig.7.5).
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Figura 7.5: PCR de diluciones del templado. Dil NU: Dilucion del extracto de ADN concentrado del

Nucleo. Dil CE: Dilucion del extracto de Celulas Enteras.

El paso siguiente seria la purificacion y secuenciacidn de estos segmentos, cuya realizacién
gueda planteada para futuros estudios pues escapan a los objetivos de esta tesis. La cepa
“No A No N” y las particulas virales (endosimbiontes), fueron hallazgos sobre los cuales
trabajamos en una etapa inicial, pero cuyo estudio requiere mayor equipamiento y un

trabajo mas profundo.

Con referencia a la identificacion del virus: Los virus asociados a las amebas se han
ubicado en la clase de grandes virus DNA nucleo-citoplasmatico. Por su biologia, las
amebas pueden intercambiar genes con los organismos ingeridos y facilitar la

transferencia lateral de genes (Raoult y col., 2010).

En este punto se trabajé con el extracto semipurificado de particulas virales que se obtuvo

luego de la centrifugacién diferencial de un concentrado de trofozoitos en medio liquido.

A partir de estos virus semipurificados se extrajo acido nucleico usando el método de
proteinasa K y cloroformo, detallado en el capitulo 6. Los genomas purificados fueron

amplificados al azar (RAPD con seis primers de la serie Operon). Los productos de la
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amplificacion fueron clonados molecularmente y secuenciados. Finalmente las secuencias
nucleotidicas fueron analizadas por BLAST [Nucleotide Blast; Highly similar sequenses
(megablast) y Protein Blast (protein-protein BLAST o PSI-BLAST: position-specific Iterated

BLAST)] para encontrar genes homadlogos depositados en las bases de datos.

Como mencionamos, las microfotografias al TEM mostraron particulas virales
intracelulares, esféricas, aparentemente envueltas, con un tamano entre 200 y 300 nm.
Dicha morfologia fue similar a la observada en las microfotografias realizadas luego del
fraccionamiento subcelular. Entre las secuencias nucleotidicas amplificadas al azar,
particularmente aquella del clon molecular VARAPD-4 (aprox. 1000pb), mostrd, en su
extremo 5°, un 49% de cobertura y 80 % de identidad con Stealth Virus 1 (clon 3B43);
[lamativamente, entre el 91-96 % del mismo clon mostré una identidad del 85% con RNA
23S de diferentes bacterias. Stealth Virus 1 (un Citomegalovirus de mono verde africano
modificado) ha sido descripto parcialmente y contiene genoma bacteriano incorporado.
Por otro lado, el clon VARAPD-2 (ORF2-5'3") mostré un 62% de cobertura y 55% de

identidad con la glicoproteina B de Pan troglodytes cytomegalovirus 2.2.
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Figura 7.6. Resultados del analisis de BLAST-n frente a la base de datos de “dsDNA viruses, no RNA

stage
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Los resultados mostrados aportan evidencias de la presencia de un virus con genoma

quimérico, compatible con descripciones previas de los grandes virus de DNA nucleo-
citoplasmaticos. Una mayor descripciéon genética de este virus es necesaria para su

filiacion.

Este hallazgo, doble ya que por un lado se aisla una AVL no identificada hasta el momento
(cepa “No A No N”) y un endosimbionte viral (virus quimérico), amerita la realizacion a la
brevedad de otro trabajo de Tesis Doctoral, debido a su potencial rol en la salud humana

y/o animal.
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CONCLUSIONES GENERALES

Durante el tiempo en que se realizé este trabajo de tesis se anlizaron un total de
275 muestras de aguas de diferentes fuentes, aislando especies pertenecientes al

género Acanthamoeba en el 92,6% de los casos.

Nuestros hallazgos apoyan la denominacidn de ubicuista para estas AVL.

Demostramos su resistencia y permanencia frente a condiciones climaticas
extremas, y su presencia tanto en aguas tratadas por cloracién, como en aguas sin

ningun tratamiento.

La metodologia de aislamiento en ANN descripta por Page en 1976, es la que se
utiliza en la actualidad, y las que nos permitié identificar al género Acanthamoeba
como el predominante en las aguas del Sudoeste Bonaerense, en la localidad de
Sarmiento, provincia del Chubut, y en las provincia de Argentina cuyas aguas

fueron analizadas.

En el periodo 2009-2012 re recibieron 4 casos de posible QA, confirmandose
Acanthamoeba como agente etioldgico en dos de ellos. Esto demuestra la
importancia de considerar estos agentes como alternativa ante el diagnostico
diferencial y de implementar técnicas de aislamiento para confirmacidn del mismo;
ya que un diagndstico rapido y certero permite un tratamiento efectivo y previene
acciones drasticas como la enucleacidon o el trasplante de cdrnea. Este tipo de

diagndstico de certeza, no requiere de laboratorios de alta complejidad.

El conocimiento de la presencia de estos pardsitos en el ambiente que nos rodea,
nos obliga como profesionales de la salud a alertar a los usuarios de lentes de
contacto sobre el uso y cuidados adecuados de las mismas, con el objeto de que
disminuyan las posibilidades de contraer queratitis por Acanthamoeba o por

cualquier otro agente.
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Se estudid la resistencia de las cepas aisladas frente a diferentes desinfectantes y a
soluciones multiuso para limpieza de lentes de contacto, demostrando la elevada
resistencia que estos microorganismos presentan a todas las sustancia testeadas,

lo cual también concuerda con la bibliografia consultada.

Para su andlisis ultraestructural se modificé la técnica publicada por Costamagna y
col., 2001, siendo adecuada para el estudio de estos protozoos. El analisis de las
microfotografias obtenidas mostré que la ultraestructura de estos protozoos no
difiere significativamente de la de otras células eucariotas. A su vez estas imagenes
permitieron la visualizacién de endosimbiontes y particulas virales en la cepa
denominada no A, no N, que derivaron hacia nuevas lineas para estudios futuros.
Ultraestructuralmente se confirmd la presencia de una gruesa pared quistica,
aparentemente responsable de su resistencia, y se detectd, por Cromatografia
Gaseosa, la presencia de trehalosa; lo que significaria una ventaja bioldgica para
resistir a condiciones de estrés, lo que también sienta las bases para estudios mas

profundos que escapan a los objetivos de esta tesis.

Si bien la implementacidn de técnicas de biologia molecular, PCR, resultd ser uno
de los objetivos mas dificiles de cumplir de esta tesis dada la complejidad de su
puesta a punto, se logré confirmar la ubicacién taxondmica de 59 aislamientos,

sentando las bases para futuras investigaciones.

Con este trabajo se demuestra, entonces, que el género Acanthamoeba es el

aislado con mayor frecuencia en diferentes aguas de la ciudad de Bahia Blanca,

Sarmiento y otras provincias muestreadas.

181



e Se detercto la presencia de Trehalosa por cromatografia gaseosa, en quiestes, lo
que estaria relacionado con la gran resistencia, de Acanthamoeba, en medio

ambiente extremo.

e Se demostré presencia de un virus quimérico en una cepa de AVL, con
caracteristicas diferentes a Acanthamoeba y Naegleria, cepa que fue denominada

No A No N, lo que deja abierto un camino para nuevos estudios en AV.
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