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Parasitologia
Identificacion de aislados de Acanthamoeba spp mantenidos en el
laboratorio de amibiasis-UCV, mediante PCR-RFLP

Fecha de recepcion: 20/10/2015
Fecha de aceptacién: 19/02/2016

Dentro del género Acanthamoeba existen especies relacionadas con patologias presentes en
los humanos. Su identificacion y clasificacion se realizaba por morfologia, pero es subjetiva y
de baja sensibilidad y especificidad. Por ésto, es importante incorporar herramientas de biologia
molecular. El objetivo de esta investigacion fue caracterizar molecular y morfolégicamente 24
aislados de Acanthamoeba, mantenidos en el Laboratorio de Amibiasis-Escuela de Bioanalisis-
UCV, mediante PCR-RFLP (Hinffl, Hhal y Haelll), previamente identificados morfolégicamente
como Acanthamoeba (Pussard y Pons 1977). Ningun aislado pertenecié al grupo |. De los 24
aislados, 45,8% presento caracteristicas morfolégicas compatibles con el grupo Il, 45,8% con el
grupo Il 'y 8,4% con ambos grupos. Molecularmente, 50% de los aislados amplificaron
productos de 900 pb y 50% de 700 pb. Los aislados del grupo Ill, no se pudieron caracterizar
molecularmente por PCR-RFLP, ya que el patréon de digestion no coincidid con patrones
previamente publicados. Solo se identificd el 33% de los aislados resultando: A. polyphaga (A9,
A12, A13, A14), A. castellanii (A26, A27, A28 y A29) y A. castellanii o A. polyphaga (A15, A25
y A30). Las especies identificadas coinciden con las patégenas mas comunmente descritas en
la literatura.

Palabras Claves:Amibas de vida libre; Acanthamoeba spp; PCR-RFLP.

Title
Identification of Acanthamoeba spp. isolates maintained at the amibiasis laboratory of
Universidad Central de Venezuela, USING PCR-RFLP

Abstract

Acanthamoeba genus includes some species related to pathology in humans. Their identification
and classification was made by morphology, but it is a subjective technique and has low
sensitivity and specificity. For these reasons, it is important to incorporate molecular tools. The
objective of this research was to characterize morphologic and molecular features of 24
Acanthamoeba isolates, maintained at Laboratorio de Amibiasis-Escuela of Bioanalisis-UCV,
previously identified as Acanthamoeba, using light microscopy and morphological criteria
according to Pussard and Pons, 1977 and PCR-RFLP (Hinffl, Hhal and Haelll) respectively.
Morphologically, none of the strains belonged to group |. 45.8% of all isolates presented
compatible morphology with Group I, other 45.8% with group Il and 8.4% with both groups.
Molecularly, 50% of the isolates amplified a 900 pb product and the other 50%, a 700 pb
product. Isolates of Group Ill could not be molecularly characterized by PCR-RFLP, since the
digestion pattern have no coincidence with previous reports. Only 33% of strains were finally
identified: A. polyphaga (A9, A12, A13, A14), A. castellanii (A26, A27, A28 and A29) and A.
castellanii or A. polyphaga (A15, A25 and A30). The identified species are consistent with the
most common pathogens described at the literature. Key words: Free living amoebae;
Acanthamoeba spp; PCR-RFLP.

Key Word
Free living amoebae; Acanthamoeba spp; PCR-RFLP

Introduccion

Las Amibas de Vida Libre (AVL) son protozoarios que se encuentran ampliamente distribuidos
en la naturaleza("). Algunas especies se han encontrado causando enfermedades del sistema

nervioso central, asi como Ulceras comeales () y conjuntivitis (3). Hasta ahora se han reportado
como agentes causales de enfermedad en humanos: Naegleria fowleri, varias especies del
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género Acanthamoeba, Balamuthia mandrillaris (2'4), Sappinia pedata (5), de la cual sélo se ha
reportado un caso, un caso de Meningoencefalitis producida por Paravahlkampfia francinae () y
un caso de keratitis atipica en un paciente con herpes, del cual se aislé6 Paravahlkampfia sp. (6)

Las AVL del género Acanthamoeba, son las que producen mayor nuimero de casos de
afecciones en el hombre y se han descrito varias especies que pueden producir principalmente
tres patologias: Encefalitis Granulomatosa Amibiana (EGA), queratitis Acanthamebiana (QA) y
Dermatitis Acanthamebiana (DA). De éstas, la QA es la manifestacion clinica mas frecuente,
principalmente en personas inmunocompetentes usuarios de lentes de contacto ™,
reportandose que 1 de cada 1500 usuarios de lentes de contacto, en el transcurso de 30 afios
de uso, pueden desarrollar Ulcera corneal. Actualmente, se reconoce el incremento de las
Ulceras corneales producidas por amibas del género Acanthamoeba, en diferentes partes del

mundo (8.

El diagnostico de las AVL como agente causal de patologias en el humano no es facil. Sin
embargo, la identificacion morfoldgica a partir de cultivos, a pesar de su gran utilidad, carece de

rapidez y su sensibilidad es limitada para realizar el diagnéstico oportuno 9),

Dentro del género Acanthamoeba se han descrito varias especies y subespecies. Las especies
que se han aislado a partir de muestras biolégicas con mayor frecuencia son: A. castellani, A,
polyphaga, A.culbertsoni, A. hatchetti, A. healyi, A. rhysodes, A. astronyxis, A. palestinensis .
Inicialmente, éstas se clasificaban basandose en los criterios establecidos por Pussard y Pons
1977 (10), quienes propusieron la existencia de tres grupos, basandose en el tamafio y la
morfologia de los quistes. En el grupo | se incluian las especies que presentaban quistes
grandes (> 18um), ectoquiste liso y redondeado y claramente separado del endoquiste, con un
aspecto estrellado. En el grupo Il y Il se ubicaban las especies cuyos quistes eran menores de
18 um. El ectoquiste de las especies del grupo Il presenta un aspecto arrugado y el endoquiste
estrellado, poligonal o triangular; mientras que a los quistes del grupo Ill se les describe un
ectoquiste liso y un endoquiste redondeado o ligeramente angular, con poca separacion entre
ambos. Esta clasificacion entre especies es dificil y poco especifica, sobre todo entre el grupo

Iy Ill, cuyos quistes a veces no son facilmente diferenciables (10),

En la actualidad, el empleo de técnicas moleculares, ha permitido que la clasificacién y el
diagnostico de estas amibas sean mucho mas rapidos, sensibles y especificos.

Diversas técnicas moleculares se han empleado para la clasificacion de aislados de
Acanthamoeba. El RFLP o Polimorfismo de la longitud de los fragmentos obtenidos por enzimas
de restriccion, en conjunto con la PCR, se utilizan para detectar e identificar estos parasitos
(1.12) con el objeto de realizar la genotipificacion de aislados de Acanthamoeba, se ha
empleado la caracterizacion del gen RNAr 18S cuyo polimorfismo ha permitido identificar 17
genotipos (T1-T20). Se ha observado que las especies relacionadas con la produccion de
Ulceras corneales se encuentran en los grupos T2-T6 y T11-T15, siendo el genotipo mas fuerte

el T4, el cual se relaciona con el grupo Il de acuerdo a la clasificacién morfolégica.(12'16)

En Venezuela, hasta ahora, no habia sido posible establecer las especies de Acanthamoeba
mas frecuentes, lo cual ha limitado la evaluacion clinica del paciente en relacion a la
susceptibilidad, pronostico y tratamiento.

Por las razones anteriormente expuestas, se evalud el gen de la subunidad ribosomal 18S de 24
aislados de Acanthamoeba spp, obtenidos de muestras de personas, tanto sintomaticas como
asintomaticas y de lentes de contacto, mantenidos en el Laboratorio de Amibiasis de la Escuela
de Bioanalisis de la UCV.

Materiales y Métodos

Se analizaron 24 aislados provenientes de diversas muestras biologicas (Ulceras corneales,
hisopado conjuntival, exudado conjuntival, lentes de contacto, heces y aspirado de absceso
cerebral). Previamente se habian identificado segin su morfologia como Acanthamoeba spp, y
se mantuvieron en cultivo en medio de Chinchilla modificado (9), desde su aislamiento hasta la
fecha. La nomenclatura empleada para su identificacion fue acordada por los miembros de este
laboratorio, empleando la letra “A” precediendo a un nimero asignado. Los aislados fueron: A1,
A2, A3, A9, A10, A11, A12, A13, A14, A15, A16, A17, A18, A19, A20, A21, A22, A25, A26,
A27, A28, A29, A30, A31.

Clasificacion Morfolégica

Se realiz6 la clasificacion en grupos, siguiendo los criterios propuestos por Pussard y Pons(19),

Caracterizacion Molecular (PCR-RFLP)

El ADN fue extraido de trofozoitos y quistes obtenidos de medio de cultivo monoxénico de
Chinchilla modificado, incubado a 37°C por 72 horas. Los trofozoitos y quistes colectados, se
lavaron en tampén fosfato salino (PBS) pH 7.4, y fueron ajustados a una concentracion
determinada, mediante recuento en Camara de Neubauer. Posteriormente, fueron resuspendidos
en 300 pL de tampdn de lisis, se almacené durante 24 horas a 0°C y el ADN se extrajo con
minicolumna, segun instruccion del fabricante (Wizard®, Promega, USA).

La pureza y concentracion del ADN se determiné midiendo la absorbancia a 230, 260 y 280 nm;
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ademas se determind la relacion 230/260 nm y 260/280 nm.

Se realizé la amplificacion por PCR de una region del gen que codifica la Subunidad Ribosomal
menor 18S (ARNr SU 18S), empleando los iniciadores descritos previamente por Kong y
Chung'”), Acantha-for (5 TTTGAATTCGCTCCAATAGCGTATATTAA3) y Acantha-rev (5
TTTGAATTCAGAAAGAGCTATCAATCTGT 3'), los cuales dan origen a amplificados entre 910-
930 pb.

La mezcla de PCR se realizé a un volumen final de 50 pL, con las siguientes concentraciones
finales: 1X del tampén de PCR; 0,2 mM de los dinucledtidos (ANTPs); 3,0 mM de MgCI2; 0,5
UM de cada primer y 1 unidad de Taq Platinium (Promega®, USA). La amplificacion de la PCR
se realizé a 40 ciclos de 94 °C por 45 segundos, 55 °C por 60 segundos y 72 °C por 1,5
minutos. Una desnaturalizacién inicial a 94 °C por 3 minutos y una fase de polimerizacion final
de 10 minutos a 72 °C. Los amplificados se corrieron en gel de agarosa al 2% en tampdn TBE,
junto con un marcador de 100 pares de bases (pb) (Invitrogen®, USA) y revelado con SYBR

safe (Invitrogen®, USA). Las concentraciones de los reactivos para realizar la PCR vy las
condiciones de amplificacion, fueron estandarizadas previamente en el Laboratorio de
Amibiasis-UCV (datos no publicados).

Los productos de PCR fueron digeridos con las enzimas de restriccion (RFLP) Hinf |, Hha | y
Hae Il (Promega®, USA), siguiendo las especificaciones de la casa comercial. Los geles
fueron fotografiados con un trasluminador de LUV y comparados los perfiles electroforéticos de

bandas, con los descritos por Kong y Chung, 1996 (.

Para obtener el tamafio de los fragmentos de restriccion, se midié la distancia recorrida por cada
una de los fragmentos del marcador de Pb y se relaciond con el tamafio en pb en un sistema de
coordenadas semilogaritmico. De esta forma, se obtuvo una recta la cual se utilizé para
extrapolar los fragmentos obtenidos de los aislados, luego del RFLP.

Analisis estadistico

El analisis estadistico que se utilizo en esta investigacion fue de tipo no paramétrico debido al
tamafo de la muestra. Dependiendo de las comparaciones a realizar se empled la prueba de
Mann-Whitney U o Prueba exacta de Fischer, utilizando el software SPSS version 18. Se
consideré como estadisticamente significativo un valor de p<0,05.

Resultados

Caracterizacion morfologica de los quistes

Los aislados A2, A12, A13, A14, A15, A25, A27, A28, A29, A30 y A31 fueron incluidos en el grupo Il, por presentar
quistes con el ectoquiste plegado. Los aislados A1, A3, A10, A11, A16, A17, A18, A19, A20, A21 Y A22 se
incluyeron dentro del grupo Ill, ya que presentaban quistes con el ectoquiste liso. Los quistes de los aislados A9 y
A26 presentaron morfologias compatibles tanto con grupo Il y grupo Ill, observandose el 60% de los quistes con
superficie plegada. El diametro de los quistes pertenecientes al grupo Il fue en promedio 11,85 pm (Rango: 9,6-
14,0 ym), significativamente mas grande (p= 0,035, una cola) que los del grupo lIll, los cuales median en promedio
9,5 ym (Rango: 7,8-10,85 pm).

También se tomo en cuenta el numero de puntas del endoquiste y la cantidad de éstas que hacen contacto con el
ectoquiste. Los aislados del grupo Ill presentaban muy pocas o ninguna punta en el endoquiste, por lo tanto no
existe contacto con la pared, a diferencia de los aislados clasificados en el grupo II, en los que se observa el
endoquiste poligonal o estrellado, con 1 a 5 puntas que contactan con el ectoquiste. La diferencia del valor
promedio de las puntas que contactan es estadisticamente significativo entre ambos grupos (p= 0,005). (Fig.- 1)

Figura 1.- Trofozoitos y quistes de algunos aislados de Acanthamoeba spp pertenecientes al grupo Il y Il segiin Pussard y Pons. Examen
directo de cultivo en medio Chinchilla modificado. Objetivo 100x. A: quistes y trofozoitos de A2 B: quistes y trofozoitos de A13 C: quistes y
trofozoitos de A14 D: quistes y trofozoitos de A16 E: quistes y trofozoitos de A15 F: quistes y trofozoitos de A29 G: quistes y trofozoitos de
A30 H: quistes y trofozoitos de A21
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Caracterizacion morfolégica de los trofozoitos

Para la caracterizacion morfolégica de los trofozoitos de Acanthamoeba spp. se tomé en cuenta el diametro mayor
y menor de los trofozoitos, niumero de vacuolas contractiles, diametro de las vacuolas contractiles, pseuddpodos
emitidos y numero de acantopodios. En términos generales, los trofozoitos clasificados dentro del grupo Il fueron
estadisticamente mas grandes, tanto en longitud mayor (LM) (21,7 + 6,3 ym), como en longitud menor (Lm) (11,6 +
3,75 pm) que aquellos que se ubicaron en el grupo Il (LM 18,67 + 8,28 ym; Lm 10,28 + 4,27 pm). Se observo
diferencias significativas en el numero de pseuddpodos emitidos siendo mayor para los trofozoitos del grupo Il
(p=0,04). EIl tiempo de mantenimiento en el Laboratorio de los aislados del grupo Ill, fue significativamente mayor
que el de los aislados ubicados en el grupo Il (p= 0,020). (Fig.-1)

Clasificacion molecular
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Producto de la amplificacion del ADN, se obtienen fragmentos de 900 pb para los aislados A9, A12, A13, A14,
A15, A25, A26, A27, A28, A29, A30 y A31 y de 700 pb para los aislados A1, A3, A10, A11, A16, A17, A18, A19,
A20, A21 y A22, lo cual se corresponde con la existencia de los grupos morfoldgicos Il y Ill, respectivamente.
Unicamente el aislado A2 clasificado dentro del grupo Il presenté un producto de 700 pb (Fig.- 2)

C+ A3 AI1 A1E A20 A AlB A27 A2B

900 pb

700pb

Figura 2.-Productos de PCR de surRNA18 de aislados de Acanthamoeba spp. pertenecientes al grupo Il y grupo Ill segun los criterios
morfolégicos. PB: Marcador de 100 pares de bases; M: Mezcla; pb: pares de bases producto de RFLP

Al evaluar la relacion entre el tiempo de mantenimiento en cultivo y el tamafio del producto del PCR obtenido de
los aislados de Acanthamoeba spp., se observd que los aislados con mas de 10 afios de mantenimiento en cultivo
presentaban productos de 700 pb, mientras que aquellos que tenian un tiempo de mantenimiento menor a 10 afos,
presentaban un producto de 900 pb (p=0,007).

RFLP

Una vez realizada la digestion de los productos de PCR con las enzimas Hinf |, Hha | y Hae lll, solo se pudo
identificar el 33% de los aislados estudiados. Los aislados pertenecientes al grupo Ill con productos de PCR de
700 pb, no pudieron ser identificados, por no poder compararse con los patrones de digestion publicados por Kong
y Chung (7.

La caracterizacion molecular aplicada (PCR-RFLP) permitié determinar las especies de los aislados A9, A12, A13,
A14 como A. polyphaga y la especie de los aislados A26, A27, A28 y A29 como A. castellanii. (Fig.- 3)

PR &3 &1L AL§ 420 &% 4L 427 AZE PM A3 ALLALE ALD A% &15 ARTAZE paq a3 ALl ALE ALD  BM AG ALE AJT ALE

Figura 3. Perfil de digestion del gen de la subunidad ribosomal 18S de los aislados A3, A11, A18, A20,A9,A18, A27, A28 de Acanthamoeba
spp. En el Gel A se observa la digestion realizada con Hinf| En el Gel B se observa la digestion realizada con Hha | En el Gel C se observa la

digestion realizada con Hae |l Electroforesis en gel de Agarosa al 2,5%, tefiido con SYBER safe (Invitrogen®, USA). PB: Marcador de 100 pares
de bases; M: Mezcla; pb: pares de bases producto del RFLP. C1:control 1- A. castellani C2: control 2-A polyphaga.

Los aislados A15, A25 y A30, se identificaron como A. castellanii o A. polyphaga, quedando pendiente su
determinacion a través de otras metodologias moleculares.

En lo que respecta a A31, no se obtuvo digestion con las enzimas seleccionadas, ya que el producto amplificado
por PCR no tuvo un rendimiento adecuado aunque se intenté concentrar el ADN o realizar una reamplificacion de
productos anteriores, visualizandose una débil banda de 900 pb luego de la electroforesis en gel de agarosa al
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2,5%.

En la Tabla 1 se puede observar los aislados, producto de PCR e identificacion a nivel de especie y relacion con el

tiempo que han permanecido en cultivo.

A Procedencia Afio
A1 Ulcera comeal 1988
AZ Exudado nasal 1991
Al Ulcera corneal 1991
A9 Hisopado conjuntival 1992
A0 Heces-diarrea 1993
A1 Ulcera corneal 1993
A1Z Ulcera corneal 1994
A3 Heces 1994
A4 Heces 1994
A5 Lentes de contacto v Ulcera corneal 1995
AE Lentes de contacto v Ulcera corneal 1996
AT Lentes de contacto v Ulcera corneal 19485
Ala Exudado conjuntival 1996
A19 Ulcera corneal 1996
AZD Exudado conjuntival 19497
A Exudado conjuntival 19485
AZZ Ulzera corneal 1997
AZ5 Ulzera corneal 2001
A2 Ulcera corngal 2001
AT Ulcera corneal 2001
AZB Lente de concato 2002
AZ9 Lentes de contacto 2003
A0 Aspirado de Absceso cerebral 2004
AT Ulcera corneal 2007

En lo que se refiere a los resultados de la digestion de los productos de PCR de 700 pb pertenecientes al grupo I,
no se observé correspondencia entre los productos de digestion con las enzimas Hinf |, Hha | y Hae lll y los

patrones publicados por Kong y Chung 1996 (17:18)

. Sin embargo, se pudo observar una similitud en los perfiles de

digestion obtenidos luego de la accién de la enzima Hinf |, para los aislados A16, A17 y A10. Adicionalmente,

entre estos Ultimos y los aislados A19 y A21, hubo una similitud entre 50% y 75% de los perfiles de digestion.

Discusion

Las amibas de vida libre (AVL) son conocidas como amibas anfizoicas, debido a la capacidad
que tienen de existir como organismos de vida libre en la naturaleza, como ocasionalmente
invadir un hospedero y vivir como parasito. Estan ampliamente distribuidas en la naturaleza, por

lo que los humanos estamos en frecuente contacto con estas ellas (1.19),

Las AVL se reconocen como parasitos emergentes, y se justifica su busqueda, por el creciente
numero de usuarios de lentes de contacto y de personas inmunosuprimidas, asi como las
dificultades de diagnoéstico y tratamiento (19). Aunado a ésto, la creciente invasién humana de
nuevos espacios perturbando los ecosistemas, que pueden afectar, la cantidad, la especie de
microorganismos y sus nutrientes, lo que da la posibilidad de establecerse, colonizar y
convertirse en patégenas para el hombre (20). En consecuencia, todos éstos hechos nos obligan
a continuar nuestros trabajos en el Laboratorio de Amibiasis y al perfeccionamiento de los
meétodos para evidenciarlos tempranamente.

Las amibas del género Acanthamoeba son las mas frecuentes, incrementandose la prevalencia

de la QA en las ultimas décadas, con el aumento del uso de lentes de contacto @1, sin
embargo, hay entidades patolégicas de menor prevalencia que la QA pero de alto indice de

mortalidad, debido al rapido progreso y gravedad de la enfermedad, como la EGA Y DA (22),

En Venezuela, no habia sido posible establecer la identificacion de especies de aislados
considerados como Acanthamoeba spp., bien por la forma heterogénea de presentacion
morfoldgica del protozoario o por no contar con la tecnologia, herramientas, informacion o
recursos necesarios para llevar a cabo tal objetivo. En la actualidad, el Unico centro de
referencia para el estudio de las amibas de vida libre es el Laboratorio de Amibiasis de la UCV,
donde se hace el diagndstico de género por morfologia y métodos de cultivo, aunque ya se han
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implementado las metodologias basadas en Biologia Molecular, siendo pioneros en este tipo de
estudios y resaltando la importancia del conocimiento de estos protozoarios en la epidemiologia
de nuestro pais.

Para esta investigacion se analizaron 24 aislados de Acanthamoeba, a los cuales se les realizod
un analisis morfolégico y molecular con la finalidad de establecer la especie de cada uno de
ellos. El analisis morfolégico se hace de rutina en nuestro laboratorio ya que con la
identificacion hasta género, es posible instaurar un tratamiento 4, Kong HH, 2009, sefala que
la observacion de los cultivos sigue siendo el método mas usado y que deben usarse varios
métodos simultaneos, para el hallazgo de Acanthamoeba, en la misma muestra (1) y otros
autores consideran que aun se mantienen los criterios morfolégicos de Pussard y Pons 1977

para la identificacion morfolégica. ©)

Ninguno de los aislados se ubicé dentro del grupo | segin Pussard y Pons (10), ya que todos los
quistes median menos de 18um. La cantidad de puntas donde el ectoquiste hace contacto con
el endoquiste y el aspecto del ectoquiste, permitié ubicar a los aislados dentro de los grupos Il y
I11. Al relacionar la morfologia de los quistes, con el tamafio de los productos de PCR obtenidos,
se observo que existe concordancia entre la presencia de quistes lisos (grupo Ill) con un
producto de 700 pb y la presencia de quistes festoneados o plegados (Grupo Il), con la
amplificacion de un producto de 900 pb (p=0,005).

Los aislados A1, A3, A10, A11, A16, A17, A18, A19, A20, A21 Y A22 se ubicaron en el grupo

Ill, ademas comparten entre si, la cualidad de que sus productos amplificados por PCR fueron
de 700 pb; un tamafio en pb inferior al esperado de 900 pb, segun Kong y Chung 1996 (7. el
otro grupo, correspondiente a los aislados A2, A9, A12, A13, A14, A15, A25, A26, A27, A28,

A29, A30 y A31, mostraron caracteristicas morfolégicas distintas al grupo anterior: quistes con
ectoquiste liso o plegado (en su mayoria plegados), significativamente con mas puntas y
trofozoitos relativamente mas grandes, asi como productos de amplificacion por PCR para
género de 900 pb. Tal heterogeneidad fue inesperada en los resultados a nivel molecular, ya que

se escogio en la literatura los cebadores utilizados por Kong y Chung (17), debido a que para el
género se podria esperar una pequefia variacion entre 910 y 930 pb, para la mayoria de las
especies de Acanthamoeba, excepto A. astronixys, en la cual se podria obtener un producto
amplificado de 1170 pb.

Es posible que los resultados obtenidos para los aislados del grupo Ill, se deban a una
alteracion de la region altamente conservada que pudo haber modificado las caracteristicas
fenotipicas de estos aislados. Estadisticamente, se pudo observar una tendencia a obtener
productos de PCR de 700 pb, en aislados mantenidos en cultivo mas 10 afios.

Una de las principales ventajas de realizar un estudio basado en el analisis del gen que codifica
para la sub-unidad ribosomal, es que, al ser una estructura molecular que posee gran estabilidad
con el paso del tiempo, presenta cambios estructurales pequefios e independientemente de
éstos, es posible la identificacion de especies, incluso aquellas estrechamente relacionadas.
Sin embargo, numerosos estudios han comprobado que la porcion analizada en este estudio
(18S) poseen areas de ADN no codificantes o intrones que pueden alterar la estructura genética,
modificar el tamafo de los amplificados por PCR y por lo tanto afectar la correcta interpretacion
del mismo (17.18) Esto claramente, constituye un problema a la hora de comparar con los
patrones de referencia y procurar la identificacion de las especies.

Un factor posiblemente determinante en este estudio es la antigiedad de los aislados, pues
estos protozoarios tienen la capacidad de cambiar sus caracteristicas morfologicas y
metabdlicas de acuerdo al tiempo, temperatura de mantenimiento y las condiciones de cultivo
(19)

La identificacion de las especies mediante RFLP se logré en un 33% del total de los aislados
seleccionados mantenidos en el Laboratorio de Amibiasis de la Escuela de Bioanalisis. Las
especies identificadas fueron A. castellani para A26, A27, A28 y A29, polyphaga para A9, A12,
A13 y A14 y se obtuvo patrones solapados, para A15, A25 y A30 impidiendo su identificacion
definitiva, siendo compatible con los patrones de A. castellani y A. polyphaga. Por otra parte,
estos resultados se corresponden muy bien con las especies agrupadas por Pussard y Pons
(10), que indican que las posibles especies para el género Acanthamoeba que exhibian
caracteristicas morfoldgicas compatibles con miembros del grupo Il pueden ser A. castellani y/o
A. polyphaga.

La clasificacion de Pussard y Pons (10), ademas de diferenciar los quistes, logra agrupar ciertas
especies, de modo que las que se encuentran en el grupo |l comprenden un amplio grupo entre
las que se hallan Acanthamoeba polyphaga y Acanthamoeba castellanii, y son en conjunto con
las del grupo I, los patégenos mas comunmente aislados de muestras clinicas a nivel mundial
(22),

El 50% de los aislados seleccionados para este proyecto, no presentd productos de digestion
similares a los patrones de digestion con cada una de las enzimas publicadas por Kong y Chung
1996 (7). Sin embargo, algunos de los aislados con productos de PCR de 700 pb, generaron
patrones de digestion semejantes entre si con las enzimas de restriccion Hinf | 'y Hae Ill, aun
cuando ésto no permitié su clasificacion.

En el caso de A31, a pesar de que se obtuvo un producto de PCR de 900 pb, el rendimiento de
RFLP no logré ajustarse tras varios intentos, habiendo esto impedido la posibilidad de la
identificacion.

Como se demuestra en este estudio, si bien no es posible determinar las especies de
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Acanthamoeba, solo por el estudio microscopico, existen diferencias estructurales que avalan la
clasificacion de 1977, en grupos morfolégicos y dichos grupos ademas presentan diferencias
genéticas importantes, lo cual facilita la diferenciaciéon y en ultimo término la identificacion y
genotipificacion de los mismos.

A futuro, en el Laboratorio de Amibiasis de la Escuela de Bioandlisis de la UCV, el estudio del
genotipo, mediante la secuenciacion del gen codificante del ARNr 18S de los aislados
mantenidos, esclarecera si éstos se corresponden con los genotipos mas virulentos. Este
hecho constituye un pilar relevante de la presente investigacion, pues propone la posibilidad, de
establecer un protocolo clinico que permita la instauracion de la terapia adecuada en cada caso
por el médico tratante, tal como lo sugiere Sissons y cols., (23) quienes establecen, que se
requiere realizar pruebas moleculares para saber si la amiba encontrada pertenece a una
especie patdégena conocida y asi conocer el riesgo para el paciente, sobre todo para usuarios de
lentes de contacto.
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NOTA: Toda la informacion que se brinda en este articulo es de caracter investigativo y con fines académicos y de actualizacion para
estudiantes y profesionales de la salud. En ningulin caso es de caracter general ni sustituye el asesoramiento de un médico. Ante cualquier
duda que pueda tener sobre su estado de salud, consulte con su médico o especialista.
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