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D. JACOB LORENZO MORALES, PROFESOR CONTRATADO DOCTOR
TIPO 1 DE LA UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA, D. BASILIO VALLADARES
HERNANDEZ, CATEDRATICO Y D. ENRIQUE MARTINEZ CARRETERO,
PROFESOR TITULAR, AREA DE PARASITOLOGIA DE LA UNIVERSIDAD

DE LA LAGUNA.

INFORMAN:

Que la Tesis Dectorai titulada “AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION MOLECULAR
DE AMEBAS DE VIDA LIBRE EN VENEZUFELA” ha sido realizada bajo su direccién y
consideran que la misma reune las condiciones de calidad y rigor cientifico para que

pueda ser presentada y defendida ante la comision nombrada al efecto.

Y para que asi conste y surta los efectos oportunos para el inicio de los tramites de su

presentacion, emitimos un informe FAVORABLE.

EnLaLaguna, a 5 de Mayo de 2017.

Fdo. Dr. D. Basilio Valladares Hernandez Fdo. Dr. D. Enrique Martinez Carretero
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DEDICATORIA

A mi amada VE : no sabes cuanto afioro tu

grandiosa e imponente geografia y a tu gente maravillosa.
Cuida mi hogar y en él a los mios mientras vuelvo, para
reconstruirte con amor y trabajo y asi devolverte la
prosperidad, la paz y la armonia que unos cuantos sin alma
te han robado... "LLEVO TU LUZ Y TU AROMA EN
MI PIEL”.... FUERZA Y FE, MI PATRIA QUERIDA.

A l@s guerrer@os de la vida, valientes seres que todos

llevamos por dentro... SI SE PUEDE!!!
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AGRADECIMIENTOS

El agradecimiento o gratitud es una actitud de reconocimiento por algiin beneficio, gesto
o favor recibido, en circunstancias particulares, buenas o malas, hacia todos aquellos que
comparten vivencias con nosotros. Al agradecer, se recuerda con emocion positiva, la
amabilidad del gesto del otro, mas que el favor o servicio recibido. Para expresar
agradecimiento, puede hacerse con una simple sonrisa, una nota escrita o de voz, un
abrazo, un regalo y unas cuantas formas mas, tales como las oraciones elevadas a quienes

ya no estan fisicamente en este mundo.

La ejecucion de una tesis no escapa a la expresion maxima de dicha actitud, porque en
definitiva, aunque una tesis tenga uno o mas autores, siempre participan deidades, unas
cuantas personas en fisico y de manera espiritual, instituciones e incluso un pais entero,

para lograr el gran resultado final.

Esta tesis en especial tiene un matiz muy particular, porque de una u otra forma, pudo ser
final y exitosamente concluida por el apoyo de incontables sonrisas, abrazos, palabras,
oraciones, aportes de tipo monetario y de otras indoles, para sobrellevar la dificil situacion
de mi estadia en Espafia y ademas, por la lucha librada y ganada a un inesperado cancer,
el cual, junto a la distancia fisica que me separa de aquellos que amo, me ensei6 a valorar
atn mas lo que tengo, a agradecer cada amanecer y cada anochecer; a disfrutar y tomar
lo positivo de cada minuto de vida que transcurre y a conocer lo fuerte que se puede ser
cuando de vivir se trata. Esa misma fuerza de vida también me impulso a lograr los

objetivos de la tesis.

Y asi mis palabras de gratitud se liberan de mi corazon para quedar escritas a

continuacion:

A Dios, ala Virgen Maria y a mis angeles de la guarda espirituales y terrenales (que son
bastantes), por el gran regalo de la VIDA, por cada dia y cada noche que me concedieron,
en los cuales siempre encontré oportunidades y bendiciones para afrontar las dificultades,
aprender y ser mejor persona. Y a los que no estan ya en esta tierra y que sé me acompafian
como angeles de la guarda, incluyendo a Bono... los he sentido cuidandome y daindome

la fuerza que tanto necesité en los momentos mas duros.
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A mi familia maravillosa: mis viejitos, mis padres adorados, quienes desde la lejania me
ensefiaron que el amor paternal es incondicional y puede cruzar océanos, llegando
engrandecido, para sostenerme al flaquear o mantenerme fuerte, siempre que lo he
necesitado. Los amooooo; Tia Rosita y Tia Clementina, las incluyo en este
agradecimiento de “viejitos” especiales. Mis hermanas de sangre y de alma (Mary, Ale,
Aurorita, Elsy), sobrinos (Gabo, Tefa, Faby, Chowi, Vani y Alejandro), cufiados,
primos...un ser humano no estd completo si no tiene a su familia apoyandolo en las
buenas y en las malas. Me demostraron que la distancia no existe para el alma y el
corazén. Mary y Faby, gracias por venir a cuidarme en nombre de tod@s, nunca olvidaré

las “Wagner” aventuras en Tenerife.

A mi familia escogida, 1@s amig@s... afortunada de haber conocido a gente maravillosa
en el transcurso de mi vida, se me queda la tesis corta para nombrarl@s a tod@s. Y lo
mas grandioso es que estan por doquier, por la razon que sea: Venezuela, Canada, U.S.A,
México, Colombia, Costa Rica, Argentina, Pert, Chile, Espafia, Tunez...;qué mas puedo
pedir?... son un gran regalo de la vida. Cada un@ de Uds. con sus mensajes, llamadas y
mil detalles mas, lograron mantenerme firme, con fuerza y convencida de que SI SE

PUEDE.

A la “casa que vence la sombra”, mi Universidad Central de Venezuela (UCV): donde
consegui en la Escuela de Bioanalisis un segundo hogar, ademds de prepararme para
ejercer mi profesion con excelencia y no conforme, para ensefiarla con amor y principios,
como un legado del Sabio Dr. Rafael Rangel, nuestro padre del Bioanalisis y de la
Parasitologia en Venezuela; también alli he vivido y aprendido el valor del pensamiento
y de las ideas, el respeto y confraternidad. Para ti, mi UCV, estoy aqui, terminando este

objetivo trazado, a pesar de “la tormenta” y asi ofrecerte el fruto de mi esfuerzo.

A mis hermanas y maestras “parasitolocas”: Eva, Maria Virginia, Carmen, Anaibeth,
Monica, Angelyseb, Maria Alejandra. Debo agradecer todo la paciencia y el apoyo que
me han brindado siempre en estos 19 afios; sin Uds., tampoco hubiera logrado llegar hasta
aqui. Han sido mi inspiracién y un gran ejemplo de mistica de trabajo, solidaridad y
amistad. Vayan estas palabras también a Yanitza, Ely y a todos los profes amigos y a los
estudiantes de mi Escuela querida, asi como a mi gente del Instituto de Medicina Tropical-
UCYV, en especial a mis siempre admirados y queridos Dres. Oscar y Belkisyolé, gracias
por la confianza y por creer en mi desde que inicie, de sus manos, este camino

“parasitologico”.
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A la Universidad de La Laguna, por mostrar solidaridad con mi situacién con las ayudas
aportadas y por permitirme tener el mejor lugar posible para recuperarme y asi concluir
mi doctorado: cuando me refiero al Colegio Mayor San Agustin, no solo lo hago por el
espacio fisico, sino por todas las personas muy especiales que alli laboran y convivieron
conmigo mientras estuve alli: personal administrativo (Luisa, Dacil, Paco, Oscar) de
cocina (Otto, Mary Carmen, Nieves), de vigilancia (Ana, Maribel, Emilio), de limpieza,
de direccion de estudiantes y alumnado con el que comparti este aflo y medio, todos de

gran calidad humana...gracias de todo corazon.

Al Dr. Jacob Lorenzo Morales, mi director de tesis, quien me permitié formar parte de un
gran EQUIPO de trabajo que hace vida en el Laboratorio de Amebas de Vida Libre en el
IUETSPC y ademas compartié dia a dia su gran talento y amplia experiencia. Es
admirable tu mistica de trabajo y los aportes innumerables que haces al estudio de las
AVL en el mundo. No en vano el Laboratorio parece la O.N.U. Eres una gran persona en
todo sentido, gracias por todo lo que me has ensefiado y ayudado durante mi estadia en el
Laboratorio y en Tenerife, ha sido mas que un honor y un inmenso privilegio trabajar

contigo y tu grupo: gracias, gracias y mas gracias.

A mis directores de tesis, Dres. Basilio Valladares y Enrique Martinez Carretero, por
abrirme las puertas para realizar este doctorado y por darme su apoyo tanto personal como
académico para llegar a la meta. Ha sido una de las mas gratas experiencias en mi vida el
haber venido a esta ilustre Universidad y a este prestigioso Instituto para crecer como
profesional. Basilio, eres un ser admirable, mucho que aprender de ti y de tu gran

trayectoria y don de gente.

Al Dr. José Pifiero y a las “chicas stiper poderosas” del Laboratorio: Atteneri, Maria, Inés,
Carmen...me encontré a las mejores personas e investigadoras en un solo lugar: el
Laboratorio de Amebas de Vida Libre, eso si que es tener suerte!!. Gracias por hacerme
sentir como en casa, compartir conocimientos y experiencia y por cuidarme durante todo
este tiempo. También agradezco a los que han compartido conmigo en el Laboratorio:
Salma, Soumaya, Olfa, Alexis, Alejandro, Jona, Daniel, Jonathan, Hamza, Imad, Nuno,

Ana, Aytor, Carlos y a los de fuera del Labo.: Javier y Pedro.

A todo el personal docente/investigacion y administrativo del Instituto Universitario de
Enfermedades Tropicales y Salud Publica de Canarias, por su apoyo académico y

personal constante desde mi llegada y en especial, durante mis momentos dificiles.
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Al gobierno de Canarias, al Servicio Canario de Salud y al Ayuntamiento de La Laguna,
por el apoyo economico otorgado necesario para recuperar mi salud. Y en lo personal,
Rosa Martin, para ti un aparte especial, eres magnifica!!! y ni hablar, Rosario Rodriguez,

el angel palmero.

A todas las ONG que me han aportado asistencia para poder mantenerme en Tenerife y
que con sus distintos servicios, me permitieron superar la prueba de vida y por ende,
terminar esta tesis: AMATE (Asociacion de Cancer de mama de Tenerife: Asun, Isabel,
Nayra, Virginia, Alexandra, Raquel, Carolina, Vanesa, Ipsy, Ludmila, Maribel, Carlos,
Sandra, Josy); AECC (Asociacion Espafiola contra el Cancer: Yolanda, Lucia, Raquel) y

Cruz Roja Espafiola ( Meme, Jesica, Alberto, Yanira). Gracias a tod@s por darle una cara

amable y solidaria a cada una de sus instituciones.

“Loque fmgﬁw sin asfwerza Y con
presteza, qurar no puede ni tener
betleza”.

Plutarco
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Financiacion

Este trabajo ha sido financiado por:

e Proyecto Amebas de vida libre como marcadores de calidad de agua (Ref:
AGUA3).

e Beca sueldo exterior para profesores, Consejo de Desarrollo Cientifico y
Humanistico de la Universidad Central de Venezuela. (2014-2015, 2015-2016,
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ABREVIATULRAS

LA ciencia no tiene ;mtrin.

Louis Pasteur.
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ABREVIATURAS

ANN: Agar no nutritivo.
ADN: Acido desoxirribonucleico.
ARN: Acido ribonucleico.

ADNr: Acido desoxiribonucleico ribosomal.

ATCC: American Type Culture Collection (Coleccion de cultivo- tipo Americanos).

AVL: Amebas de vida libre.

CDC: Centers for Disease Control and Prevention (Centro de Control y Prevencion

de Enfermedades de Atlanta).

DF3: Diagnostic Fragment 3 (fragmento de diagnostico 3).

EGA: Encefalitis Granulomatosa Amebiana.

g: Gramos

MAP: Meningoencefalitis Amebiana Primaria.

ml: Mililitro.

PAS: Page’s Amoeba Saline Solution (solucion salina de Page para amebas).

pb: Pares de bases.
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QA: Queratitis por Acanthamoeba.
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RESUMEN

La ciencia no conoce su deuda A LA imaginacion.

Ralph Waldo Emerson
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RESUMEN

Las amebas de vida libre (AVL) son protozoos parasitos facultativos, ubicuos, que pueden generar
en el humano y otros hospedadores, enfermedades de baja frecuencia pero de gran importancia
clinica, tales como la meningoencefalitis amebiana primaria, encefalitis granulomatosa amebiana,
queratitis, ulceras corneales, lesiones granulomatosas en piel y otros o6rganos, ademas de ser
hospedadores para organismos infecciosos de importancia en salud publica humana (bacterias,
hongos y virus). Su diagnostico preciso y precoz es imprescindible para la aplicacion de
tratamiento adecuado, pero se complica por la falta de experticia y experiencia del personal médico
en la mayoria de los centros de salud en todo mundo, lo cual, incide sobre la estimacion de la
verdadera prevalencia de estas infecciones. Si bien hay algunos reportes en la literatura mundial
sobre casos humanos y estudios ambientales, en Venezuela, no se conoce bien la epidemiologia
de las infecciones por AVL. En la Universidad Central de Venezuela, el Laboratorio de Amibiasis
de la Catedra de Parasitologia/ Escuela de Bioanalisis/ Facultad de Medicina, ha llevado a cabo el
diagnostico y diversas investigaciones sobre estas amebas desde 1984 y con la finalidad de obtener
mas datos sobre las AVL en este pais, se planted la realizacion de esta tesis doctoral en el
Laboratorio de Amebas de Vida Libre del Instituto Universitario de Enfermedades Tropicales y
Salud Publica de Canarias-Universidad de La Laguna. Se logr6 por primera vez para Venezuela,
el genotipado de aislados de Acanthamoeba spp. provenientes de muestras clinicas, asi como la
identificacion de este género y sus genotipos en muestras ambientales (suelos) del estado Bolivar
(region turistica de Venezuela y de asiento de etnias indigenas), mediante la amplificacion del gen
para el ADNr 18S por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), y su posterior secuenciacion.

Se definié que el genotipo T4 de Acanthamoeba spp fue el predominante, tanto en las muestras
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Resumen

clinicas como en las del suelo del Edo. Bolivar, informado como el mayormente implicado en
patologias humanas y animales. Para el caso de un paciente que falleci6 por una
meningoencefalitis amebiana primaria ocasionada por Naegleria fowleri, se logrd confirmar la
fuente de infeccion al comparar el ADN de los aislados provenientes del liquido cefalorraquideo
y del agua del tanque donde residia el paciente, evaluado por PCR y posterior secuenciacion. Con
los resultados obtenidos en esta tesis, la literatura sobre AVL en Venezuela se ha ampliado y
permitira a diferentes instituciones de investigacion y de salud local e internacional, tener acceso

a esta importante informacion en relacion con estos organismos potencialmente patdogenos.
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INTRODUCCION

“En algun Lugar, algo increiple esti esperando ser conocide”

Carl Sagan
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INTRODUCCION

1. Introduccion al tema.

Las amebas de vida libre (AVL) son protozoos distribuidos por todo el mundo, en diversos
ambientes de la naturaleza; se han aislado en suelos, aire, aguas de diversas fuentes, asi como en
superficies de materiales de uso cotidiano, entre otras procedencias. Ocasionalmente, estos
organismos pueden infectar a humanos y animales, ocasionandoles patologias diversas, por lo cual

se definen como amebas anfizoicas (Page, 1988).

Se han descrito hasta ahora, gran cantidad de géneros y especies de AVL, pero solo algunas
especies (genotipos) de Acanthamoeba spp., las especies Naegleria fowleri, Balamuthia
mandrillaris, Sappinia pedata y Vermamoeba vermiformis, junto a los géneros Paravahlkampfia
y Vahlkampfia, han sido reportados como causantes de patologias en humanos y otros animales
(Visvesvara et al., 1990; Lorenzo-Morales et al., 2005; Visvesvara et al., 2007; Trabelsi et al.,

2012,2016).

Las enfermedades producidas por las AVL se han descrito en la literatura desde 1948,
cuando se comunico el caso de un soldado japonés de 22 afios, cerca de Buna, Nueva Guinea, el
cual falleciod siete semanas mas tarde debido a una infeccion amebiana (Derrick, 1948). En 1958,
Culbertson demostrd el potencial patdogeno de Acanthamoeba spp. y para 1965, gracias a los
trabajos de Fowler y Carter, se describieron los primeros casos de Meningoencefalitis Amebiana
Primaria (MAP) por Naegleria fowleri. Las caracteristicas de la enfermedad producidas por estas

amebas so6lo han sido reconocidas durante los ltimos 50 afios, ya que el nimero de humanos
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Introduccion

infectados por AVL es bajo, comparado con otras enfermedades parasitarias producidas por otros

protozoos como Entamoeba histolytica (0ddo, 2006).

El Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades de Atlanta (CDC, Estados Unidos
de América) ha definido a las AVL como protozoos emergentes, debido a que producen en el
humano, enfermedades de curso diverso, desde cuadros agudos y fatales con predominio necrético,
como la (MAP) causada por Naegleria fowleri, hasta una enfermedad cronica con reaccion
inflamatoria granulomatosa, ocasionada principalmente por amebas del género Acanthamoeba y
las especies Balamuthia mandrillaris y Sappinia pedata, en diferentes localizaciones tisulares.
Todas estas patologias dependen, de acuerdo a cada caso, de factores de riesgo por parte del
hospedador, que pueden predisponer en menor o mayor frecuencia a las infecciones por estos
organismos (inmunosupresion, exposicion al ambiente, actividades o costumbres culturales, entre
otros), por lo cual también se les considera parasitos oportunistas (Page, 1988; Schuster y

Visvesvara, 2004-a; Visvesvara et al., 2007; Lorenzo-Morales et al., 2013).

En resumen, las AVL son consideradas como agentes infecciosos emergentes, tanto
patogenos primarios como oportunistas, cuyo diagndstico resulta muy complicado desde el punto
de vista clinico-patologico y microbiologico, lo cual dificulta a su vez, el establecimiento de la

prevalencia real de estas parasitosis.

2. Taxonomia general y nomenclatura de las amebas de vida libre.

La palabra ameba se deriva del latin cientifico amoeba y éste del griego auoipr amoibé,

que significa "cambio", al referirse a la transformacion morfologica observada en estos organismos

12

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segln la Ley 39/2015.

Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 914115 Codigo de verificacion: qim4G8RK

Firmado por:

CAROLINA MERCEDES WAGNER ABUCHAIBE Fecha: 25/05/2017 11:46:38

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

JACOB LORENZO MORALES
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

25/05/2017 12:40:27

ENRIQUE MARTINEZ CARRETERO
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

25/05/2017 15:53:39

BASILIO VALLADARES HERNANDEZ
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

26/05/2017 10:35:13

ERNESTO PEREDA DE PABLO
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

01/06/2017 13:54:25

32/300



Introduccién

al moverse (Real Academia Espaiiola, 2016-a). El grupo de los protistas ameboides comprenden

un grupo extenso y muy diverso, con mas de 15.000 especies descritas (Adl et al.,2012).

Clasicamente, el sistema para la clasificacion de las AVL seguia el protocolo indicado por
Page en 1988, fundamentado en la propuesta por este mismo autor en 1987 (Page, 1987,1988).
Esta clasificacion (Figura 1) esencialmente se basa en la morfologia al microscopio Optico
presentada por los dos estadios del ciclo de vida de las AVL: la forma activa o trofozoito y la de
resistencia o quiste. También se incluyeron en la clasificacion, caracteristicas tales como el
comportamiento fisiolégico y bioldgico de las amebas (crecimiento en cultivos, infeccion de

animales experimentales, osmotolerancia, termotolerancia, etc).

REINO Protozoa |

SUBREINO

Protozoa

PHYLUM Sarcomastigophora

SUBPHYLUM sarcodina |
SUPERCLASE jhyzopoda |
CLASE Lobosea ; Heterolobosea

SUBCLASE Gymnamoebia |
~ Amoebida | Schyzopyrenida |

SUBORDEN ThbulinaT [ Aca nthdpodinﬂ ‘
FAMILIA (liartmanenellidaa Ecanthamoebidaa Thecamoebidae IVahIkampfidaa
! = 1 I —

I
GENERO l Harmannella ] { Acanthamoeba [ [ Balamuthia } I Sappinia } [ Vahlkampfia ] l Naegleria

ORDEN

J

Figura 1. Clasificacion de las amebas de vida libre patogenas.
Adaptado de: Page, 1988; Visvesvara et al., 2007.

Sin embargo, la taxonomia de las AVL no estaba completamente definida y ha sido
modificada con revisiones diversas, reflejando en la actualidad, nuevos datos a partir de estudios
de la secuencia gendmica, por lo que la Sociedad Internacional de Protozoologos (Adl et al., 2012)
propuso una nueva clasificacion taxonomica, basada en enfoques morfologicos, bioquimicos y

13

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segln la Ley 39/2015.

Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 914115 Codigo de verificacion: qim4G8RK

Firmado por:

CAROLINA MERCEDES WAGNER ABUCHAIBE Fecha: 25/05/2017 11:46:38
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

JACOB LORENZO MORALES
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

25/05/2017 12:40:27

ENRIQUE MARTINEZ CARRETERO
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

25/05/2017 15:53:39

BASILIO VALLADARES HERNANDEZ
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

26/05/2017 10:35:13

ERNESTO PEREDA DE PABLO
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

01/06/2017 13:54:25

33/300



Introduccién

moleculares. Segun este nuevo esquema, los eucariotas han sido clasificados en seis grupos o

“Super grupos”, es decir, Amoebozoa, Opisthokonta, Rhizaria, Archaeplastida, Chromalveolata y

Excavata (Figura 2). Los cuatro géneros mds importantes de AVL patégenos de humanos han sido

clasificados en dos “Super” grupos, a saber, Amoebozoma y Excavata: Acanthamoeba y

Balamuthia fueron clasificados bajo el Super Grupo Amoebozoa: Acanthamoebidae; Naegleria

fowleri en el Super Grupo Excavata: Heterolobosea: Vahlkampfiidae; y Sappinia bajo Super

Grupo Amoebozoa: Flabellinea: Thecamoebidae (Adl er al., 2005; Smirnov et al., 2005;

Visvesvara et al., 2007; Adl et al. 2012).

&
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B AN
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Stramenopila

Telonemia & 4

Centrohelida %

Kathablepharidae
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Malawimonadidae
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3 \%j Dictyostelia
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Apusomonadidae

ta Metazoa
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14
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Collodictyonidae
y

Eard
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A

Figura 2. Filogenia de los Eukaryota.
Tomado de: Adl et al. 2012.
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Introduccién

3. Morfologia general y ciclo de vida de las amebas de vida libre.

Las AVL mantienen su ciclo de vida en el ambiente, o bien, por ser algunas de ellas
parasitos facultativos, pueden afectar a varios hospedadores (animales y humanos), llevando a

cabo un ciclo de vida monoxeno (Figura 3).

Durante el ciclo, presentan dos estadios: trofozoito o forma vegetativa y quistes o formas
de resistencia. Los trofozoitos, del griego: ~tpo@og —trophos, que se alimenta y {®o- zoio-: anima
Real Academia Espaifiola, 2016-b) son la forma metabdlicamente activa, que se alimenta, se mueve
y se multiplica. Los quistes se originan de la produccion de una cubierta protectora por parte del
trofozoito cuando se encuentra en condiciones adversas de temperatura, humedad, pH, nutrientes,
presion osmdtica, etc., la cual lo recubre y lo convierte en la forma de resistencia. Dentro del quiste,
el trofozoito se mantiene inactivo, hasta encontrarse en un entorno favorable, lo que inicia el
proceso de desenquistamiento: asi, diversos factores como la humedad, la temperatura y los

nutrientes afectan su cantidad y diversidad (Schuster y Visvervara, 2004-b).

Trofozoito Q‘/_ﬂ_,/ Quistes

4

Figura 3. Ciclo de vida general de las AVL (Naegleria gruberi).

Adaptado de: http://www.arcella.nl/naegleria-gruberi
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Introduccion

La forma y tamafio de los trofozoitos y quistes de los distintos géneros de AVL son

variables, teniendo dimensiones desde 10 hasta 200 pm y con formas diversas, de acuerdo al

género y especie.

En cuanto a las especies patogenas, tanto los trofozoitos como los quistes suelen ser las

formas infectantes para los hospedadores, aunque solo el trofozoito es la forma invasiva de los

tejidos que afectan.

3.1 Estructura celular.

Las amebas, como todos los protozoos, son organismos unicelulares e independientes,

capaces de llevar a cabo diversas funciones, gracias a las estructuras que poseen (Figura 4).

PSEUDOPODO_..J

VACUOLA CONTRACTIL

VACUOLA
DIGESTIVA

MUCLED

MEMBRANA
PLASMATICA
ECTOPLASMA

Figura 4. Esquema de un trofozoito de AVL.
Adaptado de: Scott Foresman, 2007

El trofozoito se compone, al igual que otras células, de una membrana plasmatica que

contiene un citoplasma, en el cual estan incluidos los organulos particulares de este tipo de

protozoo. La membrana plasmatica permeable sirve como una barrera mecénica y quimica,

16
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Introduccion

permitiendo el intercambio de materiales con el medio externo. Por debajo de la membrana
plasmatica, a nivel ultraestructural para el sostén de la célula, se encuentra el citoesqueleto,
conformado por microfilamentos, lo que le permite cierta flexibilidad a la célula para los cambios
morfolégicos necesarios para la alimentacion y el movimiento.

El citoplasma es el material protoplasmatico que contiene los orgdnulosorganulos
celulares, incluyendo el nucleo, separados ambos por la membrana nuclear. Entre otros organulos,
se describen el aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico, mitocondrias, ribosomas y vacuolas de
diferente naturaleza. Al microscopio Optico, es posible evidenciar el o los nucleos, vacuolas
digestivas y vacuolas contractiles, ademas de la formacion de los pseudopodos para el movimiento
y la alimentacion. Puede existir en algunas especies, una adaptacion de la membrana plasmatica a
manera de boca celular denominada citostoma, por donde se realiza la ingestion de nutrientes.

El nucleo de los trofozoitos puede variar en nimero de acuerdo al género y especie, (uni,
bi o multinucleares, como el caso de Balamuthia mandrillaris), asi como en la forma, siendo en
general redondeado y en algunos casos, fragmentado o granuloso.

La vacuola contractil tiene como funcién el mantener el equilibrio osmético, regulando la
expulsion del exceso de agua del citoplasma. El numero de vacuolas contractiles varia en las
diferentes amebas, desde estar ausente, como en las especies marinas, hasta tener una o dos.

En cuanto a los pseudopodos, su descripcion permite la caracterizacion morfologica de
algunos géneros de AVL. Los pseudopodos se producen por la movilizacion del citoplasma,
originando expansiones o proyecciones de la membrana plasmatica. Estas proyecciones ademas
permiten al protozoo adherirse, moverse y nutrirse. Pueden ser de varios tipos (Figura 5) segn su

aspecto (Page, 1976; Adl et al., 2012):

17
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o Lobopodios: son proyecciones mas o menos amplias, cortas y con extremos
redondeados, tipicos de Amoebozoa; tienen una region clara hialina en la parte delantera; los
lobopodios son muy finos y planos, se denominan llamados lamellipodios. En algunas

especies, se forman sub-pseuddpodos finos o filosos a partir de lobopodios hialinos y conicos,

tal como los acanthopodios, los cuales le dan el nombre al Género Acanthamoeba.

o Filopodios: son extensiones mas finas y con los extremos puntiagudos,

consistiendo principalmente en ectoplasma, algunas veces ramificados.

¢ Rizopodios: también conocidos como pseudopodos reticulados, en donde los finos

seudopodos individuales se amontonan entre si y forman una red irregular en el exterior del

protozoo. Se observan, por ejemplo, en los Cercozoa.

o Axopodios: son seudopodos finos, largos y rigidos. Estan sostenidos interiormente

por una varilla axial (que recorre el largo del pseuddpodo) formada por complejos grupos de

microtubulos y envuelta por el citoplasma. Se observan en radiolarios y en heliozoos.

Figura 5. Diferentes tipos de pseudopodos en AVL: A: lobopodios. B:
filopodios C: reticulopodios, D: axopodios.

Adaptado de Khandelwal,,2016.
18
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Algunos géneros pueden presentar flagelos transitorios para su locomocioén, como ocurre
con los vahlkampfidos del género Naegleria, los cuales tienen una fase flagelada temporal que en
la mayoria de las especies esta ausente o es dificil de inducir en otras. La etapa flagelada carece de
un citostoma y suele ser biflagelada e incapaz de dividirse en algunas especies (De Jonckheere et
al., 2001).

El quiste es la forma de resistencia, el cual presenta una estructura externa de mayor
complejidad, la pared quistica, constituida generalmente por 2 capas: una externa o ectoquiste, de
naturaleza proteica y otra interna o endoquiste, con un importante porcentaje (30%)de celulosa
(Werth y Kahn, 1967; Lorenzo-Morales et al., 2008; Kliescikova, 2013); en algunos géneros como
Balamuthia, existe una tercera capa, el mesoquiste, intermedia entre el exo y el endoquiste. Entre
el ecto y el endoquiste, hay poros de contacto entre ambos llamados ostiolos, por donde el
trofozoito sale durante el proceso de desenquistamiento, al encontrar condiciones externas

favorables (Figura 6).

Figura 6. Microscopia electronica de un quiste de Acanthamoeba spp. A. Microscopia electronica
de escaneo. B Microscopia electronica de transmision. Ec, ectoquiste; En, endoquiste;; N, nacleo;
Op, opérculo; Os, ostiolo. Escala =2 pum.

Adaptado de: Fouque et al., 2012
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Las distintas formas y tamafios que presentan los quistes facilita la identificacion de
algunos géneros y en cuanto a su constitucion, ésta le confiere gran resistencia a condiciones
ambientales adversas, permitiéndole una viabilidad de hasta 20 afios (Page, 1988; Siddiqui y Khan,

2012).

3.2 Biologia de las AVL.

Las AVL se consideran como un grupo cosmopolita y viven en suelos, aguas marinas, agua
dulce y en las partes aéreas de plantas y animales, alimentandose de bacterias, levaduras y otros
organismos, dividiéndose por fision binaria. Se han encontrado en todos los continentes, en
diversas altitudes y son capaces de resistir temperaturas de hasta 45 grados. Su ciclo biologico es
monoxénico, ya que no incluye hospedadores intermediarios y a diferencia de los parasitos
estrictos, las AVL pueden completar su ciclo bioldgico en el entorno sin entrar en un hospedador

humano o animal (da Rocha-Azevedo et al., 2009).

Pueden hallarse en suelos o sedimentos, bien sea unidas a particulas en suspension en
columnas de agua, en los primeros 30 pm de la superficie del agua, o en los cuerpos de plantas y
animales sumergidos. Estos microorganismos no distinguen entre ambientes terrestres o acuaticos
porque viven en las interfaces entre ellos. Su transmision puede ser a través las corrientes de viento
y el agua. Una vez en el aire, los quistes y los trofozoitos se comportan como cualquier otra materia
particulada en suspension, dependiendo por tanto, de la dindmica atmosférica (Rodriguez-

Zaragoza, 1994).

Las AVL se alimentan por fagocitosis de una variedad de bacterias, algas verde- azules,

hongos y células del medio que los rodea, asi como por pinocitosis. Ante condiciones adversas

20
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(temperaturas extremas, desecacion, deplecion de nutrientes, acumulacion de productos de

desecho o agentes quimicos), estos protozoos se enquistan.

En el suelo, los diversos protistas como las amebas, flagelados y ciliados, influyen en la
estructura de la comunidad microbiana y mejoran el reciclaje de nutrientes. Entre estos
organismos, las AVL son los consumidores bacterianos dominantes y son responsables de hasta el
60% de la reduccion total de la poblacion bacteriana: las bacterias son los principales encargados
de la descomposicion de la materia organica, pero son ineficientes en la liberacion de minerales a
partir de su propia masa. Entre los organismos secundarios en realizar los procesos de
descomposicion, estan las AVL, las cuales consumen a los organismos primarios (bacterias) y
liberan nutrientes minerales como productos de desecho que estan enlazados a la biomasa de las

bacterias, contribuyendo asi al funcionamiento de los ecosistemas (Siddiqui y Khan, 2012).

En algunos casos, las bacterias ingeridas por las AVL son capaces de evitar la digestion
por parte del protozoo y beneficiarse de la relacion con este. Al compartir ambientes en comin
con las bacterias nichos, algunas de caracter zoonoético, se puede establecer una relacion
endosimbidtica con la ameba, pudiendo sobrevivir en las vacuolas del protozoo desde dias hasta
meses. Todo ello implica gran importancia en la salud publica por tener caracter antropozoonoético

algunos de los géneros bacterianos involucrados en esta interaccion (Mella et al., 2016).

Las amebas son tolerantes de un amplio rango de osmolaridades, lo que les permite
sobrevivir en agua destilada, agua de mar, cultivos de tejidos y fluidos corporales de mamiferos.
Igualmente, pueden encontrarse en ambientes con diferentes grados de temperatura. Tanto la
termotolerancia como la osmotolerancia son factores determinan el potencial patdogeno de una

ameba, por lo cual han sido empleados como pruebas fisioldgicas en el laboratorio: los aislados
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que suelen crecer a temperaturas mayores a 37 °C y tolerar altas concentraciones de solutos
(manitol), han sido clasificados como mas virulentos, sin embargo, no son los tinicos factores que
influyen en la patogenicidad de un aislado ni tampoco la confirman (Griffin, 1972; De Jonckheere
et al.,1980, Khan et al., 2001, 2002; Schuster y Visvesvara, 2004-b).

Las amebas puede ser cultivadas y mantenidas en el laboratorio usando una variedad de
medios, para diferentes propositos: estudiar su comportamiento, sus requerimientos nutricionales,
evaluar opciones terapéuticas, estudios filogenéticos y como medio diagndstico (Schuster, 2002).
El medio més empleado en los distintos laboratorios clinicos y los de investigacion a nivel
internacional, es el agar no nutritivo (ANN) cubierto con una capa de bacterias, generalmente
Gram negativas y no encapsuladas, ya que la presencia de una capsula mucoide inhibe la
fagocitosis por las amebas. Suele emplearse Escherichia coli inactivada por calor. Las amebas se
alimentan de las bacterias hasta que se acaban y luego se enquistan. Los quistes permanecen
viables durante periodos prolongados de tiempo, especialmente si la placa de ANN esta sellada,
para evitar que se sequen y mantenerse a una temperatura inferior.

Algunas amebas como Naegleria y Acanthamoeba pueden establecerse en cultivos
axénicos o libre de bacterias, como el medio proteosa peptona- levadura- glucosa (PYG), posterior
a lavados en agua destilada o solucion salina para eliminar la mayor parte de las bacterias y luego
inocular las células lavadas en el medio que contiene antibidticos. Una combinacion de penicilina,
estreptomicina o gentamicina es eficaz en inhibir o matar las bacterias residuales presentes en el
indculo de las amebas, el cual luego puede mantenerse sin antibidticos.

Estos medios en general permiten el crecimiento de la mayoria de las amebas de vida libre,
sin embargo, Balamuthia mandrillaris necesita de cultivo celular para su desarrollo y también se

puede cultivar axénicamente en un medio complejo sin células, como el BM-3 (Schuster y
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Visvesvara, 1996) que contenga suero fetal bovino (Visvesvara, 2010), asi como en el BM-3

modificado por Lares et al., 2015.

4. Amebas de vida libre patégenas.

4.1 Género Acanthamoeba

4.1.1 Generalidades.

Las amebas del género Acanthamoeba fueron inicialmente descritas por Castellani, en
1930, al observar una ameba contaminante en cultivos de Cryptococcus pararoseus y Douglas la
incluy6 en el Género Hartmannella, denominandola H. castellani. En 1931, fue reclasificada por

Volkonski como Acanthamoeba castellani (Marciano Cabral y Cabral, 2003; Odd6 2006).

En 1958, Clyde Culbertson y colaboradores demostraron la patogenicidad de estas amebas
en animales de experimentacion, luego de inducir una encefalitis en ratones al inocular un aislado
de Acanthamoeba que contaminé cultivos celulares durante la produccion de vacunas contra la
poliomielitis en los Laboratorios Lilly, denominandola inicialmente como Acanthamoeba spp.
cepa Lilly A-1, para posteriormente cambiar el nombre a A. culbertsoni en honor al Dr. Culbertson

(0dds, 2006).

La morfologia caracteristica de trofozoitos y quistes de Acanthamoeba permite la
identificacion del género, no asi la de las especies o genotipos. En 1967, Page y luego Pussard y
Pons en 1977 propusieron tres grupos morfologicos (I, IT y III), basandose en el tamafio y la forma
de los quistes (Page, 1967-b; Pussard y Pons, 1977). Por las alteraciones que pueden experimentar

las amebas en los cultivos y la subsecuente subjetividad en los criterios morfologicos, la
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diferenciacion de especies se enfocd sobre la base de criterios inmunoldgicos, bioquimicos,
fisiologicos y mas recientemente, los moleculares. La variacion de la secuencia del gen de la
subunidad ribosomal pequeiia (ADNr 18S o SSU ADNr), concretamente la region 29-1 llamada
fragmento diagnostico DF3, ha permitido establecer, hasta ahora, 20 genotipos diferentes dentro
del género Acanthamoeba (T1-T20), con un minimo de 5% de divergencia entre los genotipos
(Gast et al., 1996, Stothard et al.,1998; Nuprasert et al., 2010; Magnet et al., 2014; Corsaro et al.,
2015, Fuerst et al., 2015; Qvarnstrom et al., 2013; Corsaro et al., 2017-b). Cabe destacar que los
aislados causantes de la mayoria de las infecciones en humanos pertenecen al genotipo T4

(Marciano Cabral y Cabral, 2003; Siddiqui y Khan, 2012; Trabelsi et al., 2012; Alves et al., 2016).

4.1.2 Morfologia

El Género Acanthamoeba presenta dos estadios durante su ciclo de vida:

° Trofozoito o forma activa, cuya reproduccion es por fision binaria, son de
tamaifio variable seglin la especie, entre 15 y 40 pm, emite pseudopodos hialinos anchos en
distintos polos, con produccion de filopodios, tipo acanthopodios. La diferenciacion entre
el ectoplasma y el endoplasma es evidente y en este ultimo se observan mitocondrias,
ribosomas y numerosas vacuolas, principalmente de naturaleza digestiva. Suele presentar
una vacuola contractil hacia el extremo posterior. Son uninucleados, con un gran nucléolo
rodeado de un halo claro. Es la forma infectante e invasiva (Figura 7-A).

° Quistes o formas de resistencia y de transmision del protozoario, tienen unas
medidas entre 13 y 30 pm, variable de especie a especie. Presentan una doble pared: una

capa externa o ectoquiste, la cual es generalmente festoneada y esta formada por proteinas
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y lipidos; una capa interna, llamada endoquiste, la cual suele ser poliédrica, estrellada
presentando puntas y constituido por celulosa. Los puntos de union entre el ecto y el
endoquiste se definen como poros u ostiolos, La forma puede ser poliédrica, estrellada,
oval o esférica, dependiendo de la distribucion de las puntas del endoquiste. Presentan un
solo nucleo y se observan pequefios granulos en la periferia del citoplasma. Son muy

resistentes a la desecacion (Figura 7-B).

Figura 7. Acanthamoeba spp: A) trofozoitos; B) quistes

Adaptado de: Pérez de Galindo et al., 2012

4.1.3 Ciclo de vida y biologia.

Acanthamoeba es el género de AVL mayormente distribuido en el ambiente, siendo aislada
de diferentes suelos y aguas, desde el Antartico hasta zonas aridas, tanto de aguas limpias para uso
doméstico como de aguas contaminadas; en superficies diversas de uso cotidiano para el humano,

tales como unidades de ventilacion, aire acondicionado y calefaccion, humidificadores,
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hidromasajes, unidades dentales, maquinas de dialisis, de polvo en el aire, lentes de contacto y
cajas de almacenaje, asi como muestras anatomicas varias tanto de individuos sanos como de los
infectados: oido, pulmoén, mucosa nasofaringea, cerebro, piel y cornea (Martinez, 1985; Martinez
y Visvesvara, 1997; Schuster y Visvesvara, 2004-a, 2004-b; Visvesvara et al., 2007; Reyes Batlle
et al., 2016). Pueden asumirse como patogenas aquellas especies aisladas de lesiones en el
organismo humano, pero no debe hacerse lo mismo con respecto a las especies obtenidas del
ambiente.

Las amebas del género Acanthamoeba se encuentran en el ambiente como trofozoitos,
reproduciéndose por division binaria, con un proceso mitdtico (la membrana nuclear no permanece
intacta). Bajo la forma de resistencia o quiste, pueden mantenerse viables hasta por 20 afios

(Marciano Cabral y Cabral, 2003).

Los trofozoitos y quistes son las formas infectantes, ingresando al cuerpo a través de
diversas puertas de entrada: a través del ojo, vias respiratorias superiores/ inferiores y piel, con o
sin ruptura de la misma (Figura 8). Cuando Acanthamoeba spp. entra en el ojo, puede causar
queratitis grave en personas sanas, especialmente en usuarios de lentes de contacto; cuando entra
en el sistema respiratorio o a través de la piel, puede invadir el sistema nervioso central por
diseminacion hematogena causar encefalitis granulomatosa amebiana (EGA) o enfermedad
diseminada, lesiones cutaneas, en individuos con el sistema inmune comprometido. Los

trofozoitos y quistes de Acanthamoeba spp. pueden ser evidenciados en el tejido afectado.

El género Acanthamoeba ha recibido recientemente mucha atencion debido a su rol como
hospedador de patogenos bacterianos (endosimbiontes), como Legionella spp., Francisella
tularensis, Mycobacterium avium, Burkholderia spp., Vibrio cholerae, Listeria monocytogenes,

Helicobacter pylori, Afipia felis, Escherichia coli serotipo O157, Chlamydia spp y de virus tales
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como Echovirus, Adenovirus, Mimivirus y Pandoravirus. En consecuencia, estas amebas pueden

tener un papel importante en la etiologia de algunas enfermedades bacterianas de la comunidad y

en un entorno nosocomial (Schuster y Visvesvara, 2004-b; Visvesvara et al., 2007; Lorenzo-

Morales et al., 2007-a; Visvesvara, 2010; Scheid, 2015, 2016; Guimaraes et al., 2016; Mella et al.,

2016). Por todo esto, este género es el mas referenciado a nivel mundial en cuanto a patologias

producida por AVL se refiere.

A

Trofozoito

Mitpsis

‘x Forma infectiva
A = Forma diagnéstica

trafozoitos) ingresan
al humano de varias

A Quistes y trofozoitos en tejidos

Através de piel:
Ulceras, otras lesio
de continuidad

1 Da lugar a queratitis severa,

2Da lugar a encefalitis amebiana
granulomatosa, enfermedad diseminada,
lesiones en piel, en sujetos in

* Existen reportes de infeccidn - poco frecuentes -
&N sujetes aparentemente sanos

atidos ¥

Figura. 8. Ciclo de vida de Acanthamoeba spp.

Adaptado de: https://www.cdc.gov/dpdx/freelivingamebic/index.html
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4.2 Género Naegleria. Naegleria fowleri.
4.2.1 Generalidades.

Los protozoos del género Naegleria son ameboflagelados, por tener un tercer estadio en su
ciclo bioldgico: una fase transitoria flagelada, aparte del trofozoito ameboide y del quiste. Posee
mas de 40 especies, pero solo N. fowleri es la inica especie reportada como patdogena para el ser
humano y N. australiensis y N. italica, para animales de experimentacion (De Jonckheere, 2011;
De Jonckheere, 2014).

Las primeras descripciones de las amebas del género Naegleria fueron realizadas por el
cientifico austriaco Franz Schardinger, quien publicé dibujos de una ameba que se transformaba
en flagelado. En 1909, Kart Naegler describi6 una ameba no patdogena, Naegleria gruberi,
considerada posteriormente en 1912 como Digastigomoeba por Alexeieff. Esta ameba es
morfologicamente similar a la especie patdgena, que posteriormente, en 1970, fue denominada
Naegleria fowleri por Rodney Carter, en honor a Malcolm Fowler, quien describid los primeros
casos de infeccion cerebral en humanos (Fowler y Carter, 1965; Oddo, 2006, Visvesvara et al.,
2007; De Jonckheere, 2002, 2014).

Las técnicas de biologia molecular basadas en el estudio del gen ARNr 5.8S y espaciadores
de transcripcion internos (ITS1 e ITS2) de diferentes tamafios han sido capaces de detectar
simultaneamente Naegleria fowleri y otras especies de Naegleria en el medio ambiente. Los tipos
de N. fowleri se caracterizan por la longitud de las ITS1 (de 42 pb a 142 pb) y por la presencia de
una diferencia de un nucle6tido, C en vez de una T en la posicion 31 en la secuencia del ADNr
5.8S (De Jonckheere, 2011).

De los ocho tipos conocidos de N. fowleri, los ITS1 se caracterizan por dos secuencias

principales (M1 y M2), presentes en cada tipo y dos secuencias de repeticion (R1 y R2), presentes
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en diversos numeros (De Jonckheere, 2011). Con todas las técnicas utilizadas, Naegleria
lovaniensis parece ser el pariente mas cercano de N. fowleri (De Jonckheere, 2002).

Hasta el momento, se han descrito 47 especies diferentes en el género Naegleria, que sélo
se pueden identificar por los ITS y por la secuencia del ADNr 5.8S. Ademas del patégeno humano
N. fowleri, también N. australiensis y N. italica han demostrado ser patégenas, al producir la
muerte de animales de experimentacion. Sin embargo, no se ha informado de infeccion humana

por alguna de estas dos especies (De Jonckheere, 2002; De Jonckheere, 2014).

4.2.2 Morfologia.

Naegleria fowleri presenta tres estadios durante su ciclo biologico:

Trofozoito ameboide: El trofozoito mide de 10 a 25 um, presentan forma elongada,
digitiforme, al generar uno o dos pseudopodos, eruptivos, hialinos, redondeados, de tipo
lobopodios durante su movimiento, el cual suele ser rapido. Posee un tinico nucleo con un
nucléolo central prominente (Figura 9-A). El citoplasma contiene numerosas mitocondrias,
ribosomas, vacuolas de alimentos y una vacuola contractil. El extremo posterior o polo uroide es
muy adherente y a menudo tiene varios filamentos, a los cuales las bacterias pueden fijarse. La
forma ameboide es la que se alimenta y divide y se considera la forma infectante e invasiva
(Visvesvara, 2010; De Jonckheere, 2011; Pérez de Galindo et al., 2012).

Trofozoito flagelado: los flagelados de este género tienen forma redondeada u ovalada,
con una longitud de 10 a 16 um., posee un solo nucleo con un nucléolo grande, ubicado siempre
hacia el extremo anterior respecto a la direccion del movimiento y generalmente tiene dos flagelos
anteriores, pero en ocasiones también pueden verse tres o cuatro flagelos (Figura 9-B). No tiene

un citostoma, por lo tanto, no pueden alimentarse. El flagelado se considera un estado transitorio,
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que se genera al encontrarse el trofozoito ameboide en condiciones de hipotonicidad del medio
acuatico donde se encuentra. A partir de este estado se revierte a la forma ameboide, en una hora
o menos (Visvesvara, 2010; De Jonckheere, 2011, Pérez de Galindo et al., 2012).

Quistes: son esféricos, entre 8 a 12 p de diametro mayor, aunque pueden alcanzar hasta 20
W, tienen un contorno liso y una pared refringente densa, con uno o dos poros aplanados (Figura

9-C). Los quistes de N. fowleri no se observan en los tejidos infectados, solo se aprecian en el

medio ambiente (Visvesvara, 2010; De Jonckheere, 2011).

Figura 9. Naegleria fowleri: A- trofozoito ameboide; B- trofozoito flagelado; C- quiste.

Adaptado de: https://www.cdc.gov/parasites/naegleria

4.2.3 Ciclo de vida y biologia.

El género Naegleria comprende especies patdgenas y no patdogenas. Todas las especies

patégenas son termofilas pero no todas las termofilas son patdogenas, como N. lovaniensis.
Termofilia se define como la capacidad de crecer a 40 °C o mas. N. fowleri es termofila, capaz de
crecer hasta 45 °C, proliferando durante los meses mas calidos del afio, justo en coincidencia con

diversas actividades acuaticas recreativas de las personas (De Jonckheere, 2002; Visvesvara et al.,
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Introduccion

2007; Visvesvara, 2010; De Jonckheere, 2011; Latiffi et al., 2017), incluso en aguas de consumo
humano (Morgan et al., 2016). S6lo unas pocas especies muestran algunas peculiaridades, tal como
presentar flagelados con capacidad de dividirse, mientras que algunas especies no forman
flagelados (De Jonckheere, 2002). Estos fendmenos han sido descritos para otros vahlkamfidos,
pero para el género Naegleria, la mayoria de las especies no se divide en estado flagelar (De
Jonckheere, 2014).

El mecanismo de la division nuclear es una promitotis, durante la cual el nucléolo y la
membrana nuclear persisten durante la division de la célula. El nucléolo se alarga y forma una
estructura en forma de mancuerna antes de dividirse (Martinez y Visvesvara, 1997). Los
trofozoitos se transforman temporalmente a flagelados, los cuales suelen volver a la etapa de
trofozoito ameboide, para enquistarse si las condiciones le son adversas (Figura 10). Los
trofozoitos infectan a seres humanos o animales penetrando a través de la mucosa nasal y migran
al cerebro, via nervios olfativos, ocasionando la Meningoencefalitis Amebiana Primaria (MAP).
Los trofozoitos de Naegleria fowleri pueden encontrarse en el liquido cefalorraquideo (LCR) y
tejido, no asi los quistes.

N. fowleri estd ampliamente distribuida en el suelo y agua, aunque no es tan comin como
Acanthamoeba. Se puede encontrar en lagos, agua de piscinas poco cloradas, acuarios, aguas
residuales, canales de riego, estanques, aguas termales, etc. (Visvesvara, 2013). También se ha
aislado de la mucosa nasal de nifios sanos asintomaticos y de fosas nasales de pacientes con MAP.
Pero no se ha encontrado en agua de mar, mostrando una sensibilidad a la alta osmolaridad del

medio (Visvesvara, 2013).
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Naegleria fowleri
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A: Forma diagndstica

N

Forma flagelada

Figura 10. Ciclo de vida de Naegleria fowleri

Adaptado de: https://www.cdc.gov/dpdx/freelivingamebic/index.html.

4.3 Género Balamuthia: Balamuthia mandrillaris.

4.3.1 Generalidades

32

En 1986, una ameba morfologicamente diferente a las patdgenas conocidas, fue aislada del
cerebro de un mandril (Papio sphinx) que murié de una enfermedad neuroldgica en el Zooldgico
de San Diego (Zoo Wild Animal Park, CA) en Estados Unidos. Esta ameba, que genera una
encefalitis granulomatosa con presencia de quistes en las lesiones, fue descrita inicialmente como
una ameba de la familia Leptomyxidae. Pero en 1993, fue excluida de dicha familia, por sus

caracteristicas morfologicas al microscopio Optico y electronico. Estas diferencias también se
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encontraron en las diferentes pruebas de patogenicidad en animales, analisis antigénicos y
secuenciacion de ARN ribosomico, por lo que fue ubicada en un nuevo género y especie.
Balamuthia mandrillaris (Visvesvara et al., 2007; Siddiqui y Khan, 2007; Lorenzo-Morales et al.,
2013).

Diferentes aislados clinicos mantenidos en cultivos han sido estudiados para la variacion
de la secuencia del ADN de la subunidad pequefia mitocondrial ARNr 16S mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) y el gen P de la ribonucleasa (ARNasa),
demostrandose que todos los aislados de Balamuthia son miembros de una sola especie, con
variacion de la secuencia entre 0 y 1.8% entre aislados (Booton et al., 2003; Yagi et al., 2005;

Kiderlen et al., 2008; Lorenzo-Morales et al., 2013).

4.3.2 Morfologia.

B. mandrillaris presenta dos estadios en su ciclo bioldgico: el trofozoito y el quiste:

Trofozoito: se caracteriza por un pleomorfismo, cuyas medidas oscilan entre 12 y 60 mm
Son células uninucleadas, aunque en ocasiones se observan formas binucleadas. El niicleo contiene
un nucléolo denso grande colocado centralmente, sin embargo, se han observado trofozoitos con
dos o tres cuerpos nucleolares, especialmente en los tejidos infectados (Lorenzo-Morales et al.,
2013). Tiene un reticulo endoplasmatico peculiar acintado y se desplazan lentamente con un
movimiento es muy diferente al observado en la mayoria de las AVL: emite unas largas
elongaciones en forma de dedos (Figura 11-A), que recuerdan al patron de movimiento de las

arafias (Visvesvara et al., 1993; Schuster ef al., 2004-a).
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Figura.11. Balamuthia mandrillaris: A. Trofozoitos B. Quistes.

Adaptado de: https://www.cdc.gov/dpdx/freelivingamebic/index.html.;https://www.researchgate.net/figure/281486460_figl.

Quistes: también son uninucleados y de morfologia esférica. Su tamafo varia entre 12 y
30 mm y al microscopio Optico se puede observar una doble pared, donde el exoquiste es ondulado
y el endoquiste redondo (Figura 11-B). Contrario al género Acanthamoeba, no se observan los
poros en la pared. Sin embargo, la pared del quiste, ultraestructuralmente, tiene tres capas: un
ectoquiste exterior, delgado e irregular, un mesoquiste intermedio amorfo de naturaleza fibrilar y

un endoquiste interno grueso (Visvesvara et al., 2010).

4.3.3 Ciclo de vida y biologia.

El ciclo bioldgico de B. mandrillaris es monoxénico, al igual que las demas AVL (Figura
12). En los hospedadores afectados, se ha descrito causando lesiones en la piel y encefalitis, tanto
en individuos inmunocompetentes como inmunodeprimidos. Tanto el trofozoito como el quiste
son formas infectantes, las cuales pueden ingresar en el cuerpo humano a través de alteraciones de

la piel, o por via nasal. Balamuthia puede llegar al sistema nervioso central por via hematdgena,
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causando encefalitis granulomatosa amebiana (EGA), asi como causar lesiones cutaneas
localizadas (Lorenzo Morales et al., 2013).

B. mandprillaris esta presente en suelos y no es facil de aislar ni de cultivar: no puede
cultivarse en los cultivos convencionales para amebas como el agar no nutritivo con bacterias,
debido a que no se alimenta de ellas. Por ello, para su crecimiento in vitro se requiere el uso de
cultivos celulares como fuente de alimento (Trabelsi et al., 2012).

Balamuthia puede alimentarse de pequefias amebas (ej. Acanthamoeba y Naegleria) in
vitro e incluso en la naturaleza. Su aislamiento a partir de suelos se complica debido a que otros
organismos (protozoos y hongos) también presentes en las muestras ambientales encubren su
presencia. Puede ser aislada a partir de tejido humano o animal y mantenido en el laboratorio
utilizando cultivos de células de mamiferos como rifion de mono, fibroblastos de pulmén humano
y las células endoteliales microvasculares del cerebro humano, alimentdndose de la monocapa
celular y barriéndola en pocos dias (Schuster, 2002). También crece axénicamente en medios sin
células (Lares et al., 2015). En el cultivo, el organismo es sensible a cambios en la osmolaridad y

no tolera facilmente las condiciones hipo o hiperosmoticas (Matin ef al., 2008).
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maneras

A= Forma infectiva
A= Forma diagndstica

Balamuthia mandriliaris

\onﬁ

trofozoitos) ingresan
al humano de varias

hitp:/fwwaw. dpd. cde. govidpds]

A través de vias
respiratorias altas

o bajas 1 @

Através de piel:
ulceras, otras lesiones,
de continuidad 1

Quistes y trofozoitos en tejidos

1 Causa encefalitis amebiana
gl I ysa, enf dad diseminada,
lesiones en piel. En individuos inmuno

competentes e inmunocomprometidos

Figura. 12. Ciclo evolutivo de Balamuthia mandrillaris

Adaptado de: https://www.cdc.gov/dpdx/freelivingamebic/index.html.

4.4 Género Sappinia.

4.4.1 Generalidades

El Género Sappinia comprende tres especies: S. pedata, S. diploidea y S. platani,

aunque

inicialmente fue descrito con una sola: S. pedata, por Pierre Augustin Dangeard en 1896, como

homenaje al micologo Sappin-Trouffy, destacandola como una ameba binucleada y con un

glicocalix denso. La segunda especie de Sappinia, S. diploidea, fue descrita originalmente como

Amoeba diploidea por Max Hartmann y Kurt Nagler en 1908, al aislarla de contenido intestinal de

un lagarto (Lacerta agilis), teniendo como caracteristica mas notable el mantener los nucleos
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autonomicos durante todo el ciclo de vida y por ende, generar una célula diploide (Walochnik et
al., 2010). Wylezich y colaboradores revelaron en 2009 que algunas cepas de S. diploidea, aun
manteniendo una cercania relativa con esta especie, tienen una gran distancia genética entre si,
sugestivo de especies cripticas. Por esta razon, una tercera especie, S. platani, fue propuesta para
la cepa de S. diploidea-like PL - 247 (Wylezich et al., 2015; Corsaro et al., 2017-a).

Inicialmente, Sappinia se considerd como coprozoico, por sus primeros aislamientos en
estiércol animal. Sin embargo, esta AVL se distribuye ampliamente en el medio ambiente y se ha
aislado de suelo, agua dulce, heces de mamiferos, hojarascas de bosques, ciervos, bisontes, ganado
y en el intestino de lagartos. Se ha descrito en Europa, América del norte, Egipto, Medio Oriente,
las Antillas y Japon (Visvesvara et al. 2007; Trabelsi et al, 2012).

Sappinia sp. no fue implicada como patogena para animales y humanos hasta la descripcion
de un caso de encefalitis causada por esta ameba, en un paciente joven inmunocompetente que
sobrevivid a la infeccion (Gelman et al., 2001; Gelman et al., 2003). En este caso, la ameba se
identifico originalmente como S. diploidea, pero mas adelante, gracias al uso de la PCR en tiempo
real (PCR-real time), basada en secuencias del gen del ARNr 18S, se logro identificar como S.
pedata (Qvarnstrom et al., 2009). Un estudio filogenético mas reciente y exhaustivo indico que
esta variedad podria ser en realidad una nueva especie dentro de este género, que estd

estrechamente relacionada con S. pedata (Wylezich et al., 2009).

4.4.2 Morfologia.

Durante el ciclo de vida de este parasito, se describen dos estadios: trofozoito y quiste.
El trofozoito (40 — 80 mm) es ovoide u oblongo, con aspecto aplanado (Figura 13-A).

Presenta dos nucleos opuestos y en el citoplasma, contiene vacuolas alimenticias y la vacuola
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contréctil; se moviliza por un movimiento monopodial y una superficie de la célula sin ninguna
proyeccion sub-pseudopodial (Visvesvara, 2013).

Los quistes son redondos, miden entre 18 y 25 mm, de doble pared y tienen poros
nucleares. Se destacan por ser bicelulares (Figura 13-B), como resultado del intercambio sexual
entre dos trofozoitos, lo cual genera quistes binucleados unicelulares Pueden albergan bacterias
endosimbiontes en vacuolas citoplasmaticas. Los quistes pueden sobrevivir el paso por el
estomago con su liquido gastrico, pero su presencia intestinal no es sinébnimo de infeccion

(Walochnik et al., 2010; Trabelsi et al, 2012).

Figura 13: Sappinia sp. A. Trofozoito. B. Quiste

Adaptado de: https://www.cdc.gov/dpdx/freelivingamebic/index.html

4.4.3 Ciclo de vida y biologia.

Sappinia, al igual que otras AVL, presenta un ciclo de vida con solo dos estadios, trofozoito
y quiste. Inicialmente, se supuso que Sappinia era coprozoica, ya que los primeros aislamientos
fueron obtenidos a partir de estiércol animal. Sin embargo, Sappinia es considerada una ameba de
vida libre tipica ampliamente distribuida en el ambiente (Walochnik et al., 2010). Page en 1976,

describi6 a S. pedata sin etapa sexual pero con una etapa de division arrestada y suelen encontrarse
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en suelos y estiércol de caballo, con una distribucion en Europa y América del norte. Para S.
diploidea en particular, se ha descrito reproduccion sexual, aunque la fusién de nticleos nunca ha
sido documentada de manera convincente y se ha encontrado en agua dulce, suelo, desechos
forestales y heces de animales, con un area de distribucion incluyendo Europa, América del norte,
Egipto, Palestina, las Antillas y Japon (Walochnik et al., 2010).

Sappinia se puede cultivar a temperatura ambiente en agar no nutritivo recubierto con
bacterias como Enterobacter cloacae. Generalmente, necesitan de 3 a 10 dias para mutiplicarse.
El cultivo axénico hasta ahora no ha tenido éxito. Su crecimiento puede acelerarse mediante la
adicion de otras amebas diminutas indefinidas como posible fuente de alimento (Michel et al.,
2006; Trabelsi et al., 2012).

Hasta 2001, Sappinia spp. no habia demostrado ser letal en los seres humanos o en animales
de experimentacion ni implicada en patologia alguna, cuando se informé de un caso de encefalitis
causada por S. diploidea, el cual ocurrié en un hombre de 38 afios, inmunocompetente quien
sobrevivio a la infeccion (Gelman et al, 2001; Gelman et al., 2003). Una primera investigacion
molecular realizado casi 8 afios después del hallazgo inicial indic6 a una relaciéon mas estrecha de
esta cepa a S. pedata (Qvarnstrom et al., 2009; Walochnik et al., 2010). Hasta la fecha, no se han

informado de otros casos producidos por esta AVL.

4.5 Otras amebas de importancia en salud publica: Vermamoeba vermiformis,

Vahlkampfia y Paravahlkampfia.

Las especies involucradas descritas hasta la fecha en patologia humana, pertenecen a los

Géneros Naegleria, Acanthamoeba, Balamuthia y Sappinia; sin embargo, otros géneros como
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Vermamoeba (=Hartmannella) y Vahlkhkampfia se han considerado como importantes en la salud
publica, bien como productoras de dafio o por estar asociado y/o transmitir otros organismos
patdgenos (Centeno et al., 1996; Lorenzo Morales et al., 2007-b; Thomas y Greub, 2010).

El género Hartmannella spp. comprende varias especies: Hartmannella abertawensis,
agricola, cantabrigiensis, crumpae, hibernica, hialina, lobifera, vacuolata y vermiformis, algunas
de ellas termotolerantes, caracteristica de las AVL con capacidad patogénica. Hartmannella
vermiformis presentaba diferencias significativas con respecto al resto de especies del género, tanto
a nivel morfolégico como molecular. Para diferenciarla del resto de especies, se establecid un
nuevo género denominado Vermamoeba y especie vermiformis, de la familia Vermamoebidae
(Weekers et al., 1994; Smirnov et al., 2011).

A pesar de su inclusion en la lista de parasitos humanos y de ser informado su hallazgo en
el liquido cerebroespinal de un paciente con meningoencefalitis y bronconeumonia (Centeno et
al., 1996; Garcia, 1997), la capacidad patogénica de Vermamoeba en el humano ha sido
controvertida (De Jonckheere y Brown 1998-a, 1998-b, 1998-c, 1999). No obstante, se han
publicado numerosos reportes que sugieren su papel como agente patdgeno directo, en casos de
queratitis, asociada o no con otras AVL (Kennedy et al., 1995; Aitken et al., 1996; Aimard et al.,
1998; Lorenzo-Morales ef al., 2007-b; Abedkhojasteh et al., 2013; Hajialilo et al., 2015); también
se ha implicado en patologia de forma indirecta, por su papel como hospedador para bacterias
patdgenas como Legionella pneumophila, el agente causal de la enfermedad de los legionarios
(Fields et al., 1990), Pseudomonas, importante patdogeno ocular y en especial, de usuarios de lentes
de contacto (Dini et al., 2000; Sharma et al., 2013) y para Mycobacterium chelonae, bacteria

patdgena emergente (Cabello-Vilchez et al., 2014).
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En cuanto a su morfologia, el trofozoito muestra una forma tubular (Figura 14-A), con
una prominente zona hialina anterior, a veces puede observarse un polo uroide. Su longitud varia
entre 14-31 pm, siendo esta medida seis veces mayor que su anchura (Page, 1967-a). Su citoplasma
presenta con frecuencia pequefios cristales y puede observarse una vacuola contractil. Su
movimiento es constante, no-eruptivo, basado en la emision de protuberancias hacia la direccion

de avance con gran rapidez. Ninguna forma flagelada ha sido observada (Page 1967-a, 1988).

Figura 14. Vermamoeba vermiformis, A trofozoito B: quistes. N: ncleo
Adaptado de: Park SJ, 2016

El quiste (Figura 14-B) suele ser pequefio, redondeado o ligeramente ovoide, con un solo
nucleo, doble pared sin poros (Smirnov y Michel, 1999). Vermamoeba vermiformis puede
encontrarse frecuentemente en agua dulce y suelo de ambientes diversos de todo el mundo (Solgi
et al., 2012; Dillon et al., 2014; Park, 2016).

El género Valhkampfia pertenece, a la familia Vahlkampfiidae, al igual que Naegleria spp.;
en Paris, 1912, E. Chatton y P. Lalung-Bonnaire describieron a Vahlkampfia spp., aislada de las

heces de un paciente con diarrea cronica, observando la ausencia de un estado flagelado. Asi, se
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Introduccion

agrupan en este género las especies de vahlkampfidos que no forman flagelados y que no tienen
poros pre-formados en los quistes para el exquistamiento (Martinez y Visvesvara, 1997).

Las especies del género Vahlkampfia han sido reclasificadas en base al analisis de la
secuencia del ADN de la sub-unidad pequeiia ribosomal (ADNr SSU ) (Brown y De Jonckheere,
1999). La especies hasta ahora descritas son: V. anaerobica (Smirnov y Fenchel, 1996)
V.caledonica (Anderson et al., 1997) V. calksinsi (Hogue, 1914), V. lobospinosa, V. dumnonica,

V. longicauda y V. trilaminata (Schmoller ef al., 1982).

En su ciclo de vida, los trofozoitos se dividen por fision binaria y suelen ser pleomorficos,
de diversos tamafios de acuerdo a la especie, uninucleados muy méviles, con un pseudépodo
grande o bien, con expansiones ectoplasmaticas de diversos tamafios y formas, compuestas por
citoplasma hialino de aspecto liso (Figura 15-A). Pueden observarse vacuolas digestivas y
contractiles, asi como un polo uroide producido por la adhesion al sustrato (Page, 1967-a;
Gonzalez-Robles et al., 2012). Los quistes son redondeados, de doble pared y pueden medir entre
7 y 20 pm (Figura 15-B); sin embargo, su estructura no es un dato suficiente para llegar a la

identificacion de Vahlkampfia (Page, 1976).

Al igual que otras AVL, Vahlkampfia es ubicua y cosmopolita en el ambiente: ha sido
aislada de suelo, agua dulce y de mar y de aire, incluyendo suministros domésticos como aires
acondicionados (Aitken et al., 1996). El aislamiento de Vahlkampfia en cultivo es dificil, ademas
de requerirse conocimiento y entrenamiento para su diferenciaciéon con otras amebas como
Acanthamoeba, en especial, durante el procesamiento de muestras provenientes de humanos en las

que ambas AVL pueden coexistir (Arnalich-Montiel et al., 2013)

42

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segln la Ley 39/2015.

Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 914115 Codigo de verificacion: qim4G8RK

Firmado por:

CAROLINA MERCEDES WAGNER ABUCHAIBE Fecha: 25/05/2017 11:46:38

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

JACOB LORENZO MORALES
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

25/05/2017 12:40:27

ENRIQUE MARTINEZ CARRETERO
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

25/05/2017 15:53:39

BASILIO VALLADARES HERNANDEZ
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

26/05/2017 10:35:13

ERNESTO PEREDA DE PABLO
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

01/06/2017 13:54:25

62 /300



Introduccidn

En relacion con las infecciones en humanos, se han documentado dos casos de encefalitis,
probablemente debido a Vahlkampfia, cuyo diagnostico solo se fundamentd en la apariencia
morfoldgica de las amebas en el tejido (De Jonckheere y Brown, 1998-a). También se ha implicado
en infecciones oftalmologicas de forma aislada (Alexandrakis et al., 1998; Mahittikorn et al., 2016)
o0 asociada con otras AVL como Acanthamoeba (Niyatti et al., 2010; Arnalich-Montiel ez al., 2013)

y Vermamoeba (Hay et al., 1996; Aitken et al., 1996).

Figura 15. Vahlkampfia spp., A: trofozoitos B: quistes.

Adaptado de: De Jonckheere JF, 2017.

El género Paravahlkampfia fue creado en 1999, por Brown y De Jonckheere luego de una
revision filogenética detallada del género Vahlkampfia, en la cual la especie V. ustiana (Page,
1974), proveniente de una piscina en Checoslovaquia en 1968 (Cerva y Nova'k, 1968), fue incluida
y renombrada en el nuevo género como Paravahlkampfia ustiana (Brown y De Jonckheere, 1999).
La especie P. ustiana también ha sido aislada del intestino de lagartos (Schuster et al., 2003),
mientras que P. lenta, a partir de suelos (Brown y De Jonckheere, 2004; Schuster et al., 2003).

Paravahlkampfia fue aislada por primera vez de muestras de humanos, en una infeccion
mixta con el virus del Herpes simplex de la cornea de un paciente no usuario de lentes de contacto

con queratitis (Ozkoc et al., 2008). Visvesvara y colaboradores aislaron una ameba en el liquido
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cefalorraquideo (LCR), con caracteristicas semejantes a Paravahlkampfia aunque con algunas
diferencias morfologicas y fisioldgicas, por lo que crearon una nueva especie: P. francinae, en
honor a la Dra. Francine Marciano Cabral (Visvesvara ef al., 2009).

El género Paravahlkampfia spp. presenta dos estadios, trofozoito y quiste, sin descripcion
hasta la fecha de formas flageladas (Figura 16-A, B). Los trofozoitos son semejantes a los descritos
para la familia Vahlkampfidae, pueden medir entre 15 y 35um, con emision de lobopodios
eruptivos y un uroide discreto, cuando esta presente. En el citoplasma, pueden observarse vacuolas
digestivas y uno o dos nucleos (excepcionalmente), con un gran nucléolo. Los quistes pueden
medir entre 5 y 20um, redondeados o ligeramente ovales, con doble pared (eco y endoquiste) y el
nucleo con las mismas caracteristicas descritas para el trofozoito (Ozkoc et al., 2008; Visvesvara

et al., 2009).

Figura 16. Paravahlkampfia spp., A: trofozoitos B: quistes.

Adaptado de: Visvesvara et al., 2009

5. Enfermedades producidas por amebas de vida libre.

Las amebas de vida libre se describieron como agentes causales de patologia en humanos
desde 1948, cuando se document6 el primer caso de una amebiasis diseminada, posiblemente por
Naegleria (Derrick, 1948); posteriormente y con la implementacion de nuevas técnicas, se agrego
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a la lista de AVL patdgenas los géneros Acanthamoeba, Balamuthia, Sappinia, Vahlkampfia,
Paravahlkampfia y Vermamoeba. El hallazgo de algunas amebas como Sappinia, que sélo habian
sido observadas en muestras ambientales, plantea la posibilidad de que otras AVL consideradas

sin importancia clinica, puedan ser potenciales patdogenos humanos.

El diagndstico de las infecciones por amebas de vida libre es complicado, debido a diversos
factores: por ser infecciones infrecuentes, el personal médico y de laboratorio no estan
familiarizados con los sintomas ni con la identificacion de estas amebas en las muestras clinicas.
Las infecciones causadas por algunas de estas amebas suelen ser fatales, por lo cual, el diagnéstico
se hace a menudo durante la autopsia, incluso en paises desarrollados donde estan disponibles
instalaciones bien dotadas para el diagnostico temprano y certero. Es muy posible que un gran
nimero de casos pasen desapercibidos y por ello, la incidencia real de estas afecciones realmente

esta subestimada.

Es importante resaltar que la manipulacion de las muestras para el aislamiento, diagndstico
y estudio de las AVL patogenas, bien sea de ambiente o de animales y humanos debe realizarse en
laboratorios equipados de forma adecuada bajo los estandares pautados por el CDC de Atlanta
(laboratorios BSL-3) y la normativa legal de cada pais para los riesgos bioldgicos , tomando en
consideracion que las AVL patogenas son consideradas se consideran agentes bioldgicos del grupo
de riesgo 2 (Acanthamoeba spp.) y 3 (N. fowleri, B.mandrillaris) (Real Decreto 664, 1997; CDC,

2012).

Con relacion a las patologias producidas por las AVL, se resume que N. fowleri puede, bajo
ciertas circunstancias, causar rapidamente una meningoencefalitis primaria, principalmente en

nifios y adultos jovenes; algunas especies de Acanthamoeba y B. mandrillaris producen encefalitis
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amebiana granulomatosa subaguda o cronica e infecciones de la piel y senos nasales, predominante
en individuos inmunocomprometidos; S. pedata ha sido descrita en el unico caso informado, como
productora de una encefalitis necrosante, sin formacion de granuloma Aunque las drogas pueden
ser eficaces para el tratamiento de algunas de estas infecciones, aquellas que involucran el sistema
nervioso central son tipicamente fatales. V. vermiformis, Vahlkamfia spp. y Paravahlkampfia spp.

han sido implicadas en infecciones oculares y algunos casos de encefalitis.

5.1 Meningoencefalitis amebiana primaria (MAP): clinica, epidemiologia y

diagnéstico.

La MAP es una infeccion hemorragica necrotizante aguda, casi siempre fulminante,
ocasionada por N. fowleri, en individuos tanto inmunocompetentes como inmunosuprimidos, con
antecedentes de estar en contacto con aguas de lagos, piscinas o cuerpos de agua en donde la ameba
se encuentre, en un periodo de 3-7 dias previos a la aparicion de los sintomas (Oddo, 2006). Las
amebas pueden llegar hasta las conductos nasales en cualquiera de sus formas evolutivas
(trofozoitos flagelados, ameboides o quistes), pero son los trofozoitos ameboides los que pueden
adherirse a la mucosa nasal, migran a través de la placa cribiforme y llegan al cerebro por el
neuroepitelio olfatorio, causando una necrosis grave en los ldbulos frontales del cerebro
inicialmente, con posterior compromiso predominante de la base del cerebro, tronco cerebral y
cerebelo (Figura 17-A). En las lesiones, los trofozoitos suelen ubicarse en el area perivascular, sin
descripcion hasta la fecha, de la presencia de formas quisticas (Marciano-Cabral y Cabral, 2007,
Visvesvara, 2010; De Jonckheere, 2014).

El periodo de incubacion oscila entre 2 y 15 dias, con sintomas que aparecen abruptamente
como fiebre leve, confusion, rinitis, odinofagia, los cuales progresan rapidamente, con acentuada

cefalea y fiebre, seguido por vomitos, rigidez de nuca, convulsiones, signos de irritaciéon meningea
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y coma. La enfermedad progresa rapidamente y debido a la demora en hacer un correcto
diagnoéstico por confusion con otras etiologias (bacteriana) y la instauracion de tratamientos
ineficaces para este organismo, el prondstico para el paciente casi siempre es fatal (Visvesvara et
al., 2007; da Rocha Azevedo et al., 2009). La causa de la muerte se debe principalmente al aumento
de la presion intracraneal con herniacion cerebral, lo que conlleva a un paro cardiopulmonar y

edema pulmonar (Visvesvara et al., 2007; da Rocha-Azevedo et al., 2009; Nicholls et al., 2016).

Figura 17. Ruta de infeccion y respuesta immune contra Naegleria fowleri (A), Acanthamoeba spp., 'y
Balamuthia mandrillaris (B y C, respectivamente). La presencia de células epitelioides y células gigantes
(senaladas con estrellas amarillas) es caracteristica de la lesion inflamatoria granulomatosa causada por B.
madrillaris y Acanthamoeba spp. Vista macroscopica (D) y microscopica (E) de la respuesta inflamatoria aguda
generada por el organismo contra N. fowleri.

Tomado de: Baig, 2015
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Durante la década de los 1960, se logro evidenciar que Naegleria provocaba esta
importante entidad clinica. En 1965, Malcolm Fowler y Rodney F. Carter en Adelaide (Australia)
informaron los primeros 4 casos humanos de meningoencefalitis producidos por N. fowleri, y el
término meningoencefalitis amebiana primaria fue acuflado por Cecyl G. Butt al hacer el
respectivo reporte de un caso en Estados Unidos de América (E.U.A) en 1966. Se hicieron otras
publicaciones posteriormente entre 1966 y 1968 sobre casos de MAP. Esta ameba patogena fue
descrita entonces por Carter en 1970 como Naegleria fowleri, en honor a Fowler (Martinez y
Visvesvara, 1997; De Jonchkeere, 2014).

La incidencia mundial de MAP, al igual que otras afecciones por AVL, no se conoce con
exactitud. Numerosos factores afectan la identificacion precisa, incluyendo la falta de recursos o
conocimientos en diagnostico microbiologico; dar prioridad a la gestion de otras infecciones que
son mas comunes y creencias culturales que impiden las autopsias; el aumento de la temperatura
del agua por calentamiento global, un saneamiento inadecuado, fuentes de agua contaminada y
practicas de ablucion religiosa, aumentan el riesgo de adquirir una MAP (De Jonckheere, 2014).

La MAP ha sido informada en todo el mundo, con un mayor nimero de casos encontrados
en Estados Unidos de América (E.U.A), Australia y algunos paises europeos como Francia, con
menos reportes en Africa y América del sur. El niimero de casos comunicado en la literatura
permanece bajo, estimado alrededor de 250, hasta 2014 (De Jonckheere, 2014; Nicholls ef al.,
2016). Los reportes provienen de todos los continentes excepto la Antartica (De Jonckheere, 2011)
y aunque es una enfermedad poco frecuente, cada afio se describen nuevos casos, de curso fatal en
un 95%, especialmente en nifios y personas jovenes con aparente buen estado de salud (De

Jonckheere, 2014; Nicholls et al., 2016).
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N. fowleri es un organismo termofilo y por lo tanto, estas amebas proliferan durante los

meses de verano cuando la temperatura ambiental suele ser alta, sobre todo en zonas tropicales.

Durante tales temporadas, hay confluencia de un gran numero de personas dedicadas a las

actividades recreacionales acuaticas (natacion, buceo, esqui acuatico, etc.) en lagos, estanques y

otros sistemas de agua dulce caliente, ademas de piscinas inadecuadamente tratadas con cloro, lo

que las expone al riesgo de una MAP (Visvesvara, 2010).

El diagnostico de una MAP debe hacerse lo mas pronto posible para la instauracién

temprana del tratamiento apropiado. Esto implica una metodologia diversa, que incluye:

. Datos clinicos-epidemiologicos: antecedentes de inmersion o bafios en
cuerpos de aguas calientes; sintomatologia semejante a una meningitis bacteriana
(Visvesvara, 2010).

. Diagnostico por imagen: la Resonancia Magnética (RM) y la Tomografia
Computarizada (TC) permiten evidenciar las lesiones (Figura 17D, E), tales como la
obliteracion de las cisternas alrededor del cerebro mesencéfalo y del espacio
subaracnoideo, pero no determinan la etiologia parasitaria (Visvesvara, 2013)

. Diagnostico parasitologico: de acuerdo a los resultados del estudio
citoquimico del LCR, debe ser considerada la sospecha de una MAP si este liquido es
turbio por aumento de células, con predominio de neutréfilos pero sin bacterias, glucosa
disminuida y proteinas elevadas,. El examen microscépico directo del sedimento del LCR
es el método de eleccion en el diagnostico de MAP para la deteccion de amebas.
Adicionalmente, se pueden realizar preparaciones fijadas para tinciones como Giemsa,

Wright o hematoxilina-eosina (H&E), lo cual permitiria distinguir las amebas de otras
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células presentes en el LCR, aunque las amebas suelen tefiirse mal (da Rocha-Azevedo et
al.,2009; Visvesvara, 2010).

El sedimento del LCR, asi como material de biopsia, pueden cultivarse en los
medios recomendados internacionalmente para esta ameba, como el agar no nutritivo al
2%, con la adicion de Escherichia coli. Para distinguir N. fowleri de otras amebas que
puedan estar presentes en las muestras evaluadas, se puede emplear la prueba de la
induccion de la flagelacion, la cual es mejor realizar a partir de los cultivos, ya que se
pueden obtener mayor cantidad de trofozoitos luego de su multiplicacion (De Jonckheere,
2001).

. Diagnostico inmunolégico. El CDC de Atlanta emplea anticuerpos
policlonales en conejos o anticuerpos monoclonales para identificar amebas en tejidos y en
el LCR, mediante pruebas de inmunofluorescencia directa, inmunoperoxidasa o ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay). La valoracion de los niveles de anticuerpos anti-
Naegleria en el suero de los pacientes afectados no es de mucha utilidad para el
diagnostico, ya que los mismos han sido detectados en personas sanas y su aumento es de
dificil discriminacion por el curso agudo de la infeccion y su desenlace fatal (Visvesvara,
2010).

. Diagnostico anatomopatologico. La observacion histologica se realiza
previa fijacion del material de la biopsia en formalina al 10% y tincién con hematoxilina-
eosina, inmunoperoxidasa o inmunofluorescencia (da Rocha-Azevedo et al., 2009)

. Diagnostico molecular. Las técnicas moleculares son las mas adecuadas
para el diagnostico rapido de la MAP, pero no estdn disponibles en muchos de los

laboratorios clinicos. Se ha empleado la PCR con alta especificidad y sensibilidad, asi
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Introduccion

como la PCR en tiempo real para la deteccion de N. fowleri en muestras ambientales y
clinicas frescas y/o fijadas en formalina y, usando cebadores para la region completa del
espaciador de transcripcion interna ribosomal (ITS) que permite la discriminacion de
especies de Naegleria. Recientemente, Qvarnstrom y colaboradores, desarrollaron una
PCR multiplex en tiempo real, usando sondas para detectar la longitud total o parcial de
los genes de la subunidad ribosomal pequeiia nuclear (gene del ARNr18S) para la deteccion
simultanea de N. fowleri, B. mandrillaris y Acanthamoeba spp., por lo cual puede ser
empleado con cualquier muestra en la que se sospeche la presencia de estas amebas
(Qvarnstrom et al., 2006; da Rocha-Azevedo et al., 2009; Nicholls et al., 2016). Sin
embargo, no es altamente sensible en muestras complejas y suele dar falsos positivos para

N. fowleri.

5.2 Encefalitis granulomatosa amebiana por Acanthamoeba, Balamuthia y

Sappinia: clinica, epidemiologia y diagnéstico.

Es una enfermedad subaguda o crénica del sistema nervioso central (SNC), ocasionada por
Acanthamoeba spp y B. mandrillaris, de caracter granulomatoso y evolucion lenta, multifocal, con

angeitis necrotica y presencia de algunas células macrofagicas y células gigantes multinucleadas

(Lorenzo-Morales et al., 2013).

Cuando es producida por Acanthamoeba spp, afecta principalmente a pacientes con
deficiencias inmunoldgicas, tales como pacientes con VIH-SIDA, personas desnutridas, con

tratamientos inmunosupresores, enfermedades cronicas debilitantes, nifios pequefios y ancianos,
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mientras que, si el agente causal es B. mandrillaris, pueden verse afectados tanto
inmunocompetentes como inmunocomprometidos. Los casos de EGA pueden ocurrir en cualquier

momento del afio y no tienen relacion con la exposicion a agua dulce (Visvesvara, 2013).

La encefalitis por AVL es relativamente rara, con un estimado de mas de 200 casos en todo
el mundo ocasionados por Acanthamoeba e igual estimacion para los producidos por B.
mandrillaris, probablemente debido a los mismos problemas en el reconocimiento de la etiologia
amebiana de los casos (Oddo, 2006; Trabelsi et al., 2012; Lorenzo-Morales et al., 2013; Orrego-
Puelles et al., 2015). Para Balamuthia, el mayor nimero de pacientes infectados se han informado
América, sobre todo en América del Norte y Latinoamérica, destacandose los reportes desde Peru;
también existen algunos documentados en Asia, Australia y Europa: Reino Unido, Portugal la
Republica Checa y Thailandia (Seas y Bravo, 2006; Lorenzo-Morales et al., 2013; Krasaelap et
al., 2013), mientras que en el continente africano, solo ha sido informado un caso posiblemente

adquirido en Gambia (van der Beek et al., 2015).

Acanthamoeba spp también causa infecciones del SNC en animales como gorilas, monos,
perros, ovejas, ganado, caballos y canguros, asi como aves, reptiles, anfibios, peces e incluso
invertebrados (Visvesvara, 2013; Valladares et al., 2014, 2015). B. mandrillaris también se ha
diagnosticado igualmente en animales, incluyendo un caballo, una oveja, perros y mas frecuente

en primates (Trabelsi et al., 2012; Lorenzo-Morales et al., 2013).

Balamuthia y Acanthamoeba spp. penetran en el cuerpo a través de brechas o rupturas en
las barreras mucocutaneas (Figura 17 B y C). La via de entrada puede ser a través de piel, oido,
tracto respiratorio superior, o incluso a través de catéteres de dialisis peritoneal, mediante el

contacto con agua contaminada o polvo suspendido en el aire, no reportandose aun por contacto
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Introduccién

con agua de piscinas recreativas (Visvesvara ef al., 2007). El trasplante de érganos se perfila como

un nuevo modo de entrada, al trasplantarse 6rganos infectados al donante (Baig, 2015).

La infeccion por Acanthamoeba llega a ser evidente solamente después de varias semanas
o incluso meses, por lo que generalmente se hace dificil identificar el foco primario. El periodo de
incubacion de la EGA por B. mandrillaris igualmente se desconoce, excepto en casos de infeccion
post-transplante y el curso de la infeccién puede durar hasta varias semanas a 2 afios. Muchos
casos desarrollan lesiones cutaneas o ulceras antes de la infeccion del SNC Estas lesiones de piel

pueden ocurrir en la cara, tronco y/o extremidades (Visvesvara, 2013; Baig, 2015).

La EGA (Figura 18) puede semejar una meningitis bacteriana, una meningitis tuberculosa
o una viral. Inicialmente, los sintomas pueden incluir dolor de cabeza, rigidez de la nuca, fotofobia,
nauseas y vomitos, febricula y letargo. Posteriormente, pueden presentarse alteraciones visuales,

paralisis del nervio facial, ataxia, convulsiones y hemiparesia, lo cual conlleva al coma y la muerte

(Visvesvara et al., 2007; Trabelsi et al., 2012; Baig, 2015).

Figura 18. Encefalitis amebiana. A. Por Acanthamoeba (lesiones en corte de cerebro). B. Por B.mandrillaris
(lesiones observadas por RM en lobulo temporal y cerebelo)

Adaptado de: Marciano —Cabral y Cabral, 2003 y Orello-Puelles et al., 2015
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Introduccion

Para el diagnostico de una EGA vy la identificacion del agente causal, al igual que para N.

fowleri, las manifestaciones clinicas no son especificas, por lo cual, se requiere de otros métodos:

. Datos clinicos-epidemiolégicos: la sintomatologia suele ser confusa,
semejante a meningitis viral o bacteriana; el inmunocompromiso del paciente puede
orientar el diagnostico en algunos casos, no asi en las personas inmunocompetentes.

. Diagnéstico por Imagen: en la Resonancia Magnética (RM) y la
Tomografia Computarizada (TC) pueden observarse lesiones por ocupacion de espacio,
hipodensas, semejantes a hematomas, tumores o abscesos (Lorenzo-Morales et al., 2013).

. Diagnostico de laboratorio parasitolégico: el estudio citoquimico del
LCR no muestra mayores variaciones, solo une leve pleocitosis a expensas de los linfocitos,
con valores de proteinas ligeramente elevados y glucosa normal. Ni el examen
microscopico directo del sedimento del LCR ni las tinciones del mismo demuestran
presencia de las amebas.

Para B. mandrillaris, se requieren cultivos celulares o bien, medios especiales como
el sugerido por Lares-Jiménez y colaboradores en 2015, en laboratorios especializados tipo
BSL-3.

. Diagnostico anatomopatologico: los quistes/trofozoitos de Acanthamoeba 'y
de B. mandrillaris pueden detectarse en el tejido cerebral mediante microscopia de luz y
electronica; se pueden utilizar tinciones histoldgicas, como la H& E, acido peryoddico de
Schiff, metenamina de plata (Gomori-Grocott) y calcofliior blanco, para la identificacion
de los quistes en biopsia de tejido (Castrillon y Orozco, 2013; Lorenzo—Morales et al.,

2013).
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Introduccion

Es posible identificar a B. mandrillaris en biopsias con el uso de microscopia
electronica de transmision (MET). A diferencia de las células del hospedador, los trofozoitos
contienen un nucléolo denso caracteristico y el citoplasma contiene numerosas vesiculas. La
MET puede distinguir B. mandrillaris de Acanthamoeba, puesto que B. mandrillaris posee un
quiste de triple pared, un rasgo distintivo en comparacion con la doble pared quistica de
Acanthamoeba (da Rocha-Azevedo et al., 2009).

. Diagnostico inmunoldgico: Actualmente, los métodos mas precisos

disponibles incluyen deteccion de amebas en el tejido, ya sea por inmunofluorescencia o

por inmunoperoxidasa empleando suero de conejo con anticuerpos policlonales anti-

Acanthamoeba 'y anti-Balamuthia dispuestos por el CDC-Atlanta, en tejido fijado

(Castrillon y Orozco, 2013; Lorenzo-Morales et al., 2013).

La deteccion de elevacion en los niveles de anticuerpos anti-Acanthamoeba es una
herramienta util para identificar casos de infeccion por esta ameba: mediante un ensayo de
inmunofluorescencia indirecta (IFI), las personas infectadas muestran altos titulos de anticuerpos
(entre 1: 256 y 1: 1024), mientras que en el suero de individuos sanos que han estado expuestos a
Acanthamoeba en el medio ambiente, se detectan titulos de anticuerpos bajos, generalmente no
mayores de 1:80 (da Rocha-Azevedo et al., 2009).

Al igual que Acanthamoeba, durante la infeccion por B. mandrillaris 1a concentracion de
anticuerpos especificos en el suero es elevada, por lo que, al usar ensayos como IFI y ELISA
empleando los anticuerpos poli o monoclonales del CDC de Atlanta, es posible discriminar entre
el contacto con el parasito y una infeccion, en los seres humanos (Schuster et al., 2006-b, 2009;

da Rocha et al., 2009). La citometria de flujo también ha sido empleada con éxito para detectar y
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Introduccion

cuantificar anticuerpos especificos contra B. mandrillaris en individuos sanos y enfermos
(Kiderlen et al., 2009).

. Diagnostico molecular. La deteccion de Acanthamoeba con fines
diagnosticos puede lograrse rapidamente mediante métodos moleculares hasta el nivel de
género es suficiente. Esto puede realizarse mediante una PCR para la secuencia completa
del ADN del gen 18S ARN ribosomal (18S ADNr) usando un par de cebadores especificos
para el género Acanthamoeba, JDP1 y JDP2, obteniéndose un amplicon de 500 pb 1lamado
ASA.S1 (Schroeder et al.,2001). Ademas, esta PCR presenta la ventaja de identificar todos
los subgrupos o genotipos del género. Para la deteccion de B. mandrillaris, se han
desarrollado PCR basadas en la amplificacion del gene del ARNr 16S mitocondrial
(Booton et al., 2003; Yagi et al., 2005) y el gene P de ribonucleasa ARNasa (Kiderlen et

al., 2008, Lorenzo-Morales et al., 2013).

Igualmente, la PCR en tiempo real desarrollada por Qvarnstrom y colaboradores, tal como
fue mencionado para el diagndstico de MAP, es un triple ensayo que permite distinguir entre las
AVL patodgenas, N. fowleri, Acanthamoeba spp y B. mandrillaris, destacando que, para el caso
de Acanthamoeba, detecta todos los genotipos (Qvarnstrom et al., 2006).

La Encefalitis Amebiana producida por Sappinia pedata sélo ha sido descrita en un
paciente inmunocompetente de 38 afios de edad, de Texas- EUA, cuya biopsia reveld una
inflamacion necrosante y hemorragica con trofozoitos de doble nucleo alrededor de los vasos
sanguineos, cuyo caracteres morfologicos estructurales y ultraestructurales fueron atribuidos a S.
diploidea (Gelman et al., 2001). En este caso, entre los sintomas de la infeccion cerebral causada
por Sappinia incluyeron pérdida del conocimiento, convulsiones, nauseas, vomitos, dolor de

cabeza bifrontal, fotofobia y vision borrosa durante 3 dias. Se detectd una lesion unica de 2 cm,
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en el l6bulo temporal izquierdo posterior. El paciente sobrevivio, al ser tratado exitosamente
durante mas de 31 semanas con azitromicina, pentamidina intravenosa, itraconazol y flucitosina y
con extirpacion quirurgica de la lesion necrdtica. La ameba posteriormente fue identificada como
S. pedata, mediante el uso de una PCR en tiempo real para secuencias del gene del ARNr 18S
(Gelman et al., 2001; Qvarnstrom et al., 2009). El periodo de incubacién y la ruta de la infeccion
son desconocidos, pero probablemente ocurrid por inhalacién a través de la nasofaringe y/o por
diseminacion hematdgena hacia el cerebro (da Rocha-Azevedo et al., 2009).

Su diagndstico se lleva a cabo, al igual que las demas AVL, mediante estudio de imagenes
con RM o TC, en las que se puede observar un absceso sin pared, del cual puede obtenerse material
de biopsia para realizar técnicas histologicas, histoquimicas y cultivo para la identificacion de los
trofozoitos. Sappinia puede ser diferenciada de otras AVL por la presencia de dos nucleos,
apostados estrechamente en un eje central. Sappinia puede cultivarse en los medios convencionales
como el agar no nutritivo al 2% con bacterias o cultivos celulares. Tanto S. pedata como S.
diploidea pueden ser identificadas por métodos moleculares mediante la amplificacion de la SSU
ADNIr, usando cebadores universales para SSU de eucariotas, seguido por otra PCR para el
espaciador transcrito interno, empleando los cebadores ITS1- P1F y ITS2-P4R (da Rocha-Azevedo

et al., 2009).

5.3 Queratitis amebiana, queratoconjuntivitis y tlceras cornéales: clinica,
epidemiologia y diagnéstico.

En pacientes inmunocompetentes, Acanthamoeba spp. puede producir queratitis (QA) y
ulceras corneales (UC); se han descrito varias especies como agentes causales de estos cuadros,

destacandose entre ellas las pertenecientes a los genotipos T4 (Marciano-Cabral y Cabral, 2003;

57

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segln la Ley 39/2015.

Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 914115 Codigo de verificacion: qim4G8RK

Firmado por:

CAROLINA MERCEDES WAGNER ABUCHAIBE Fecha: 25/05/2017 11:46:38
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

JACOB LORENZO MORALES
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

25/05/2017 12:40:27

ENRIQUE MARTINEZ CARRETERO
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

25/05/2017 15:53:39

BASILIO VALLADARES HERNANDEZ
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

26/05/2017 10:35:13

ERNESTO PEREDA DE PABLO
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

01/06/2017 13:54:25

771300



Introduccion

Lorenzo-Morales et al., 2015). Otros genotipos se han informado como productores de patologia
ocular, como el T3 (Omaiia-Molina et al., 2016), el TS (Spanakos et al., 2006) o el T11 (Lorenzo-
Morales et al., 2011). También se han documentado casos de queratitis debidas a coinfecciones
entre Acanthamoeba spp. con Vahlkampfia (Niyyati et al., 2010, Arnalich-Montiel et al., 2013) y
con V. vermiformis (Lorenzo-Morales et al, 2007-b), asi como a estas dos AVL, sin estar
acompanadas de otros patdgenos (Kennedy et al., 1995; Aitken et al. 1996; Hay et al., 1996;
Niyatti et al., 2010; Abedkhojasteh ef al., 2013; Hajialilo et al., 2015).

La queratitis amebiana corresponde a un proceso inflamatorio agudo que afecta la cornea
y con menos frecuencia, la conjuntiva y otras estructuras oculares, asociado al antecedente de un
traumatismo corneal, uso de lentes de contacto y la exposicion a agua o soluciones acuosas
contaminadas con las formas evolutivas de Acanthamoeba spp (Marciano-Cabral y Cabral, 2003;
Trabelsi et al., 2012; Bouchoucha ef al., 2016). Los sintomas mas frecuentes incluyen: ojos rojos,
lagrimeo constante y edema palpebral y aunque usualmente afecta a un solo ojo, se han reportado
lesiones bilaterales. Inicialmente las amebas se restringen al epitelio corneal con erosion del
mismo, pudiendo desarrollarse la presencia de un infiltrado estromal en forma de anillo (Figura
19), que se presenta en mas de dos tercios de los individuos afectados (Marciano-Cabral y Cabral,
2003). La distribucion radial perineural de la infiltracion (keratoneuritis radial) es caracteristica.
Por su presentacion clinica, puede ser confundida con las queratitis producidas por Pseudomonas

aeruginosa y por herpes (da Rocha- Azevedo et al., 2009; Lorenzo-Morales et al., 2015).

La queratitis amebiana ha sido reportada en mas de 3.000 individuos inmunocompetentes
hasta la fecha. El desarrollo y uso extensivo de lentes de contacto desde 1980, aunado a la falta de
cuidados en su mantenimiento y de agentes antimicrobianos efectivos para su tratamiento, ha

resultado en el aumento de la incidencia de casos de queratitis por Acanthamoeba (Castrillon y
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Introduccién

Orozco, 2013; dos Santos ef al., 2016). En los tltimos afios ha aumentado el numero de casos de
QA en los paises desarrollados por el nimero creciente de portadores de lentes de contacto. El
nimero estimado de QA es de 1,36 casos por millon de usuarios de lentes de contacto en los
Estados Unidos, contra 17 - 21 casos por millon en Inglaterra, mientras que en Francia reporta una
tasa de 1 caso por cada 30.000 usuarios de lentes de contacto, con una incidencia en aumento
constante (Seal, 2003; Trabelsi et al., 2012; Anane et al., 2016). Sin embargo, la QA aun se
considera como una enfermedad rara, incluida en la base de datos ORPHANET (Portal Europeo
de informacion de enfermedades raras y medicamentos huérfanos), con una prevalencia estimada

de 1-9/100,000 (ORPHA67043; Lorenzo-Morales et al., 2015).

~ o
L\

Nasreen A. Syed, MD
U of lowa, 2005

Figura 19. Queratitis por Acanthamoeba spp. Q: quistes en epitelio corneal.

Adaptado de: http://webeye.ophth.uiowa.edu/eyeforum/atlas/pages/acanthamoeba/index.htm#pathology

Al igual que para la EGA, el diagnostico de una QA se realiza mediante examen
microscopico y cultivo de raspado corneal y las lentes de contacto, para el aislamiento e
identificacion de las amebas. La microscopia confocal in vivo de la cornea puede ser un método
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Introduccion

util y no invasivo para el diagndstico, donde los quistes pueden observarse por la refraccion de su
doble pared , no asi los trofozoitos, los cuales son dificiles de distinguir de los leucocitos y de los
nucleos de los queratocitos (Lorenzo Morales et al, 2015); sin embargo su sensibilidad y
especificidad puede variar de acuerdo al entrenamiento adecuado y experiencia del personal
médico a cargo de la evaluacion delas imagenes (Villani et al., 2014).

La PCR para la secuencia completa del ADN del gen 18S ARN ribosomal (18S ADNr) con
los cebadores JDP1 y JDP2 para Acanthamoeba, ha sido mayormente empleada por su alta
sensibilidad en comparacion con el cultivo (Schroeder ef al., 2001). La PCR multiplex en tiempo
real establecido por Qvarnstrom et al., 2006, puede aplicarse como singleplex para los casos de
QA por Acanthamoeba (Lorenzo Morales ef al., 2015).

Para el diagndstico de otras amebas implicadas en infecciones oculares como Vahlkampfia
vy V. vermiformis, se puede emplear la amplificacion por PCR del gen FLA 18S ADNr (ASA S1)
con un par de cebadores universales para AVL denominados FLA-F y FLA-R y posterior
secuenciacion (Tsvetkova et al., 2004; Smirnov et al., 2011), asi como una PCR en tiempo real
para la busqueda de V. vermiformis en agua (Kuiper et al., 2016).

En caso de personas asintomaticas usuarias de lentes de contacto, es importante resaltar
que las amebas pueden colonizar las lentes pero no invadir la cornea, por lo que el hallazgo de las
amebas en dichas lentillas no es equivalente a una QA (Trabelsi et al., 2012). Recientemente, fue
encontrada B mandrillaris en el liquido de limpieza contenido en la caja de las lentes de contacto
de un paciente con una queratitis de origen desconocido en Alemania, lo cual plantea una posible
nueva forma de contacto del parasito con el humano, aun cuando no pudo demostrarse si el
hallazgo fue una contaminacion o si realmente la ameba estaba presente en la caja (Balczun

y Scheid, 2016).
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Introduccion

5.4 Lesiones cutaneas por Acanthamoeba spp. y B. mandrillaris: clinica,
epidemiologia y diagnéstico.

No se conoce aun si las lesiones cutaneas producidas por Acanthamoeba spp. representan
un foco primario de infeccién o son el resultado de una diseminacion hematdgena a partir de otras
ubicaciones tales como el tracto respiratorio, senos paranasales o SNC (Marciano-Cabral y Cabral,
2003). Se presentan tanto en individuos sanos como inmunocomprometidos, siendo estos lltimos
los mas afectados y corresponden a procesos inflamatorios que afectan a la epidermis, dermis e
hipodermis como nddulos, papulas, ptstulas o ulceraciones de la piel (Figura 20), con la formacion
de granulomas maduros bien constituidos o bien formaciones granulomatoides, con células
gigantes, con presencia de quistes y trofozoitos de Acanthamoeba (Marciano-Cabral y Cabral,
2003; Oddo, 2006). Hay cierto grado de necrosis, en especial, en las lesiones ulceradas y extensas,
particularmente en pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida. El numero de
parésitos puede ser escaso, lo que dificulta su hallazgo o en otros casos, o abundantes con

numerosos quistes asociados a granulomas (Oddo, 2006).

Figura 20. Lesiones cutaneas producidas por Acanthamoeba spp. en miembro inferior.
Tomado de: McKellar et al., 2006
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Introduccidn

Las zonas mas afectadas por las lesiones son la cara, téorax y extremidades. En la forma
diseminada de la infeccion, se ha observado compromiso del SNC, piel, pulmon, riidn, prostata y
utero, con un cuadro histologico semejante al descrito previamente. Otras localizaciones aisladas
inusuales han correspondido a hueso, senos paranasales y oido (Trabelsi et al., 2012).En nifios que
han tenido EGA por B. mandrillaris, se han descrito lesiones de piel faciales o rinitis con
infecciones de las cavidades sinusales y otitis media. (Figura 21). Las lesiones pueden ocurrir en
el centro de la cara, manos, pies y tronco, acompafiado de rinitis, antes de la implicacion del SNC
(Visvesvara, 2010). En los cuadros de dermatitis por B. mandrillaris no se observan quistes y el
nimero de trofozoitos en la piel afectada es escaso (Oddd, 2006; Lorenzo-Morales et al., 2013;

Cabello-Vilchez, 2015).

Figura 21. Lesiones centro-faciales de pacientes peruanos que desarrollaron encefalitis fatal

Tomado de: Cabello-Vilchez, 2015

El diagnostico puede ser realizado mediante el estudio histologico, cultivo y técnicas
moleculares del material de biopsia de las lesiones sospechosas, para evidenciar la presencia de

trofozoitos amebianos y quistes, segun el caso, junto con un infiltrado de células inflamatorias
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Introduccion

mixtas. La deteccion temprana de las amebas en estas lesiones, aunada a un tratamiento precoz,
previene la posible diseminacion de las amebas al SNC y otros 6rganos, mejorando el prondstico

de los individuos afectados (Oddo et al., 2006).

6. Tratamiento de las infecciones por Amebas de Vida Libre.

Las infecciones del SNC causadas por las AVL son dificiles de tratar debido a la
inespecificidad de los sintomas, la escasa disponibilidad de pruebas diagndsticas confiables y a la
inexperiencia del personal médico en relacion con estas infecciones. Por otra parte, hay que tomar
en cuenta factores inherentes a las drogas y sus vias de aplicacion, como: la permeabilidad selectiva
de la barrera hematoencefalica; la concentraciéon minima inhibitoria de la droga y la dilucién
previa de la misma al ser administrada por via sanguinea o intratecal; las condiciones médicas del
paciente y la paciente tolerancia y susceptibilidad de los organismos patégenos a los agentes

amebicidas (Khan et al., 2017).

La terapia para la MAP es complicada, debido a la naturaleza aguda y fatal de la infeccion,
en un corto periodo de tiempo que genera una tasa de supervivencia baja. En los pocos casos de
sobrevivientes, los tratamientos han sido muy agresivos, usando anfotericina B y miconazol o
fluconazol intravenosa e intratecal, junto a rifampicina oral, con o sin esteroides (Seidel et al.,
1982; Dunn et al., 2016). Por la alta toxicidad renal de la anfotericina B, se han evaluado in vitro
e in vivo otras opciones, como los compuestos de fenotiazina: clorpromazina y trifluoperazina)
(Schuster y Visvesvara, 2004-c), algunos macrolidos como la azitromicina (Goswick y Brenner,

2003) y el compuesto triazol: voriconazol, en bajas concentraciones (Schuster et al., 2006-a).
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Introduccion

Para la EGA producida por Acanthamoeba, muchos de los casos son diagnosticados post-
mortem, sin embargo, en aquellos con diagnostico ante-mortem, especialmente en casos donde se
ha producido una infeccion mucocutanea, el tratamiento con una combinacion de antimicrobianos
que incluyen pentamidina, fluconazol, flucitosina (5-fluorocitosina) y sulfadiazina ha sido éxitosa
y los pacientes han sobrevivido (Slater et al., 1994; Visvesvara, 2013; Kulsoom et al., 2014). Otro
farmaco, la miltefosina, un hexadecilfosfocolina, se ha utilizado con éxito en un caso de EGA por
Acanthamoeba (Aichelburg et al., 2008), asi como su combinacion con voriconazol (Webster et
al.,2012).

En la actualidad, no existe un régimen de fairmaco unico que se recomienda para casos de
EGA ocasionada por B. mandrillaris en todo el mundo, y por lo tanto, su prondstico es todavia
pobre con un alta tasa de mortalidad del 98% (Lorenzo-Morales et al., 2013). Las recomendaciones
sobre los antimicrobianos se basan solo en pruebas in vitro de la actividad contra cepas de
Balamuthia mandrillaris o a su uso en casos de infecciones humanas informadas. El tratamiento
en la mayoria de los casos consiste en una combinacion de antimicrobianos, incluyendo Isetionato
de pentamidina, flucitosina (5-fluorocytosina), claritromicina, fluconazol y sulfadiazina (Deetz et
al., 2003; Jung et al., 2004; Cary et al., 2010; Doyle et al., 2011). Otras opciones empleadas son
el albendazol e itraconazol mas escision quirargica (Bravo et al., 2011; Bravo y Seas, 2012), asi

como la miltefosina (Martinez et al., 2010).

La duracion exacta necesaria para tratar completamente un absceso amebiano cerebral, es
incierta, ya que no hay marcadores bioquimicos validados de respuesta al tratamiento, por lo que
puede ser desde meses hasta 5 afios, dependiendo de los posibles efectos secundarios producto de

la toxicidad de los compuestos (Lorenzo-Morales ef al., 2013).
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Introduccion

El uso de gluconato de clorhexidina y ketoconazol en crema para aplicacion topica para
casos de infeccion cutidnea por Acanthamoeba sin la implicacion del CNS ha dado buenos
resultados terapéuticos (Martinez, 1985; Martinez y Visvesvara, 1997; Marciano-Cabral y Cabral,
2003; Schuster y Visvesvara, 2004-c; Khan, 2006; Visvesvara et al., 2007). Ademas el
voriconazol, un compuesto de triazol, fue utilizado en un paciente de trasplante de pulmén con
acantamebiasis cutanea sin la implicacion del SNC (Walia et al., 2007).

Para la QA, al igual que otras afecciones por AVL, no se ha descrito hasta la fecha la
eficacia de un solo tratamiento, ya que en la misma participan diversos factores
independientemente de la cepa o genotipo causal de la patologia, tales como el grado de virulencia
de los aislados y la naturaleza fluctuante de la infeccion (Lorenzo-Morales et al., 2015,2016).

Los tratamientos actuales para la QA son los agentes topicos, combinados, que actien
contra trofozoitos y quistes a la vez, por la naturaleza resistente a la terapia de esta tltima forma
evolutiva. Los agentes topicos mas efectivos utilizados actualmente contra trofozoitos y quistes
son las biguanidas (polihexametilen biguanida) y el clorhidrato de clorhexidina (Lim et al., 2008,
Lorenzo-Morales et al., 2008; Roberts y Henriquez, 2010; Martin-Navarro et al., 2013),
combinadas o no con otros compuestos como diamidinas aromaticas como el isetionato de
propamidina 0.1% (Brolene® Sanofi, Reino Unido), dibromopropamidina 0.15%, hexamidine
0.1% (Desomedine® Chauvin, Francia) y neomicina, con gran efectividad sobretodo en
infecciones tempranas (Lorenzo-Morales ef al., 2015,2016; Carrijo-Carvalho et al., 2017).

Como alternativa ante el fracaso de los tratamientos topicos, se emplea una combinacion
de debridamiento y queratoplastia penetrante con buenos resultados para algunos casos
(Visvesvara, 2013). Actualmente, se estan evaluando otras opciones terapéuticas como el

voriconazol (Schuster et al., 2006-a; Martin-Navarro et al., 2015), las alquilfosfocolinas como la
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miltefosina con buenos resultados, (Walochnik ef al., 2002, Polat et al., 2012, 2014), asi como las

estatinas (Martin-Navarro et al., 2013, 2015).

7. Las Amebas de Vida Libre en Venezuela.

La Republica Bolivariana de Venezuela es unpais situado en la
parte septentrional de América del Sur, en las coordenadas 10° 30" 0" N, 66° 56’ 0” W. Posee
una extension territorial de 916 445 km?. El territorio continental limita al norte con el mar
Caribe y el océano Atlantico, al oeste con Colombia, al sur con Brasil y por el este con Guyana
(Figura 22). La ubicacion de Venezuela al norte de Suramérica le permite disponer de un clima
tropical benigno con precipitaciones puntuales y pisos térmicos variables entre tropical y gélido,
con temperaturas en un espectro entre 0°C y 40°C (Organizacion de las Naciones Unidas & CAF,

2006; Instituto Nacional de Estadistica, 2011-a).

El pais esta conformado por 23 Estados, un Distrito Capital, donde se asienta la capital del
pais: Caracas; 235 islas y 71 islotes y cayos en el Mar Caribe que conforman las Dependencias
Federales. Posee una economia basada primordialmente en la extraccion y refinacion del
petroleo y otros minerales, asi como actividades agropecuarias e industriales. Se le reconoce
también por ser uno de los 17 paises mega diversos, con una geografia irregular que combina
regiones aridas, selva, extensas sabanas en los Llanos'y ambientes andinos. Su poblacion se
estima en 31. 028. 637 de habitantes para el 2016 y es ampliamente diversa, porque integra etnias
europeas y mestizas, y en menor grado, amerindias, africanas y asiaticas (Instituto Nacional de

Estadistica, 2011-a)
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Por estar ubicado en la region tropical, la poblacion de Venezuela adolece de diversas

enfermedades infecciosas tipicas de esta zona del mundo, entre las que destacan principalmente,

la malaria, la leishmaniosis, enfermedad de Chagas, las parasitosis intestinales y las infecciones

virales como dengue, chikungunya y zika.
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Figura 22. Mapa politico territorial de la Republica Bolivariana de Venezuela.

Tomado de : Instituto Nacional de Estadistica, 2011-a.

En relacion con las AVL en Venezuela, al igual que en el resto del mundo, hay pocos datos

sobre la verdadera prevalencia de las infecciones producidas por las AVL patogenas y de la

presencia de AVL en el ambiente. No obstante, hay registro de varias publicaciones y otros trabajos

no informados al respecto.
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Introduccion

El primer caso reportado de una MAP en Venezuela data de 1972 (Brass K, 1972; Willaert,
1974) y desde entonces se han informado en la literatura 5 casos mas (Sanchez et al., 1991;
Rodriguez et al. 1998; Petit et al., 2006; Cermeio et al., 2006; Avila et al., 2006). La baja
incidencia mundial de esta afeccion, aunada a la inexperiencia de los clinicos para sospechar la
etiologia parasitaria del cuadro y de la rdpida y mortal evolucion de la infeccion, impide que se

tenga un valor real de la prevalencia de esta parasitosis.

Cabe resaltar que en los reportes clinicos enumerados con anterioridad, no se logro el
aislamiento de las amebas, solo se menciona la observacion de los trofozoitos por histopatologia
y solo algunos reportaron morfologia sospechosa en muestras de liquido cefalorraquideo o estudios
post mortem con inmunofluorescencia. Los inicos datos previos con aislamiento y/o confirmacion
del agente patdgeno en Venezuela provienen del Laboratorio de Amibiasis, adscrito a la Catedra
de Parasitologia de la Escuela de Bioanalisis/Facultad de Medicina de la Universidad Central de
Venezuela. Desde el afio 1984, este Laboratorio comenz6 a llevar la linea de investigacion sobre
amebas de vida libre hasta la actualidad, donde se han diagnosticado post-mortem, tres casos de
MAP, en los que se logro aislar e identificar a Naegleria fowleri como responsable de los cuadros,
por morfologia, prueba de flagelacion y amplificacion de ADN por PCR (Pérez de Galindo et al.,
2012; Wagner et al., 2014). A pesar que se desconoce el/los factor/es predisponente/s, se ha
descrito que algunos de estos pacientes nadaron en piscinas, charcas o que a menudo frecuentaban

zonas aridas/con tierras/polvo de Venezuela (Pérez de Galindo et al., 2012).

Al igual que ocurre con la MAP, los registros de casos de EGA producidas por
Acanthamoeba en Venezuela son escasos, considerando solo los informados por Willaert et al.,
1976, Garcia-Tamayo et al., 1980, Garcia et al., 1997, en los cuales los parasitos fueron detectados

post-mortem sin aislamiento de la ameba y el reporte de Wagner et al., 2011, en el cual se aislo e
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Introduccion

identificod, ante-mortem, Acanthamoeba como agente productor de la EGA en un paciente

inmunocomprometido.

La infeccion por Balamuthia mandrillaris ha sido descrita en forma creciente en el mundo
y en Latinoamérica (Lorenzo-Morales et al., 2013). En Venezuela, los casos hasta ahora reportados
han sido diagnosticados mediante caracteristicas clinicos y técnicas histologicas (Gonzalez-
Alfonzo et al., 1991, Martinez et al. 1994; Rodriguez et al., 1998). En el Laboratorio de Amibiasis-
UCV, se han procesado algunas muestras provenientes de piel de casos sospechosos, pero hasta el

momento, no fue posible aislar al parasito ni evaluar las muestras por técnicas de PCR.

En Venezuela, no se conoce bien la frecuencia de las infecciones oftalmoldgicas
ocasionadas por Acanthamoeba spp. Entre 1991 y 1992, se estudiaron 50 pacientes provenientes
del Servicio de Oftalmologia del Hospital Universitario de Caracas, encontrandose un 6% de
prevalencia de Acanthamoeba spp en pacientes con ulceras corneales y un 2% en usuarios de lentes
de contacto con sintomas oftalmologicos (Bermudez et al., 1993; Diaz y Bermidez, 1993;

Bermudez et al., 1998; Pereira et al., 2003).

En el Laboratorio de Amibiasis, de 273 pacientes con afecciones oculares evaluados desde
1992 hasta 2005, se aislo Acanthamoeba spp en 25 de estos: 13 (30,23%) con ulceras corneales, 1
(2,33%) con queratitis, 4 (9,3%) con conjuntivitis. Ademas, se hizo el hallazgo en 7 (16,28%)
lentes de contacto y/o liquidos de limpieza de los mismos, que fueron examinados para la
investigacion de estas amebas (Pérez de Galindo et al., 2012). La identificacion de Acanthamoeba
en todos los casos fue realizada mediante morfologia y pruebas bioldgicas (termotolerancia, curvas
de crecimiento), con lo cual, la identificacion hasta género, permitié la instauracion de tratamiento
para aquellos individuos que presentaron sintomatologia ocular y ademas, mantener los aislados
in vitro hasta la actualidad.
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Introduccion

Recientemente, de estos aislados, se evaluaron 24 cepas de Acanthamoeba, por morfologia
y técnicas moleculares (polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion: RFLP-PCR),
para conocer las especies que se encuentran en Venezuela. La identificacion de las especies
mediante RFLP se logré en un 33% del total de los aislados seleccionados, siendo A. castellani'y
A. polyphaga las especies encontradas. Para el resto de los aislados no fue posible la identificacion
de la especie mediante la RFLP-PCR, por diversas razones. Por ello, se propuso a futuro la
evaluacién de los aislados para la determinacion de los genotipos y su relaciéon con la

patogenicidad de los mismos (Galindo et al., 2016).

Tal como ocurre con las infecciones en humanos, la prevalencia de las AVL en el ambiente
es practicamente desconocida en Venezuela. Los pocos estudios que sefialan la presencia de AVL
patdgenas en el ambiente se han realizado en aguas termales de uso publico en el estado Trujillo
(Moreno et al., 1991) y de otras localidades de la region central del pais (Laboratorio de Amibiasis,
datos no publicados), ademés de los informados por Cermefio ef al., 2006 y Avila et al., 2006,
donde evaluaron muestras de fuentes de agua relacionadas con dos pacientes que fallecieron por
MAP en los estados Anzoategui y Aragua. En los demas reportes de casos de MAP y EGA ya
citados anteriormente, no se llego a la investigacion del origen ambiental de la infeccion y solo se

mencionan, en algunos de ellos, la procedencia geografica de los pacientes.

7.1 Estado actual del tema. Hipétesis.

Hasta ahora, los estudios que se han llevado a cabo en Venezuela, asi como los casos
informados de infecciones por AVL, estan limitados a estudios de tipo descripcion morfologica,

clinico y anatomopatoldgico, sin busqueda activa de casos.
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Introduccion

Por lo tanto, y debido a la alta tasa de fatalidad de los casos por AVL en Venezuela, se
requieren estudios encaminados a la busqueda, aislamiento, caracterizacion molecular

(genotipado) y quimioterapia de AVL en este pais.

Por lo tanto, en este proyecto de Tesis Doctoral, se ha planteado inicialmente la bisqueda
de AVL en muestras ambientales de Venezuela. Ademas de la caracterizacion molecular de

aislados clinicos, mantenidos en la Universidad Central de Venezuela.

Actualmente, no existe una politica sanitaria referida a la busqueda de AVL con grado de
normativa legal, debido a que los clinicos no estan familiarizados con estas entidades clinicas y
su frecuencia es aun muy baja, aunque como ya se ha mencionado, hay que destacar la alta tasa
de mortalidad existente. Muchos casos pasan desapercibidos por su confusion con enfermedades
tumorales endocraneales o encefalitis no identificadas, debido a la falta de pruebas diagnosticas

efectivas para AVL.

Se hace necesario, por lo tanto, la implementacion de pruebas diagnosticas no invasivas en
un futuro inmediato. El desarrollo de la biologia molecular es una herramienta que ha avanzado
enormemente en los ltimos afios en el desarrollo de diagndsticos clinicos para entidades de dificil

identificacion como es el caso de las AVL.

En esta linea, se ha avanzado en identificar Acanthamoeba y Balamuthia mandrillaris tanto
de muestras humanas como en el medio ambiente (Niyyati et al., 2009; Lorenzo-Morales et al.,
2013, 2015). Finalmente, cabe destacar que este estudio aportara datos significantemente
importantes en la identificacion y caracteristicas patogénicas de las amebas de vida libre en

Venezuela.
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Introduccion

Partiendo de estas conclusiones, se podria sospechar como hipdtesis que las poblaciones
que habitan zonas del sur y del oriente de Venezuela, podrian estar colonizadas por AVL, entre
ellas Acanthamoeba. Esta hipotesis y las condiciones geograficas de estas regiones serian ideales
para un estudio sobre la colonizacion de AVL en individuos, ya que hasta la fecha nunca se ha
realizado una bisqueda activa de las mismas en Venezuela, asi como de los nichos ecoldgicos de

las mismas (aguas, tierras).
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OBJETIVOS

“Investigar es ver Lo gue todo el mundo ha
visto, y pensar Lo gue nadie mAs ha pensado”.

Albert Szent-Gyorgyi
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OBJETIVOS

1.- Identificar y caracterizar a nivel molecular cepas de amebas de vida libre procedentes

de muestras clinicas de Venezuela.

2.- Caracterizar el potencial patogénico de amebas de vida libre en muestras clinicas de

Venezuela.

3.- Aislar y establecer los genotipos de Acanthamoeba y otras AVL en muestras

ambientales (suelo) de Venezuela.

4.- Aislar y caracterizar a nivel molecular, un aislado de Naegleria fowleri, obtenido de una

fuente doméstica y su asociacion a un caso fatal de meningoencefalitis amebiana primaria.
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MATERIAL Y METODOS

“El esfuerzo v cornje no son suficientes sin propésito y direccion”.

John F. Kennedy.
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MATERIAL Y METODOS

1. Material.

1.1. Soluciones, reactivos y tampones.

- Kit de PCR AmpONE™ (GeneAll): Taq polimerasa, buffer de reaccion 10x con 25 uM
de Mg*2, deoxynucleotidos trifosfatos (ANTPs).

- Kit de purificacion y extraccion de ADN Maxwell® 16, segiun el manual N° TM284
(Promega).

- Cebadores universales para AVL, FLA-F y FLA-R (Smirnov ef al. 2011)

- Cebadores para Género Acanthamoeba (Schroeder et al., 2001)

- Cebadores para Balamuthia mandrillaris (Booton et al., 2003)

- Kit de purificacion de PCR Qiaquick (Qiagen, Hilden, Germany)

- ADN de Acanthamoeba castellani Neff, American Type Culture Collection (ATCC)
30010.

- ADN de Naegleria fowleri ATCC 30894.

- ADN de Balamuthia mandrillaris (aislado proveniente de coleccion de cultivos del
Laboratorio de Amebas de Vida Libre-IUETSPC-ULL).

- Solucion de tincion de Acidos Nucleicos REALSAFE (Durviz, Madrid, Spain).

1.2. Medios de cultivo.

ANN (Agar No Nutritivo).
- Bacto™ Agar (Difco, BD).................. 20g

- Agregar agua destilada hasta completar 1000ml
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Material y métodos

Autoclavar 121°C durante 25 minutos. Verter unos 15ml en placas de Petri en esterilidad,

hasta su solidificacion. Guardar a 4°C, protegido de la humedad.

ANN + Manitol 0.5SM y 1M
- Bacto™ Agar (Difco, BD)........c.c......... 20g
- Manitol: 91,1 g para 0.5M y 182.2g para 1M

- Agregar agua destilada hasta completar 1000ml

Autoclavar 121°C durante 25 minutos. Verter unos 15ml en placas de Petri en esterilidad,

hasta su solidificacion. Guardar a 4°C, protegido de la humedad.

PAS (Page’s Amoeba Saline Solution, ATCC 1323).
Solucion 1:
KH2POs ...eoneee 0.136g
Agua destilada ....... 500ml

Solucién 2:
MgSOs4 . TH2O0 ....... 4.0mg
CaCl>. 2H20......... 4.0mg
NaCl.....cooevennnne. 0.120g

Autoclavar por separado a 121°C por 25 minutos y dejar enfriar bien antes de mezclar

ambas soluciones. Mantener refrigerado a 4°C para su conservacion.

Tampoén TAE 50X:
Tris Base (PM: 121.1gr/mol)...242 gr
Acido acético glacial............... 57,1 ml
EDTAOSM..ccoiviiiiiiinane, 100 ml

Completar con H>O hasta 1 L.
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Material y métodos

1.3. Equipamiento.

- Balanza analitica Ax224 (Sartorius)

- Destilador de agua MilliQ filtro 0.22pm (Q-Gard)

- Refrigerador 4°C y -20°C (Liebherr)

- Campana de flujo laminar AV-100 (Telstar)

- Microscopio invertido Leica DMIL (Leica).

- Microscopio optico Leica DM 1000 (Leica)

- Pipetas automaticas Eppendorf Research plus: P100-1000, P10-200, P2-20, P0.5-10.
- Centrifuga UV3 H1-15PK refrigerada (Sigma).

- Sistema automatizado Maxwell®16 Instrument, para extraccion de ADN (Promega).
- Espectrofotometro DS-11 DeNovix® (Delaware BioScience).

- Espectrofotometro NanoDrop® 1000 (Fisher Scientific, Madrid, Espafia).

- Termociclador Artik ThermalCycler® TCA0096 (Thermo Scientific).

- Fuente de alimentacion de electroforesis Power Pak Basic (Biorad).

- Cubeta de electroforesis sumergida horizontal BioRad®.

- Transiluminador para captura de imagenes: Chemi-Doc (Biorad).

- Secuenciador automatico MegaBACE 1000 (Healthcare Biosciences, Spain).

1.4. Otros materiales

- Puntas con y sin filtro para pipetas automaticas Eppendorf® Research plus P100-1000,
P10-200, P2-20, P0.5-10.

- Papel Parafilm® (Bemis)

81

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segln la Ley 39/2015.

Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 914115 Codigo de verificacion: qim4G8RK

Firmado por: CAROLINA MERCEDES WAGNER ABUCHAIBE Fecha: 25/05/2017 11:46:38
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
JACOB LORENZO MORALES 25/05/2017 12:40:27
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
ENRIQUE MARTINEZ CARRETERO 25/05/2017 15:53:39
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
BASILIO VALLADARES HERNANDEZ 26/05/2017 10:35:13

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

ERNESTO PEREDA DE PABLO 01/06/2017 13:54:25
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

101/300



Material y métodos

- Laminas portaobjetos 76x26x1 mm (Marienfeld)

- Laminas cubreobjetos 22x22 mm (Marienfeld).

- Tubos de polipropileno Eppendorf® 1.5 ml (Sigma Aldrich)
- Tubos de PCR con tapa 0.2 ml (VWR).

- Pipetas Pasteur de vidrio 7,1x 0,53 x 1,50 mm punta (VWR).
- Espétulas de laboratorio.

- Filtros de Nitrocelulosa, diametro de poro 0.45 pm (Pall, Madrid-Espaiia).

1.5. Software.

- Image Lab, para el transiluminador Chemi-Doc (Biorad)
- ChromasPro, para la visualizacion de las secuencias.
- BLAST 2.2.31, para analisis de homologia de las secuencias.

- MEGA 5.0, para el alineamiento y analisis filogenético de las secuencias.

2. Aislamiento y cultivo de AVL a partir de muestras ambientales.

2.1. Eleccion de las zonas de muestreo.

Sobre la base del conocimiento del potencial patogeno de algunas de las AVL para el
humano, asi como su funcion de transporte para otros microorganismos patdogenos, su presencia

en el ambiente donde el humano desempefia diversas actividades supone riesgos para el desarrollo

de infecciones por estos protozoos y/o sus simbiontes.
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Por ser una zona altamente turistica, ademas de ser tierra de asentamientos de poblacion
indigena con actividades y costumbres particulares que incluyen contacto permanente con suelos
y fuentes naturales de agua, se escogi6é el Municipio Cedefio del estado Bolivar, en el cual la
Universidad Central de Venezuela, viene trabajando hace algunos afios, como aliado de un
proyecto de accion social (Proyecto Maniapure), para el mejoramiento de la calidad de vida de los

pobladores de las comunidades indigenas y criollas de la region de Maniapure.

El estado Bolivar es una de las 24 entidades federales de Venezuela, ubicado en la Region
Guayana, al sureste de Venezuela. Su capital es Ciudad Bolivar. Tiene una extension geogréafica
de 238800 km? (25,96% del Territorio Nacional), convirtiéndolo en el mayor estado del pais. Sus
coordenadas son: 08° 25’ Latitud N., 03° 48’ Latitud N., 60° 50’ Longitud O., y 67° 28’ Longitud
O. Su territorio estd ocupado casi en su totalidad por el macizo guayanés. Posee una poblacion
estimada para el afio 2015, de 1.824.190 habitantes, segun el Instituto Nacional de Estadistica
(Instituto Nacional de Estadistica, 2012), lo que lo convierte en el 7™ estado mas
poblado de Venezuela. Tiene una vegetacion selvatica y tiene clima de sabana y en su mayoria,
esta delimitado por el rio Orinoco. Limita con varios estados de Venezuela y con las Republicas
de Guyana y Brasil (Instituto Nacional de Estadistica-Republica Bolivariana de Venezuela, 2011-

b).

El estado Bolivar esta especialmente dotado de variados ecosistemas de un altisimo
potencial turistico, con majestuosos parques nacionales (parque Nacional Canaima), monumentos
naturales, selva, grandes extensiones de sabana (La Gran Sabana), sitios histdricos, comunidades
indigenas, playas, rios, saltos de agua como el Salto del Angel (la caida de agua mas alta del

mundo), enormes reservas de recursos minerales (aluminio, diamante, hierro, manganeso, bauxita,
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oro y torio) y forestales, ademas del complejo hidroeléctrico del Rio Caroni (Guri), asi como gran
variedad de fauna y flora (Instituto Nacional de Estadistica, Reptblica Bolivariana de Venezuela,
2011-b).

Este estado es hogar de varios grupos étnicos originarios del pais. Entre los grupos
principales se encuentran los pemones, los yekuana, los sanema, los panares o E'fiepa, los hotis y
los piaroas. Todos estos grupos hablan sus propios idiomas, aunque la mayoria también habla el
castellano.

Dentro del estado Bolivar, el Municipio Cedefio ocupa 46.020 km? y hasta 2011, se
censaron 67.000 habitantes (Figura 23). Es asiento de las minas de bauxita en el sector Los
Pijiguaos y de las minas de diamante y oro en la zona del Guaniamo; ademas de ser una importante
zona agricola, pecuaria y pesquera, posee tierras de extensas sabanas, colinas, cerros y rocas de
crestas redondeadas que pueden alcanzar hasta los 300 metros sobre el nivel del mar. El municipio
tiene una temperatura anual de 23 °C y es el hogar de importantes comunidades de etnias
originarias. Los principales grupos autoctonos son los panares, los joti y los piaroas (Instituto

Nacional de Estadistica, Republica Bolivariana de Venezuela, 2011-b)

/

Figura 23. Ubicacion del municipio Cedefio, en el estado Bolivar-Venezuela

Tomado de: https://es.wikipedia.org/wiki/Municipio_Cedefio_(Bolivar)
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En este municipio, se encuentra la region de Maniapure, la cual es la zona de influencia de
la atencion médico-social del Centro "La Milagrosa" y es la region escogida para el estudio de la
presencia de AVL en las muestras de suelo. Esta region cubre una superficie cercana a los 1.500
km?. Los pobladores de la region se encuentran distribuidos en 40 caserios o comunidades
dispersas, de las cuales 33 son criollas y 7 indigenas de la étnia Panare o E'fiepa (Figura 24 -A).
Las comunidades se denominan: Chaviripa, Macanilla, Guamal, Corozal y Colorado. Los E fiepas
(Figura 24-B) se dedican a la produccion de alimentos (agricultura de conucos) y a la recoleccion
de productos silvestres, pero las actividades que les generan mas ingresos econémicos mediante la
venta de los productos, que son la caza y la pesca. Estos indigenas son agricultores de tala y quema,
pescan, cazan y recolectan frutos silvestres, y mantienen relaciones comerciales muy estrechas con
los criollos, desde comienzos de siglo (Henley, 1982; Huber y Zent, 1995; Gonzalez-Fernandez,

2012).

Figura 24. A. Region de Maniapure, en el municipio Cedefio, Estado Bolivar.
B. Indigenas de la etnia Panare o E'fiepa

Adaptado de: https://es.wikipedia.org/wiki/Etnia_E'fiepa_o_Panare; https://www.ecured.cu/Efiepas
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Por estar esta etnia expuesta constantemente a suelos donde pueden coexistir diversos
géneros de AVL potencialmente patdogenos, debido a las actividades y ocupaciones que realizan
en su rutina diaria, al igual que cualquier visitante/turista de la zona, la identificacion de estas AVL
permitira conocer mejor las condiciones epidemioldgicas de las infecciones ocasionadas por las
AVL patogenas, ademds de aportar informacion sobre otros géneros presentes en esta zona de
Venezuela. Cabe destacar que es la primera vez que se realiza un estudio transversal sobre la
presencia de AVL en muestras de suelo en Venezuela, sin estar asociado este estudio a ningiin

caso clinico informado previamente.

2.2. Toma de muestras

Las muestras de tierra fueron obtenidas en todas las comunidades incluidas en el estudio,
a través de un escarificado poco profundo de la superficie de la tierra, siendo recolectadas dos
muestras en las mismas coordenadas en viales estériles (Eppendorf® 2 mL) separados, para su
posterior procesamiento. La temporada en la cual se recolecto la totalidad de las muestras (n=27)
fue durante el verano o sequia, por lo que la mayoria de los cafios estaban secos o medianamente
htmedos. Los suelos escogidos para el muestreo en las comunidades (Ambulatorio La Milagrosa,
Corosal, Guamal, Chaviripa y Macanilla) fueron de tipo arcilloso. Igualmente, las zonas
seleccionadas para la recoleccion de las muestras, son areas destinadas a la reunién comunitaria o
de paso comun. Las tierras fueron transportadas al Laboratorio de Amebas de Vida Libre en el
Instituto Universitario de Enfermedades Tropicales y Salud Publica de las Islas Canarias de la

Universidad de La Laguna (IUETSPC, Tenerife, Islas Canarias-Espafia) para su evaluacion.
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2.3. Siembra de muestras en placas de ANN

Una cantidad aproximada de 5 gr. de cada muestra de suelo fueron sembrados en placas de
ANN al 2%, sin adicion de Escherichia coli inactivada por calor, formando una estria longitudinal
en el centro de la placa, con ayuda de una espatula, en ambiente de esterilidad. Las placas se

sellaron con papel PARAFILM®M (Sigma-Aldrich) y se incubaron entre 25°C y 30°C.

2.4. Aislamiento de AVL

Las placas de ANN fueron observadas diariamente con un microscopio optico invertido
Leica DMIL, para evidenciar la presencia de trofozoitos o quistes de AVL. Para lograr el
aislamiento de las AVL mediante clonaje, se recortd la zona de agar donde se encontraban las
amebas y se sembrd en una nueva placa de ANN, con el fin de separar las amebas de otros
organismos (hongos, bacterias) presentes en las muestras. Este proceso se repitio hasta lograr el
aislamiento puro de las amebas, obteniéndose una placa con un solo tipo de AVL, sin bacterias ni
hongos, lo cual permite posteriormente, su axenizacién o su mantenimiento en cultivo

monoxénico, para otros fines.

2.5. Extraccién de ADN genémico

Para la identificacion molecular de los aislados obtenidos, se uso el estuche o kit de
purificacion y extraccion de ADN Maxwell® 16 segun el manual N° TM284 (Promega). La
superficie de los cultivos en ANN de los aislados de interés, se lavo y raspd con solucion PAS
estéril mantenida a 4°C (4 mL aproximadamente), para facilitar que los trofozoitos se despegaran

del agar; se recogi6 todo el liquido y se coloco en tubos eppendorf® de 1,5 mL, se centrifugaron
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los tubos a baja revolucion (200g ) por 10 minutos, luego se elimind la mayoria del sobrenadante
hasta dejar 0.5 mL y se resuspendio el sedimento, el cual se transfirid directamente a los cartuchos
del kit, uno para cada muestra, y se programo el dispositivo de extraccion.

Este procedimiento de extraccion de ADN también se realizd en algunos casos, a partir de
partes de agar donde se encontraba una gran concentracion de amebas, ya que el equipo puede
programarse para muestras solidas y semi-solidas como tejidos y agar y colocarse directamente
en los cartuchos. El ADN qued6 recogido en las columnas de elucion y posteriormente se
cuantificod usando el espectrofotometro DS-11 DeNovix®. Las muestras se almacenaron a -20°C,

hasta su utilizacion.

2.6. Identificacion mediante PCR

Con el objetivo de clasificar a nivel molecular las AVL encontradas en las diferentes
muestras, se realizo la PCR. Estas reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en el
termociclador Artik ThermalCycler (Thermo Scientific): para un volumen final de 50 pl se
utilizaron 5 pmol de cada cebador, entre 40 y 100 ng de ADN de las amebas y 0,25 unidades de la
enzima Taq polimerasa. Se usaron los cebadores universales para AVL, especificos de género para
Acanthamoeba spp. y de las especies Naegleria fowleri y Balamuthia mandrillaris; con su

respectivos programas:

*- Cebadores Universales gen 18S ADNr de Amebas de Vida Libre (Tsvetkova et al.,
2004):

FLA-F: 5'- CGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGC - 3’
FLA-R: 5'- CAGGTTAAGGTCTCGTTCGTTAAC - 3’
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Programa: 2 minutos a 95°C; 40 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 50°C y 30
segundos a 72°C; y un ciclo final de 7 minutos a 72°C.

Producto obtenido: aprox. 505-513 pb

*- Cebadores para Acanthamoeba spp. (Schroeder et al., 2001)

JDPI1: 5"- GGCCCAGATCGTTTACCGTGAA - 3°
JDP2: 5- TCTCACAAGCTGCTAGGGAGTCA - 3’
Programa: 5 minutos a 95°C; 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 50°C y 30

segundos a 72°C; y un ciclo final de 7 minutos a 72°C.

Producto obtenido: aprox. 423-551 pb.

*- Cebadores para Naegleria fowleri (De Jonckheere, 1998: De Jonckheere y Brown,
2005):

NFITSFW: 5- TGAAAACCTTTTTTCCATTTACA - 3’
NFITSRV: 5'- AATAAAAGATTGACCATTTGAAA -5’

Programa: 2 minutos a 95°C; 35 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto 30 segundos a 55°C
y 2 minutos a 72°C; y un ciclo final de 7 minutos a 72°C.

Producto obtenido: aprox. 300-400 pb

*- Cebadores para Balamuthia mandrillaris (Booton et al., 2003)

BALL: 5'- CGCATGTATGAAGAAGACCA -3’
BAL2: 5'- TTACCTATATAATTGTCGATACCA -3’

Programa: 5 minutos a 95°C; 35 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 50°C y 1 minuto a
72°C; y un ciclo final de 7 minutos a 72°C.

Producto obtenido: aprox. 1100-1200 pb.
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Los fragmentos de ADN amplificados por PCR fueron separados mediante electroforesis
en geles de agarosa sumergidos en tampon TAE 1X, empleando cubetas submarinas de desarrollo
horizontal, bajo una diferencia de potencial de 5V/cm. Los porcentajes de agarosa oscilaron entre
el 0.8 y el 2%, dependiendo del tamafio de los fragmentos de ADN a separar. El patron de peso
molecular empleado fue el de 100 pb, indicando los fragmentos desde 150 hasta 1500 pb (PCR
BIO Ladder IV). Como controles se utilizaron cepas tipo del ATCC.

Las muestras se prepararon afiadiendo 1 pl de tampdn de carga para ADN por cada 2 pl de
muestra de ADN. Para la visualizacion del ADN, se afiadio al gel 0.12pl de RealSafe (Biotein) por
cada ml de gel y se observo a través de un transiluminador de luz UV a una longitud de onda de

260 nm. Las imagenes fueron procesadas mediante el Chemi-Doc con el software ImageLab.

2.7. Genotipado de los aislados

La determinacion del genotipo de los cultivos de AVL se basa en el analisis de la secuencia
del fragmento del ARNr 18S, descrito previamente (Booton ef al., 2002). Las condiciones de la
PCR para la secuenciacion de ADN de las diferentes AVL aisladas siguieron el mismo patron que
aquellos utilizados para su amplificacion. La secuenciacion fue realizada en el Servicio de
Secuenciacion del Servicio General de Apoyo a la Investigacion (SEGAI) de la Universidad de
La Laguna y las secuencias obtenidas, fueron comparadas con aquellas disponibles en el GenBank,
con la finalidad de establecer el género y especie de los nuevos aislados.

Las secuencias obtenidas se visualizaron mediante el programa ChromasPro, se analiz6 su
homologia con el programa BLAST 2.2.31 y para el alineamiento y andlisis filogenético de las

secuencias, se empled el MEGA 5.0.
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2.8. Caracterizacién del potencial patogénico de las cepas axenicas:
Osmotolerancia y Termotolerancia.

Para los ensayos de termotolerancia, se utilizaron amebas a partir de cultivos puros en ANN
de los aislados. Estos cultivos fueron mantenidos e incubados a 28°C, 37°C y 44°C durante 72
horas.

La resistencia a dichas condiciones ensayadas permitié caracterizar los aislados de
Acanthamoeba evaluados, como termotolerantes o no (Khan et al, 2001, 2002), siendo
potencialmente patogenos aquellos capaces de sobrevivir a temperaturas de 37°C y superiores.

Para examinar el efecto de la osmolaridad en el crecimiento de trofozoitos de AVL se
incubaron un aproximado de 103 células en placas de agar no nutritivo que contenian 0,1 M y 1
M de manitol. Estas placas fueron incubadas a 28°C durante 72 horas. La resistencia al 1M de

manitol, permiti6 caracterizar los aislados como osmotolerantes (Khan et al., 2001).

3. Aislamiento y cultivo de AVL a partir de muestras clinicas.

3.1. Seleccion de las muestras.

El Laboratorio de Amibiasis-U.C.V, desde 1984 hasta 2014, evalué 550 muestras clinicas,
por ser laboratorio de referencia nacional para el diagndstico y estudio de AVL en Venezuela.
Para el género Acanthamoeba, 1as muestras fueron colectadas de diferentes pacientes e incluyeron
diversas fuentes tales como hisopados de ojo, raspados corneales, heces, biopsias de diferentes
tejidos, lentes de contacto, estuches de conservacion de las lentillas, entre otros. De todas las
muestras sospechosas de ser positivas para el género Acanthamoeba, se lograron aislar 18 cepas

identificadas como Acanthamoeba spp, sobre la base de la morfologia de trofozoitos/quistes en
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placas de ANN (Page, 1988). Las cepas fueron nombradas como "A" para Acanthamoeba, ademas
de un niimero secuencial seglin su aislamiento en el periodo de tiempo mencionado antes (ej. Al,
A2...) y se mantienen en el Laboratorio, mediante pases sucesivos en medio ANN 2% mas E. coli
inactivada por calor. Estos aislados fueron traidos al Laboratorio de AVL del IUETSPC-ULL, para
su clasificacion a nivel de genotipo y estudiar su potencial patdogeno. Los aislados se sembraron y
mantuvieron en placas de ANN suplementadas con Escherichia coli inactivadas por calor, a

temperatura ambiente (25-30°C).

3.2. Procesamiento de las muestras.

Una vez obtenido el crecimiento optimo de los aislados, se procedi6 a realizar el mismo
protocolo descrito para los aislados provenientes de los suelos: obtencion de ADN genomico,
identificacion mediante PCR para el género Acanthamoeba spp. (Schroeder et al., 2001) y
posterior secuenciacion para el genotipado de cada aislado. La secuenciacion fue realizada en el
Servicio de Secuenciacion del Servicio General de Apoyo a la Investigacion (SEGAI) de la
Universidad de La Laguna y las secuencias obtenidas se visualizaron mediante el programa
ChromasPro, se analizé su homologia con el programa BLAST 2.2.31 y para el alineamiento y
analisis filogenético de las secuencias, se emple6 el MEGA 5.0.

Ademas, se evaluo el potencial patdgeno de cada uno mediante el estudio de la termo y la
osmotolerancia. Los datos obtenidos de la genotipificacion fueron incorporados a la base de datos

GenBank.
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4. Evaluacion de LCR y muestras de agua para la identificacion de N.
fowleri en un caso fatal de MAP.

4.1 Obtencion de las muestras

En relacion con Naegleria fowleri, en el Laboratorio de Amibiasis, se han atendido tres
casos post-mortem, de los cuales en dos de ellos se ha logrado el aislamiento del parasito a partir
de muestras de LCR (datos sin publicar), pero por diversas razones, no se pudo estudiar el posible
origen de la infeccion. En 2014, se present0 el tercer caso, igualmente post-mortem, el cual fue un
paciente infantil, lactante, quien fallecié por una MAP, en el estado Monagas, al Oriente de
Venezuela; la madre del lactante solicité la identificacion del agente etioldgico, la cual se realizo
solo mediante PCR para N. fowleri, y no cultivo, por haber estado el LCR bajo refrigeracion desde
su toma hasta la llegada al Laboratorio de Amibiasis. Una alicuota de este LCR fue traido al

Laboratorio de AVL del IUETSPC-ULL para confirmar la presencia de ADN de N. fowleri.

Posteriormente, la madre del paciente solicitd la evaluacion de las fuentes de agua con las
que el nifio tuvo contacto, las cuales incluyeron: 9 muestras de una gran piscina recreativa grande
(1G a9G); 4 muestras de una piscina para nifios (1P a 4P); 1 muestra del tanque de almacenamiento
de agua de la casa del nifio (1C); 3 muestras del surtidor principal de agua de la zona donde
habitaba el nifio (1PS a 3PS) y 1 muestra de una botella de agua potable utilizada por la madre del
nifio para bafiarlo (1B). Las muestras fueron recogidas por triplicado en botellas de vidrio estériles

y mantenidas a 4°C durante su transporte hasta su procesamiento en el laboratorio.
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4.2 Procesamiento de las muestras.

Todas las muestras de agua fueron filtradas a través de membranas de nitrocelulosa con
un didmetro de poro de 0.45 um, mediante un sistema colector de vacio. Cada filtro fue cortado
en tres piezas y coloca en 2 placas de ANN 2 % complementadas con Escherichia coli inactivada
por calor. Las placas se incubaron a 26, 37 y 42°C por 7 dias y monitoreadas diariamente. Aquellas
amebas que presentaron morfologia compatible con el género Naegleria, que crecieron a
temperaturas de 37 y 40°C en 7 dias y resultaron positivas para la prueba de flagelacion, se les
extrajo ADN gendmico y se verificaron mediante PCR especifico para Naegleria fowleri (De
Jonckheere, 1998; De Jonckheere y Brown, 2005), descrita anteriormente. Para la prueba de
flagelacion, se tomaron los trofozoitos de los cultivos con morfologia compatible con Naegleria
spp. y crecimiento a 37 y 42°C, y se colocaron en agua destilada a temperatura de 37°C, en
agitacion, con la finalidad de obtener en 24 horas formas flageladas (Cables y Johns, 1986).

La extraccion de ADN, tanto del LCR como de los aislados sospechosos obtenidos del
cultivo de las muestras de aguas, se realizd empleando el sistema de purificacion de ADN
Maxwell® 16 Manual #TM284 (Promega, Madrid, Espafia) y su pureza determinada mediante
espectrofotometro NanoDrop® 1000 (Fisher Scientific, Madrid, Espafia). Con la PCR empleando
los cebadores propuestos por De Jonckheere, 1998 y De Jonckheere y Brown, 2005, se amplifico
la region completa ITS (ITS1, 5.8S y ITS2) utilizando el par de cebadores NFITSFW y NFITSRV
especificos para N. fowleri, para obtener un fragmento de alrededor de 300-400 pares de bases,
dependiendo de la especie de Naegleria, segin las condiciones para esta PCR descritas con
anterioridad para los aislados de suelo y con ADN de una cepa tipo de Naegleria fowleri: ATCC

30894, como control positivo de la prueba.
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Luego de la purificacion de los productos PCR obtenidos mediante el estuche de Qiaquick
PCR (Qiagen, Hilden, Alemania) y su secuenciacion utilizando un secuenciador automatico
MEGABACE 1000 (Healthcare Biosciences, Barcelona, Espafia) en el Servicio de Secuenciacion
SEGAI de la Universidad de La Laguna; las secuencias obtenidas se visualizaron con el
ChromasPro, luego fueron alineadas y analizadas con el programa MEGA 5.0 y se realizo el
analisis de homologia de las secuencias mediante el programa BLAST 2.2.31, para comparar la

secuencia de los amplicones obtenidos del LCR y de las muestras de agua.
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Articulos publicados

RESUMEN DE ARTICULOS.

Articulo 1: High occurrence of Acanthamoeba genotype T4 in soil sources from Bolivar
State, Venezuela. Acta Parasitologica. 61(3):466-70.

Las cepas patogenas de Acanthamoeba, generalmente las del genotipo T4, son agentes
causales de queratitis y encefalitis que, a menudo, puede ser fatal en los seres humanos y otros
animales. En el presente estudio, veinte y siete (27) muestras de suelo se recolectaron en el Estado
Bolivar en Venezuela para la biisqueda activa de la presencia del género Acanthamoeba. Las
muestras fueron cultivadas en placas de ANN 2% con un suplemento de E. coli inactivada por
calor. La amplificacion por PCR y secuenciacion de la region DF3 del ADNr 18S de
Acanthamoeba se llevo a cabo para confirmar la identificacion morfologica de las amebas, luego
de su clonacion. Ademas, se aislo Acanthamoeba spp del 51,8% de las muestras de suelo. La
secuenciacion de la region DF3 del ADNr 18S logro la identificacion del genotipo T4 en todas las
muestras. Hasta la fecha, este es el primer informe del genotipo T4 en muestras de suelo de
Venezuela. Otros estudios deben realizarse en este Estado y resto del pais, para determinar la

prevalencia actual de Acanthamoeba en ambientes venezolanos.
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High occurrence of Acanthamoeba genotype T4
in soil sources from Bolivar State, Venezuela
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Abstract

Pathogenic strains of Acanthamoeba are causative agents of keratitis and encephalitis that often may end fatal in humans and
other animals. In the present study, twenty-seven soil samples were collected in the Bolivar State in Venezuela and checked for
the presence of Acanthamoeba. Samples were cultivated onto 2% non-nutrient agar plates seeded with a layer of heat killed
E. coli. Amplification by PCR and sequencing of the DF3 region of the 18S rDNA of Acanthamoeba was carried out in order
to confirm morphological identification of the amoebae. Furthermore, Acanthamoeba spp. was isolated from 51.8% of soil
samples. Sequencing of the DF3 region of the 18S rDNA resulted in the identification of genotype T4 in all samples. To the
best of our knowledge, this is the first report of genotype T4 in soil sources from Venezuela. Further studies should be carried
out in this State and in the country in order to determine the current occurrence of Acanthamoeba in Venezuelan environments.

Keywords

Acanthamoeba, genotype, soil, Bolivar State, Venezuela

Introduction 2015). Of the 20 genotypes, T4 is the most abundant in the
environment and includes many pathogenic strains that have
been associated with neurological and eye diseases (Stothard
et al. 1998; Hewett et al. 2003). To date, there are no avail-
able studies in Venezuela focused on the identification of
Acanthamoeba strains in soil sources. Therefore, the devel-
oped study aimed to check for the presence of Acan-
thamoeba in soil sources collected in the Bolivar State,

Venezuela.

Free-living amoebae belonging to the genus Acanthamoeba
and the species Naegleria fowleri and Balamuthia man-
drillaris are causative agents of lethal encephalitis and multi-
systemic infections as well as keratitis (in the case of
Acanthamoeba genus) in humans and other animals (Culbert-
son et al. 1959; Siddiqui and Khan 2012; Lorenzo-Morales
et al. 2013; Lasjerdi et al. 2015; Valladares et al. 2015).
Acanthamoeba strains are widely distributed in the envi-
ronment worldwide and have been isolated from many habi-
tats such as water, soil, dust and many others (Lorenzo-
Morales et al. 2015). To date, molecular classification of

Materials and Methods

Acanthamoeba genus established 20 genotypes: T1-T20 that
are based on the rRNA sequence of the isolates (Gast et al.
1996; Stothard et al. 1998; Horn et al. 1999; Gast 2001;
Hewett et al. 2003; Booton et al. 2005; Nuprasert ef al. 2010;
Qvarnstrom et al. 2013; Magnet et al. 2014; Corsaro et al.

Sampling area and soil sample collection

The selected area for this study was the Bolivar State that is
one of the 23 states of Venezuela. The state capital city is Ciu-
dad Bolivar. Bolivar State covers a total surface area of

*Corresponding author: jmlorenz@ull.edu.es
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240.2500 km? and as of the 2011 census, presents a population
of 1,410,964. The Bolivar State is characterized by high hu-
midity and temperature conditions. Moreover, it includes sa-
vannah-like habitats and indigenous communities as well as
National Parks and Landmarks such as the Angel Falls and the
Canaima National Park. In our study, the Maniapure region in
the Cedeno Municipality was chosen as the region of study
since it is highly populated by indigenous communities of
Venezuela and it is a highly conserved area with low pollu-
tion levels. This region is limited in the North and West by the
Orinocco river and in the South-west by the Cerbatana moun-
tains and it covers an area of 10.000 km?.

Twenty-seven soil samples were collected in this region in
points located around populated areas by the indigenous com-
munities in the region (see Table I) by using 1 ml sterile cen-
trifuge tubes. Approximately 1 g of each soil sample was
inoculated onto 2% Non-Nutrient Agar (NNA) plates also
seeded with heat killed E. coli, incubated at room temperature
and checked daily for the presence of Acanthamoeba for up to
a month.

DNA extraction and PCR amplification assay

DNA was extracted by placing 1-2 ml of amoebic cultures di-
rectly into the Maxwell® 16 Tissue DNA Purification Kit
sample cartridge (Promega, Madrid, Spain). Amoebic ge-
nomic DNA was purified using the Maxwell® 16 Instrument
as described in the Maxwell® 16 DNA Purification Kits Tech-
nical Manual #TM284 (Promega, Madrid, Spain). DNA yield
and purity were determined using the NanoDrop® 1000 spec-
trophotometer (Fisher Scientific, Madrid, Spain) as previously
described (Todd ef al. 2014). DNA amplification reactions
were performed using genus specific markers for Acan-
thamoeba. A volume of 30ul containing approximately 40ng
template DNA, Buffer (1X) without MgCl12, 2.5 mM MgCl2,
200 uM dNTP, 2.5pmol of each primer pair, and 1.25 units of
Taq DNA polymerase (Applied Biosystems, New Jersey), pH
8.3 was used for amplification in a Artik Cycler Thermocy-
cler (Thermo Scientific). The cycling conditions were: initial
denaturation of 95°C for five minutes; 40 repetitions of de-
naturation at 95°C for 45 seconds, annealing phase at 50°C

Table 1. Acanthamoeba Isolates from soil samples collected at Municipio Cedefo in Bolivar

state- Venezuela

Isg};te Location Genotype  Genebank Accession #
Bl ﬁao%{i??é’é?; W 066°33°690" T4 KU063125
B4 3?7“1813 097", W 066°30°461" B KuoesiaA
BS I(\}I%a;ngg 108", W 066°30°403" B KUoes126
B9 N o 2:)13’138 " W 066° 30'448" B KUoest27
B10 g%a;n %13 1427, W 066° 307444" B KUo6s128
Bll I(\}Ilt)a;n %13 138", W 066° 30°431" 4 KU065129
B12 ghg;f’ir(i)%m", W 066° 20761” T KU003130
BI3 Iglh(?;jr(i)%é 945", W 066° 307780" 4 Kuoes131
B15 I(\:Ih(?;jr(i)%%%”, W 066° 30°840" T4 Kuoes132
B17 gh(?;f’ir(i)%w", W 066° 30'731” B KU003133
B19 Iglh(?;jr(i)%a}ozz", W 066° 30°767" B KUoes134
B22 N o™ 11 3557, W 066° 28°273" T KU063133
B26 %14 %%??1%24”, W 066° 28'287" B KU003136
B27 Macanilla T4 KU065137

N07°11°213", W 066° 28'312"
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for 45 seconds and elongation at 72°C for 45 seconds; and
final elongation at 72°C for seven minutes. Amplification
products were fractionated using 2% agarose electrophoresis
stained with a solution of 20.000X of REALSAFE Nucleic
Acid Staining Solution (Durviz, Madrid, Spain) and visual-
ized under the UV light. Acanthamoeba castellanii Neff
American Type Culture Collection (ATCC) 30010 strain was
used as a positive control and distilled water added to the re-
action mixture (instead of DNA) as the negative control.

Sequencing and genotyping of strains

PCR products were purified using the QIAquick PCR purifi-
cation kit (QIAGEN, Germany), according to the manufac-
turer’s instructions, and sequenced in both directions. The
sequencing was done in a MegaBACE 1000 automatic se-
quencer (Healthcare Biosciences, Spain) using the University
of La Laguna sequencing services (Servicio de Secuenciacion
SEGALI, University of La Laguna). Sequences were edited and
aligned using Mega 5.0 software program (Tamura et al.
2011). Phylogenetic analyses were carried out using the
methodology described by Reyes-Battle ef al. (2014), with
Mega 5.0 software program. The sequences for the new iso-
lates are deposited in the Genbank database and accession
numbers are shown on Table I.

B

Acanthamoeba genotype T4 strain KM7 JX494397.1
Acanthamoeba genotype T4 strain KMK9 JX494399.1

Acanthamoeba genotype T4 isolate AcalL14
[B11]
B22

Results and Discussion

In this study, a 51.8% (14 of 27) of the collected soil samples
were positive for Acanthamoeba spp. Moreover, phylogenetic
analysis after sequencing of the DF3 region of the 18S rDNA
gene indicated that all Acanthamoeba isolates obtained from
these soil sources belonged to the T4 genotype (Fig. 1).
Acanthamoeba genotype T4 is the genotype most often as-
sociated with human infection (Booton et al., 2005; Adamska
et al. 2014; Lorenzo-Morales et al. 2015) but it is also the most
commonly isolated genotype from the environment (Derda
et al. 2014; Lorenzo-Morales et al. 2015). However, a statis-
tical analysis shows that the frequency of T4 association with
human disease is not explained by its frequency in the envi-
ronment alone (Maciver ef al. 2013) and so in humans at least
T4 is specifically pathogenic. Previous work from our group
has shown than potentially pathogenic Acanthamoeba strains
are present in a variety of sources in the Canary Islands in-
cluding soil sources (Lorenzo-Morales et al. 2005, 2006;
Reyes-Batlle et al. 2014). The obtained data specifically for
soil sources in the Canary Islands have detected the presence
of Acanthamoeba strains in 40% and 62.5% of the soil sam-
ples studied in the islands of Tenerife and Gran Canaria,
respectively. Moreover, the most prevalent genotype was
T4 (Reyes-Batlle et al. 2014; Lorenzo-Morales et al. 2005).

T4

Acanthamoeba griffini S-7 ATCC 30731 U07412.1

—_
002

Acanthamoeba astronyxis strain CCAP1534/1 Af

Fig. 1. 18S rDNA DF3 linearized neighbor-joining tree obtained by MEGA 5.0 for genotypes of Acanthamoeba isolates obtained from soils
collected at Municipio Cederio, Bolivar state-Venezuela. The type sequences were taken from GenBank and are presented under the follow-
ing numbers: Acanthamoeba. griffini S-7 ATCC 3071 Accession #U07412.1; Acanthamoeba genotype T4 strain PMS Accession #JX494395.1;
Acanthamoeba genotype T4 strain KMK9 Accession #JX494399.1; Acanthamoeba genotype T4 isolate Acal.14 Accession # KJ094687.1;
Acanthamoeba genotype T4 strain KM7 Accession #JX494397.1; Acanthamoeba astronyxis strain CCAP1534/1 Accession #AF239293.1
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In other regions, T4 have also been reported to be the most
common genotype and occurrence of Acanthamoeba strains
have varied from 26.6% in a dry region of Iran (Rahdar et al.
2012) to 63.9% in Jamaica (Todd et al. 2014). Furthermore,
Geisen et al. (2014) supported the data mentioned above and
obtained in this study, since they stated that genotype T4 was
highly abundant in soil samples collected from many coun-
tries and regions worldwide (Geisen et al. 2014). Therefore,
the high occurrence of Acanthamoeba genotype T4 found in
the samples collected in this study is not surprising. Never-
theless, further studies should be developed in order to estab-
lish the pathogenic potential of the isolated strains and also
awareness should be raised among clinicians and public health
workers in this region, especially since the samples were col-
lected from areas related to indigenous communities and their
activities in this state of Venezuela.
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Genotyping of clinical isolates of Acanthamoeba genus in Venezuela. Acta Parasitologica.
2016, 61(4):796-801.

Las amebas de vida libre del género Acanthamoeba son patdogenos oportunistas
distribuidos en todo el mundo. Las cepas incluidas en este género son agentes causales de
queratitis y encefalitis fatal en seres humanos y otros animales. En este estudio, 550
muestras clinicas recolectadas entre 1984 y 2014, de diversos pacientes con sospecha de
infecciones por Acanthamoeba, fueron evaluadas inicialmente para la identificacion de
este género, en el Laboratorio de Amibiasis-Escuela de Bioanalisis en la Universidad
Central de Venezuela. Las muestras fueron cultivadas en placas de ANN 2% con un
suplemento de Escherichia coli inactivada por calor. De las 550 muestras clinicas
incluidas en este estudio, 18 de ellos resultaron positivas para el género Acanthamoeba
después de la identificacion morfoldgica en cultivo. Por otra parte, las muestras positivas
fueron confirmadas después mediante la amplificacion del fragmento diagnostico (DF3)
del ADNr 18S del género Acanthamoeba y posterior secuenciacion, para el genotipado
de las cepas aisladas de Acanthamoeba. Ademas, se comprobo el potencial patdgeno de
las cepas mediante la realizacion de ensayos terrmotolerancia y de osmotolerancia. La
secuencia de la region DF3 permitio la identificacion del genotipo T4 en todas las cepas
aisladas. Aunado a esto, la mayoria de los aislados fueron termotolerantes y
termotolerantes y/o osmotolerantes, por lo que se clasificaron como cepas potencialmente
patdgenas. Hasta la fecha, éste es el primer informe sobre la caracterizacion molecular a

nivel de genotipo de las cepas de Acanthamoeba en Venezuela.
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Abstract

Free-living amoebae of Acanthamoeba genus are opportunistic pathogens distributed worldwide. Strains included in this genus
are causative agents of a fatal encephalitis and a sight-threating keratitis in humans and other animals. In this study, 550 clini-
cal samples which were collected between 1984 and 2014 from different patients with suspected infections due to Acanthamoeba
were initially screened for the presence of this amoebic genus at the Laboratorio de Amibiasis-Escuela de Bioanalisis at the
Universidad Central de Venezuela. Samples were cultured in 2% Non-Nutrient agar plates seeded with a layer of heat killed Es-
cherichia coli. From the 550 clinical samples included in this study, 18 of them were positive for Acanthamoeba genus after
culture identification. Moreover, positive samples were confirmed after amplification of the Diagnostic Fragment 3 (DF3) of
the Acanthamoeba 18S rDNA genus and sequencing was carried out in order to genotype the isolated strains of Acanthamoeba.
Furthermore, the pathogenic potential of the strains was checked by performing thermotolerance and osmotolerance assays.
Sequencing of the DF3 region resulted in the identification of genotype T4 in all the isolated strains. Moreover, most isolates
were thermotolerant or both thermotolerant and osmotolerant and thus were classified as potentially pathogenic strains. To the
best of our knowledge, this is the first report on the molecular characterization at the genotype level of Acanthamoeba strains
in Venezuela.

Keywords

Acanthamoeba spp.,Venezuela, clinical samples, genotype

non-pathogenic until Culbertson and colleagues, while trying
to produce a poliomyelitis vaccine, noted that a species of
Acanthamoeba could cause death in laboratory animals (Cul-

Introduction

Acanthamoeba sp. initially called Amoeba polyphagus was
first isolated from a dust sample in 1913 by Puschkarew. It
was later renamed Acanthamoeba polyphaga by Page in 1967
(Visvesvara et al. 2007). In 1930, Castellani found an amoeba
contaminant in a culture of Cryptococcus pararoseus and
called it Hartmannella castellanii, which was later reclassi-
fied as Acanthamoeba castellanii after the establishment of
this new genus by Volkonsky in 1931 (Ma et al. 1990). All
genera of Free Living Amoeba (FLA) were considered to be

bertson et al. 1959). Later in 1970, Singh and Das assigned it
to the species 4. culbertsoni (Ma et al. 1990; Visvesvara et al.
2007). Since then many species of Acanthamoeba have been
found to be associated with severe neurological, cutaneous
and corneal diseases (Schuster ef al. 2002; Marciano-Cabral
and Cabral 2003; Visvesvara et al. 2007: Lorenzo-Morales
et al. 2015).

To date, molecular classification of Acanthamoeba genus
is widely accepted and 20 genotypes have been established

*Corresponding author: jmlorenz@ull.edu.es
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so far, T1-T20 based on the analysis of the rRNA sequence
(Gast et al. 1996; Stothard et al. 1998; Horn et al. 1999; Gast,
2001, Hewett et al. 2003; Booton et al. 2005; Qvarnstrom
et al. 2013; Magnet et al. 2014; Corsaro et al. 2015). Of the 20
genotypes, T4 is the most abundant in the environment and
includes many pathogenic strains which have been associated
with neurological and eye diseases (Stothard er al. 1998;
Hewett et al. 2003; Khan, 2006; Geisen ef al. 2014).

In Venezuela, the incidence of Acanthamoeba infections
is unknown. So far, only a few cases have been reported and
documented at the Laboratorio de Amibiasis-Escuela de
Bioanalisis (LAEBIOUCV) at the Universidad Central de
Venezuela. This laboratory has been in charge of investigating
FLA infections in Venezuela since 1984 (Garcia-Tamayo et al.
1980; Bermudez et al. 1993; Bermudez et al. 1998; Pérez de
Galindo 2006; Pérez de Galindo et al. 2012; Dorta et al. 2012;
Wagner et al. 2011). Regarding molecular identification of
Acanthamoeba strains, no studies focused on the genotyping
of this amoebic genus have been developed until now in
Venezuela.

Therefore, this study was aimed to investigate the geno-
types of Acanthamoeba presented in clinical isolates from
Venezuela. To the best of our knowledge, this is the first time
that a molecular characterization of Acanthamoeba strains
at the genotype level is described in Venezuela.

Materials and Methods
Initial isolation of Acanthamoeba strains

550 clinical samples were evaluated for the presence of Acan-
thamoeba genus at LAEBIOUCYV, from 1984 to 2014. Sam-
ples were collected from different patients and included many
sources such as eye swabs, corneal scrapes, faeces, biopsies,
contact lenses and their cases among others. From all the
checked samples which were suspected to be positive for
Acanthamoeba genus, 18 Acanthamoeba strains were ob-
tained and identified as Acanthamoeba spp, on the basis of
trofozoites/cysts morphology in agar plates (Page, 1988).
Strains were named as "A" for Acanthamoeba, plus a se-
quential number according to their isolation in the period of
time mentioned above (i.e. Al, A2...). These isolates were
sent to the University Institute of Tropical Diseases and Pub-
lic Health of the Canary Islands at University of La Laguna
(Tenerife, Canary Islands, Spain) in order to classified them
at the genotype level. Amoebic strains were kept in 2% Non-
Nutrient Agar (NNA) plates also seeded with heat killed
E. coli and incubated at room temperature until needed for
further assays.

DNA extraction and PCR amplification assay

DNA was extracted by placing 1-2 ml of amoebic cultures
directly into the Maxwell® 16 Tissue DNA Purification Kit

sample cartridge (Promega, Madrid, Spain). Amoebic ge-
nomic DNA was purified using the Maxwell® 16 Instrument
as described in the Maxwell® 16 DNA Purification Kits Tech-
nical Manual #TM284 (Promega, Madrid, Spain). DNA yield
and purity were determined using the NanoDrop® 1000 spec-
trophotometer (Fisher Scientific, Madrid, Spain) as previously
described (Cabello-Vilchez et al. 2014). DNA amplification
reactions were performed using genus specific markers for
Acanthamoeba. A volume of 30pul containing approximately
40 ng template DNA, Buffer (1X) without MgCl,, 2.5 mM
MgCl,, 200 uM dNTP, 2.5 pmol of each primer pair, and 1.25
units of Tag DNA polymerase (Applied Biosystems, New
Jersey), pH 8.3 was used for amplification in a Artik Cycler
Thermocycler (Thermo Scientific). The cycling conditions
were: initial denaturation of 95°C for five minutes; 40 repeti-
tions of denaturation at 95°C for 45 seconds, annealing phase
at 50°C for 45 seconds and elongation at 72°C for 45 seconds;
and final elongation at 72°C for seven minutes. Amplification
products were fractionated using 2% agarose electrophoresis
stained with a solution of 20.000X of REALSAFE Nucleic
Acid Staining Solution (Durviz, Madrid, Spain) and visual-
ized under the UV light. Acanthamoeba castellanii Neff
American Type Culture Collection (ATCC) 30010 strain was
used as a positive control and distilled water added to the
reaction mixture (instead of DNA) as the negative control.

Sequencing and genotyping of strains

PCR products were purified using the QIAquick PCR purifi-
cation kit (QIAGEN, Germany), according to the manufac-
turer’s instructions, and sequenced in both directions. The
sequencing was done in a MegaBACE 1000 automatic se-
quencer (Healthcare Biosciences, Spain) using the University
of La Laguna sequencing services (Servicio de Secuenciacion
SEGAL University of La Laguna). Sequences were edited and
aligned using Mega 5.0 software program (Tamura et al.
2011). Phylogenetic analyses were carried out using the
methodology described by Reyes-Battle ef al. (2014), using
the Mega 5.0 software program.

Tolerance assays

Thermotolerance and osmotolerance assays were performed
as previously described (Todd et al. 2015). Briefly, for the os-
motolerance assays 103 trophozoites were inoculated onto 2%
non-nutrient agar plates containing mannitol 0.5 M and 1.0 M,
and seeded with heat killed E. coli to investigate osmotoler-
ance. Plates were checked for amoebic growth with an in-
verted microscope for a period up to 72 h. To investigate
thermotolerance, 10° trophozoites were inoculated in the cen-
tre of different 2% NNA plates seeded with heat killed E. coli.
The plates were incubated at 28°C, 37°C, 44°C, and moni-
tored using an inverted microscope at 24, 48 and 72 h.
The procedure was carried out using positive and negative
controls as previously described (Todd et al. 2015).
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Results and Discussion

In this study, 18 clinical strains of Acanthamoeba were iso-
lated and classified at the genotype level after analysis of the
DF3 region of the 18S rDNA gene of Acanthamoeba. More-
over, the pathogenic potential of the strains was established
using thermotolerance and osmotolerance assays.

Regarding the genotyping studies, all the studied isolates
were classified as members of the T4 genotype after homology
and phylogenetic analyses (Table I and Fig. 1). The sequences
for the new isolates are deposited in the Genebank database
under the accession numbers KT934531-KT934547 and
KT955003.

Moreover, the pathogenic potential of these isolates was
investigated by observing their ability to grow on non-nutrient
agar plates seeded with E. coli and exposed to different ranges
of temperature and osmolarity. Those considered to be poten-
tially pathogenic were amoebae that displayed excellent or rel-
ative growth at 37 °C (thermotolerant) and in 1 M mannitol
(osmotolerant). The obtained results revealed that most of the
isolates displayed good or excellent growth at 37 °C or higher
temperatures, however only a few of them were able to grow
at concentrations of 1 M mannitol or higher (Table 1). Even
though, the strains were thermotolerant it seems that only
a few showed osmotolerance. This observation is surprising
since most clinical isolates obtained in previous studies have
shown to be both thermo and osmotolerant (Lorenzo-Morales
et al. 2015). Nevertheless, all the isolates did grow at concen-
trations of 0.5 M mannitol and were isolated from clinical
samples which were collected from patients showing compat-
ible symptoms of amoebic infection. Further studies should

be developed with the obtained strains in order to check
whether osmotolerance assays are really a possible marker of
pathogenic potential for clinical strains of Acanthamoeba.
Other factors such as long term culture of some of the strains
could be also related to the loss of the ability of these amoe-
bae to grow in high osmotic pressure conditions as it has also
been previously described by other authors (Koshler et al.
2008; Pumidonming et al. 2010; Lorenzo-Morales et al.
2015).

Since 1984, LAEBIOUCYV has been working on the diag-
nosis of FLA infections in Venezuela at National level. During
these years the isolated strains have been kept in order to
gather information about FLA infections and involved
strains/genera in the country. Recently and in order to com-
plete the available data for these isolates, these samples have
been assessed at the [IUETSPC so the molecular identification
of the Acanthamoeba strains is fully developed. Interestingly,
human infections by Acanthamoeba as well as other FLA are
not well documented in Venezuela even though clinical cases
have been observed by LAEBIOUCYV since 1984. Most of the
available reports of FLA infections in this country have been
provided by LAEBIOUCYV, however the majority of the amoe-
bic agents have been only classified at the genus level using
morphological tools (Pérez de Galindo 2006; Pérez de Galindo
et al. 2011; Wagner et al. 2011; Dorta et al. 2012; Wagner
et al. 2012). Regarding molecular identification approaches,
there are only two previous studies in Venezuela which were
carried out using RFLP-PCR in order to identify some of the
Acanthamoeba strains included in this study at the species
level (Conde and Machado 2010; Luongo et al. 2012); There-
fore, the classification of the strains at the genotype level was

Table 1. Acanthamoeba clinical isolates from Venezuela. LAEBIOUCV/ IUETSPC- ULL. 1984-2014

Isolate ID Source Genotype Terzl;;l/o;;)/l:‘l;znce Osm;)lt\?ll:::lcl;giSM /Genebank accession #
A2 Nasal swab T4 + /4~ +/+ KT934531
A9 Conjunctival swab T4 +/+ /- +/- KT934532
Al2 Corneal scrape T4 +/+ /- +/— KT934533
Al3 Feces T4 + /4~ +/- KT934534
Al4 Feces T4 +/+ /- +/- KT934535
Al5 Corneal scrape T4 +/+ /- +/— KT934536
Al6 Corneal scrape T4 +/+ /- +/— KT934537
Al8 Conjunctival swab T4 +/+/— +/— KT934538
A21 Conjunctival swab T4 +/+ /- +/— KT934539
A23 Corneal scrape T4 +/+ /- +/— KT934547
A25 Corneal scrape T4 + /- /- +/+ KT934540
A26 Corneal scrape T4 +/+/— +/— KT934541
A27 Corneal scrape T4 +/+ /- +/— KT934542
A28 Contact lenses T4 +/+ /- +/— KT934543
A29 Contact lenses T4 + /4~ +/— KT934544
A30 Brain biopsy T4 + +/ - +/- KT934545
A3l Corneal ulcer T4 +/+ /- +/— KT955003
ASS Saline Solution (NaCl 0.9%) T4 +/+ /- +/- KT934546
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Acanthamoeba griffini strain D4 HQ 00740
Acanthamoeba grifini B18 GU553135
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|Acanthamoeba genotype T4 strain PM5 JX494395.1
Acanthamoeba genotype T4 strain KMKS JX494399

— Acanthamoeba genctype T4 strain KM7 JX494397 .

Acanthamoeba grifini S-7 ATCC 30731 U07412.1
Acanthamoeeba griffini strain 19779 Mexico KF914142)

=

Acanthamoeba astronyxis strain CCAP 1534/1 AF239293]1
Acanthamoeba astronyxis strain PSHCW 4 KC493775.1

Fig. 1 18S rDNA DF3 linearized neighbor-joining tree obtained by MEGA 5.0 for genotypes of Acanthamoeba clinical isolates from
Venezuela. The type sequences were taken from GenBank and are presented under the following numbers: Acanthamoeba. griffini strain D4
Accession #HQ0074: Acanthamoeba. griffini B18 Accession #GU553135; Acanthamoeba. griffini S-7 ATCC 3071 Accession #U07412.1;
Acanthamoeba. griffini strain 19779 Mexico Accession #KF914142.1; Acanthamoeba genotype T4 strain PMS Accession #JX494395.1;
Acanthamoeba genotype T4 strain KMK9 Accession #1X494399.1; Acanthamoeba genotype T4 strain KM7 Accession #1X494397.1; Acan-
thamoeba astronyxis strain CCAP1534/1 Accession #AF239293.1, Acanthamoeba astronyxis strain PSHCW4 Accession #KC493775

aimed in this study in order to determine the genotypes pre-
sented in clinical cases of Venezuela.

To the best of our knowledge, this is the first report on the
classification of Acanthamoeba strains at the genotype level in
Venezuela. Furthermore, this study provides epidemiological
data on the disease caused by amoebae of the genus Acan-
thamoeba in Latin America and worldwide. The identification

of all isolates as members of the T4 genotype should raise
awareness among clinicians and health authorities in this
country, since this genotype has been reported to be the most
common in environmental and clinical sources worldwide.
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Articulos publicados

Articulo 3:
Isolation of Naegleria fowleri from a domestic water tank associated with a fatal encephalitis

in a 4 month-old Venezuelan child. Tropical Biomedicine, 34(2): 1-6.

Este estudio describe la asociacion entre la contaminacion del sistema del agua doméstico con la
ameba de vida libre (AVL) patogena Naegleria fowleri y un caso fatal meningoencefalitis
amebiana primaria (MAP) en un nifio procedente del estado Monagas en Venezuela. Las amebas
fueron inicialmente identificadas por microscopia de una muestra de liquido cerebrorraquideo
(LCR) del niflo y mas tarde confirmadas por la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)/secuenciacion especifica para N. fowleri. Con el fin de localizar la fuente de infeccion
ambiental posible, se tomaron muestras del tanque del agua de la casa y también los cuerpos de
agua de agua visitados recientemente por el nifio y su familia y fueron examinados para detectar
la presencia de N. fowleri, mediante cultivo y PCR/secuenciacion. Los resultados obtenidos de las
muestras de agua recogidas revelaron que solo el tanque de agua de la casa resulto positivo para
N. fowleri. La PCR y posterior secuenciacion demostré que las cepas aisladas del paciente y el
tanque de agua eran idénticas. Por lo tanto, fue confirmado el tanque de agua de la casa como la
fuente de infeccion en este caso, posiblemente como resultado de la inmersion ocasional de la
cabeza del nifio bajo el agua, mientras se bafnaba. Este caso resalta una nueva fuente de agua

termalmente contaminada y otro factor de riesgo para la infeccion por N. fowleri.
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Tropical Biomedicine 34(2): 1-6 (2017)

Isolation of Naegleria fowleri from a domestic water tank
associated with a fatal encephalitis in a 4 month-old

Venezuelan child

Wagner, C.12, Vethencourt Ysea, M.A.2, Galindo, PM.V.2, Guzmén De Rondén, C.2, Nessi, PA.P2,
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Abstract. This study describes the association of household water system contamination
with the pathogenic Free-Living Amoeba (FLA) Naegleria fowleri and a case of fatal Primary
Amoebic Meningoencephalitis (PAM) in a child from the state of Monagas in Venezuela.
Amoebae were initially identified by microscopy from a sample of cerebrospinal fluid (CSF)
from the child. Direct DNA extraction and specific PCR/sequencing for N. fowleri was also
carried out from the same CSF sample. In order to determine a possible environmental source
of infection, water samples from the water tank of the child’s home and also water bodies
recently visited by the child and his family, were examined for the presence of N. fowleri by
culture and PCR/sequencing. The results obtained from the collected water samples revealed
that only the water tank of the house was positive for N. fowleri. PCR/sequencing showed
that the strains isolated from the patient and the water tanks were 100 % identical. Therefore,
the house water tank was confirmed as the source of infection in this case, possibly as a
result of the occasional immersion of the child’s head under the water while bathing. This
case highlights a novel source of thermally polluted water and another threat of N. fowleri

infection.

INTRODUCTION

Naegleria fowleri, a Free-Living Amoeba
(FLA) species is distributed worldwide
mostly in warm water related sources. This
amoebic species is the causative agent of an
acute and fatal disease known as Primary
Amoebic Meningoencephalitis (PAM) [1].
Naegleria fowleri amoebae penetrates
through the cribiform plate until it reaches
the olfactory bulb of the central nervous
system. The incubation period for PAM ranges
from 5 to 7 days, and infection leads to death
within a week. Onset of symptom is abrupt,

with bifrontal or bitemporal headaches, fever,
and stiff neck, followed by nausea, vomiting,
irritability, and fatigue. The mortality rate is
as high as 95% with only a few cases of
survival reported so far (Shenoy et al., 2002;
Moussa et al., 2013; Abrahams-Sandi et al.,
2015).

In the Americas, PAM cases have been
reported in Venezuela, Brazil, Cuba, Mexico,
Costa Rica and the United States where
contact with heated water bodies is the main
associated risk factor for infection (De
Jonckheere, 2011; Abrahams-Sandi et al.,
2015). Venezuela has reported seven fatal
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cases of PAM so far, although the isolation of
the pathogen from the environment has not
previously been achieved in any of these
cases (Garcia-Tamayo et al., 1980; Rodriguez
et al., 1998; Avila et al., 2001; Cermefio et al.,
2006; Petit et al., 2006; Caruzo and Cardozo,
2008; De Jonckheere, 2011). Nevertheless,
the epidemiology of most reported cases of
PAM indicates an association between
recreational aquatic activity and infection.
Swimming, diving, and immersion in hot
springs, spas, and warm freshwater bodies
have been related to N. fowleri infection (De
Jonckheere, 2011; Moussa et al., 2013).

In this work, the environmental isolation
of a strain of Naegleria fowleri was achieved
and associated to a fatal case of PAM in a
4-month old child in the state of Monagas
in Venezuela by using culture and specific
PCR/sequencing to confirm the amoebic
identity. This is the first infection from a
domestic water tank.

METHODS
Samples

CSF Sample

In May 2014, cerebrospinal fluid (CSF)
from a 4 month-old boy who died 13 days
previously was submitted to the Laboratorio
de Amibiasis-Catedra de Parasitologia,
Escuela de Bioandlisis, Facultad de
Medicina, Universidad Central de Venezuela,
Caracas, Venezuela in order to check for the
presence of FLA, as PAM was suspected to
be the cause of the child’s death. Since the
sample of CSF was insufficient for both
culture and PCR analyses, the sample was
centrifuged and use directly for DNA
extraction. Before using it for that purpose,
CSF was centrifuged at 1000 rpm and the
sediment observed at the microscope directly
and after staining with Romanowski Giemsa.

Water samples

Water samples of 1 L volume from different
places reported to be visited by the child and
his family were collected in order to check
for the presence of N. fowleri: 9 samples

from a large recreational swimming pool
(1G to 9G); 4 samples from a pool for children
(1P to 4P); 1 sample from the water storage
tank of the child's house (1C); 3 samples
from the main water supply of the child's
neighborhood (1PS to 3PS) and 1 sample
from a drinking water bottle used by the
child's mother to bath him, 1B.

All samples mentioned above were
filtered through 0.45-pm pore diameter
nitrocellulose filter membranes using a
vacuum manifold system. Each filter was cut
in three pieces and placed over 2% Non-
nutrient Agar (NNA) plates supplemented
with a layer of heat killed E'scherichia col.
After that plates were incubated at 26°C, 37°C
and 42°C for 7 days and monitored daily.
Amoebic strains which showed compatible
morphology with Naegleria genus, grew at
temperatures of 37°C and 40°C for 7 days
and were positive for the enflagellation test,
were then checked by specific PCR for
Naegleria fowleri.

DNA extraction

DNA from CSF and cultures identified as
putative Naegleria spp. strains by micro-
scopy was extracted as previously described
(Reyes-Batlle et al., 2014) by placing 1-2 ml
of amoebic cultures directly into the
Maxwell® 16 Tissue DNA Purification Kit
sample cartridge (Promega, Madrid, Spain).
Amoebic genomic DNA was purified using
the Maxwell 16 Instrument as described
in the Maxwell 16 DNA Purification Kits
Technical Manual #TM284 (Promega). DNA
yield and purity were determined using the
NanoDrop® 1000 spectrophotometer (Fisher
Scientific, Madrid, Spain).

Polymerase chain reaction (PCR)
reaction and molecular characterization
of isolates

For molecular identification of the genus
Naegleria, the complete ITS region (ITS1,
5.8S, and ITS2) was amplified using the
NFITSFW and NFITSRV primer pair which
is specific for N. fowleri as previously
described (Moussa et al., 2013] which
amplifies a fragment of around 300-400 bp
depending on the species of Naegleria.
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Briefly, DNA amplification reactions were
performed using a volume of 30 pl containing
40 ng template DNA, Buffer (1X) without
MgCl,, 2.5 mM MgCl,, 200 pM dNTP, 2.5 pmol
of each primer pair, and 1.25 units of Taq DNA
polymerase (Applied Biosystems, New
Jersey), pH 8.3 was used for amplification
in a Artik Cycler Thermocycler (Thermo
Scientific). The cycling conditions were:
initial denaturation of 95°C for two minutes;
35 repetitions of denaturation at 95°C for 1
minute, annealing phase at 55°C for 1 minute
and 30 seconds and elongation at 72°C for
2 minutes; and final elongation at 72°C for
seven minutes. Amplification products
were fractionated using 2% agarose
electrophoresis stained with a solution of
20.000X of REALSAFE Nucleic Acid Staining
Solution (Durviz, Madrid, Spain) and
visualized under the UV light. A type strain
from the American Type Culture Collection
(ATCC) Naegleria fowleri ATCC 30894 was
used a positive control in the PCR reactions
and distilled water added to the reaction
mixture (instead of DNA) as the negative
control.

The obtained PCR products were purified
using the Qiaquick PCR purification kit
(Qiagen, Hilden, Germany) and sequenced
using a MEGABACE 1000 automatic
sequencer (Healthcare Biosciences,
Barcelona, Spain) in the University of La
Laguna Sequencing Service (Servicio de
Secuenciacion SEGAI, University of La
Laguna). Sequences were obtained twice
from both strands. The obtained sequences
were aligned using Mega 5.0 software
program (Tamura et al., 2011). Moreover,
nucleotide similarity search was performed
by BLAST search (Basic Local Alignment
search tool) of the sequenced amplicons
against amoeba species.

RESULTS

Morphological examination

After direct examination of CSF sediment,
degenerated host cells and other stationary
structures without morphology suggestive of
protozoa (Fig. 1A), fungi or bacteria were

observed. In Giemsa staining, lymphocytes
and other mononuclear cells were detected.
(Fig. 1B). Nevertheless, some suspicious
structures with blunt pseudopodia and a
nucleus with a large central karyosome were
observed (Fig. 10).

In the case of the tested water samples
and after cultivation of all water samples in
NNA plates, only the sample identified as
1C showed growth of amoebae at 26°C, 37°C
and 42°C after a week. Observed amoebae
presented a morphology compatible with
Naegleria genus.

Molecular identification

PCR using the NFITSFW and NFITSRV
primer pair specific for Naegleria fowleri
was positive for the CSF and the water
identified as 1C (Fig. 2). Moreover, nucleotide
similarity search was performed by BLAST
analysis (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLASTY/) of the sequenced amplicons which
revealed more than 98% homology with other
N. fowleri strains available in GenBank such
as KT375442.1 and KF709536. Therefore, the
presence of N. fowleri was confirmed both
in the CSF and 1C samples, being both strains
100% identical in their sequence.

DISCUSSION

Naegleria fowleri infections are rare,
however more than 95% of the cases are
fatal. Most cases of PAM are related to contact
with contaminated water bodies, water sports
or other recreational activities requiring
contact with warm water bodies (De
Jonckheere, 2011; Abrahams-Sandi et al.,
2015).

In this study, a4-month year old child was
affected. This child from the state of Monagas
in Venezuela, showed symptoms of PAM
around 19 days after bathing with his family
in arecreational swimming pool in this region.
Patient's condition became worse and was
then being admitted in hospital where he was
administered antibiotics and corticoids but
died at the hospital. CSF was collected and
checked for the presence of any bacterial or
viral agent but were negative in all cases. As
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Figure 1. A) Degenerated cells, direct examination, 100 x. B) Mononuclear cells and lymphocytes,
Giemsa staining, 40 x. C) Suspicious cell with blunt pseudopodia, Giemsa staining, 100 x.

M CSF IC C+ C-

Figure 2. Naegleria fowleri PCR for CSF sample
and water sample 1C.

it was mentioned above, microscopy and
direct DNA extraction and further PCR/DNA
sequencing revealed that the CSF was
positive for the presence of Naegleria
JSfowleri. Nevertherless, it is important to
mention that the CSF sample analyzed for
the presence of Naegleria fowleri was 13-
day sold which was kept at 4°C until it
reached our laboratory. Therefore, even
though amoebic forms were observed under
the microscope, it should be noted that in such
conditions not viable amoebic forms were
kept. The only possible approach with such
material was to try to identify amoebic DNA.
Storage conditions however, may affect the
quality of DNA and subsequently have impact
on amplification and BLAST analysis since
only 98% of homology was observed in the
obtained sequences when compared to the
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available ones in Genebank. When a case of
PAM is suspected, CSF should be collected
and processed for microscopy and PCR/
sequencing as soon as possible in order to
avoid issues such as the ones described in
this study.

In the case reported in this study, the
patient's mother reported to have recently
visited a swimming pool in a hotel nearby
their home. Therefore, samples were
collected from the water sources of this
hotel and also from the patient's house in
order to elucidate the infection source. After
performance of culture and specific PCR,
only the water sample collected in the
patient's house was positive for Naegleria
JSfowlert (sample 1C). Interestingly, the water
source from the house was reported to be
chlorinated enough to be able to be used for
household purposes which highlights an
important epidemiological data in cases of
PAM as previously reported (Abrahams-
Sandi et al., 2015). Moreobver, this is the
first time that the environmental infection
source of PAM has been identified from the
7 previously reported cases of this infection
in Venezuela (Garcia-Tamayo et al., 1980;
Rodriguez et al., 1998; Avila et al., 2001;
Cermeiio et al., 2006; Petit et al., 2006; Caruzo
et al., 2008, De Jonckheere, 2011).

Although we believe this is the first case
of PAM where the source of infection has
proven to be a domestic water tank, cases of
other FLA infections such as Acanthamoeba
keratitis from a domestic water supply are
known (Jeong and Yu, 2005). Nevertheless,
the present case is rather different in that
N. fowleri requires constant warm water
otherwise other FLA could grow and compete
for the habitat (Griffin, 1983). Importantly, the
water tank source in the present case was
exposed to the sun becoming warm constatly
which may have encouraged the specific
growth of N. fowler:t and the reported
infection with a fatal end.

CONCLUSIONS

In the current study, both the environmental
source of infection and the pathogen in the
patient were isolated and identified by
morphological and molecular methods. To
the best of our knowledge, this is the first time
that the epidemiology of a case of infection
by N. fowlert is achieved in Venezuela and
the first where the source was the domestic
water tank anywhere. Awareness should be
risen in the region in order to check municipal
water sources and avoid further cases of PAM
in the area in general and more specifically
domestic water tanks should be protected
against becoming warm for extended
periods.
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CONCLUSIONES

“Una metaes un suefio con fecha de entreqn”

Napoleon Gil
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CONCLUSIONES.

1. Se describe por primera vez la presencia del género Acanthamoeba en suelos

del estado Bolivar, en areas con poblacion mixta: indigena, criolla y turistica.

2. Acanthamoeba T4 es el genotipo predominante en los suelos evaluados del
estado Bolivar, con la cual, la poblacion expuesta a estos suelos podria estar en riesgo de

infecciones por este genotipo

3. Es la primera vez que se caracterizan a nivel molecular, los genotipos de
Acanthamoeba en muestras procedentes o relacionadas con casos clinicos en Venezuela.
El genotipo T4 de Acanthamoeba fue el genotipo prevalente en la totalidad de las muestras
evaluadas, lo que parece indicar que, junto al resultado del estudio de los suelos, es el

genotipo patdogeno prevalente en el pais.

4. Por primera vez en Venezuela, se describe la asociacion entre un aislado de
N. fowleri procedente de una fuente de agua doméstica y un caso fatal meningoencefalitis

primaria amebiana (MAP).

5. La contaminacion termal del sistema del agua doméstico con AVL
patogenas como N. fowleri, descrita en este trabajo, se perfila como un nuevo riesgo para

la adquisicion de una MAP.
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Conclusiones

6. Al ampliarse con este trabajo la informacion epidemioldgica sobre las
infecciones por AVL en Venezuela, se hace necesario la implementacion de una
metodologia diagnostica completa, asi como preparacion del personal médico y de
diagnostico, en las instituciones de salud publica y privada, para la deteccion temprana y

la aplicacion de tratamientos oportunos para estas infecciones.
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“EL mej or querrero no es el que triunfn siem;ara, sino el gue
vuelve sin miedo a LA batalla”.

Dolores Ibarruri
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ANEXOS

“La ciencia mis util es aquella cuyo fruta esel
mAs comunicable.”

Leonardo Da Vinci.
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Abstract

Free-Living Amoebae (FLA) are widely distributed protozoa in the environment and have been isolated from many sources such
as dust, soil and water. Among the pathogenic genera included in this group Acanthamoeba spp., Naegleria fowleri and Bala-
muthia mandrillaris have been reported to be causative agents of lethal encephalitis, disseminated infections and keratitis. Nae-
gleria fowleri is a pathogenic FLA species which causes Primary Amoebic Meningoencephalitis (PAM). At present there are
not many available data on the distribution of Naegleria species in Spain from environmental sources. Therefore, the aim of
this study was to evaluate the presence of this genus in recreational water sources in the island of Tenerife, Canary Islands, Spain.
In this study, ten samples collected from recreational water fountains were checked for the presence of Naegleria spp. using
morphological and molecular identification tools. From the analysed samples, only one sample (seawater fountain) was posi-
tive for Naegleria spp. interestingly, not many reports of Naegleria spp. in seawater are available in the literature and thus
awareness should be raised among the environmental and public health professionals.

Keywords

Amoeba, Meningoencephalitis, Naegleria spp., water, fountain

Introduction

vironments related to water, soil and air habitats (Rivera et al.
1987; De Jonckheere 2011). Given the opportunity and access

Free living amoebae (FLA) are ubiquitous opportunistic path-
ogenic protozoa which have been isolated from many differ-
ent environmental sources, mostly related to water and soil
related environments (Schuster and Visvesvara 2004; Visves-
vara et al. 2007; Lorenzo-Morales et al. 2013a, 2013b). At
present, Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris, Nae-
gleria fowleri, Vahlkampfia spp. and Sappinia pedata gen-
era/species have been reported to produce pathologies in
humans and other animals (Visvesvara et al. 2007; Qvarn-
strom ez al. 2009). More recently, the genus Vermamoeba has
also been included in this group (Smirnov et al. 2011).
Naegleria genus includes 47 species, but only N. fowleri
and N. australiensis have been reported to be pathogenic to
humans and other animals (Visvesvara et al. 2007; Niyyati
et al. 2010; Visvesvara et al. 2009; Marciano-Cabral et al.
2010). Naegleria fowleri has been isolated from different en-

to its host, N. fowleri produce fatal primary amoebic menin-
goencephalitis (PAM), which produces strong inflammation,
normally manifesting as a hemorrhagic-necrotizing menin-
goencephalitis. The main symptoms include headache, stiff
neck, fever, alteration of mental status, seizure and coma (Sid-
diqui et al. 2016). PAM consists in a strong inflammation, nor-
mally caused by neutrophils, eosinophils, macrophages and
lymphocytes (Siddiqui et al. 2016). The incubation period be-
tween the exposition to the opportunistic parasite and the de-
velopment of the disease varies from 1 to 16 days (Martinez
1977, Siddiqui et al. 2016). Pathogenic N. fowleri has been
reported in all continents, except Antarctica (De Jonckheere
2011), although other species of Naegleria have been isolated
from this region (Siddiqui et al. 2016). At the moment, only
250 cases of PAM have been reported worldwide, so it could
be considered as a rare disease. Nevertheless, every year more
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cases are reported worldwide mostly in the American conti-
nent (Siddiqui et al. 2016). Even so, PAM presents a serious
problem for public health because it is almost always a fatal
infection, with only about 5% of patients surviving, affecting
mainly immunocompetent children (De Jonckheere 2014).

Regarding the distribution of Naegleria species in Spain,
two new species were reported in freshwater sources Tenerife,
Canary Islands, Spain in 2006: N. fenerifensis and N. ca-
nariensis (De Jonckheere 2006). To the best of our knowledge
no other reports on Naegleria or other FLA species excepting
Acanthamoeba and Vermamoeba strains have been reported
in environmental sources in Spain and the Canary Islands.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the presence
of Naegleria spp. and other FLA genera in recreational water
sources from Tenerife, Canary Islands, Spain. Altogether,
gathering further information on the distribution and potential
to cause disease of FLA in the studied region.

Materials and Methods
Sample sites and culture of FLA

Ten water samples were collected from ten different recreational
water fountains across the island of Tenerife (located in the At-
lantic Ocean about 300 km off the northwestern coast of Africa
and about 1,300 km from Europe; coordinates 28°28'06"N
16°15'17"W) using sterile 1 L glass bottles during the autumn
season of 2015. Samples were kept at 4°C until further process-
ing in the laboratory. Water samples were filtered using a vac-
uum manifold system and 0.45 pum nitrocellulose filters (Pall,
Madrid, Spain). Filters were then cultured inverted onto 2% non-
nutrient agar (NNA) plates with a layer of heat killed E. coli at
room temperature and 37°C and were monitored daily for the
presence of FLA as previously described using Page’s key (Page,
1988; Lorenzo-Morales ef al. 2005a, 2005b; Reyes-Batlle et al.
2015). Positive samples for FLA (morphologically identified
under the inverted microscope) were cloned by dilution and
transferred to the new culture plates for further molecular analy-
ses as previously described (Lorenzo-Morales et al. 2006).

DNA extraction

DNA from cultures identified as positive for FLA by mi-
croscopy was extracted by placing 1-2 ml of amoebic cultures
directly into the Maxwell® 16 tissue DNA purification kit
sample cartridge (Promega, Madrid, Spain). Naegleria ge-

nomic DNA was purified using the Maxwell® 16 instrument
as described in the Maxwell® 16 DNA purification kits tech-
nical manual #TM284 (Promega, Madrid, Spain). DNA yield
and purity were determined using the NanoDrop® 1000 spec-
trophotometer (Fisher Scientific, Madrid, Spain).

PCR and molecular characterization of isolates

After the DNA extraction, PCR amplification of the FLA 18S
rDNA gene was carried out using a universal primer pair
FLA-F and FLA-R (Smirnov et al. 2011). The resulting PCR
products were purified using the Qiaquick PCR purification
kit (Qiagen, Hilden, Germany) and sequenced using a
MEGABACE 1000 automatic sequencer (Healthcare Bio-
sciences, Barcelona, Spain) in the University of La Laguna
Sequencing Services (Servicio de Secuenciacion SEGAI,
University of La Laguna). Sequences were aligned using
Mega 5.0 software program (Tamura et al. 2011). The
species identification was based on sequence homology
analysis by comparison to the available FLA species 18S
rDNA sequences in the Genbank database.

Results and Discussion

From the collected water samples, only of them was positive
for FLA (10%). Morphological analysis of the isolate was
based on Page’s key (Page, 1988) and allowed the identifi-
cation of the strain as a member of Naegleria genus. A set of
clones was prepared for further analysis and was rather uni-
form. Moreover, this isolate was able to transform to the
flagellated stags and form cysts typical of Naegleria genus.
Moreover, subtle morphological and size differences of
trophozoites of clones of this strain were not permanent.
After that, molecular characterization of the strain was car-
ried out by using PCR/sequencing of the 18S rDNA gene and
confirmed the strain to be member of Naegleria species (more
than 99% homology when compared to the available Naegleria
spp. sequences in Genbank) (Table I). As shown in Table I, the
Naegleria strains showing the highest homology to the one re-
ported in this study were isolated from fish gills belonging to
Perca and Cyprinus species (Dykova et al. 2006). Both fish
species normally inhabit ponds which are characterized by the
presence of standing water and a high content of debris and thus
the Naegleria strains invading the fish gills are suspected to be
capable of surviving these harsh conditions. Moreover, this en-
vironmental situation was very similar in the recreational water
fountain which was positive for Naegleria spp. in our study.

Table I. Naegleria spp. sequences in Genbank [*Dykova et al. (2006), **data not published]

Strain/Clone Host GeneBank N° Homology
03Z/1* Perca fluviatilis Linnaeus DQ768718.1 99%
K4482]** Cyprinus carpio JQ271703.1 99%
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Regarding the sample site positive for Naegleria spp. in
this study, it is important to mention that it is a recreational
fountain located in the capital of the island, Santa Cruz de
Tenerife. Moreover, this fountain is an artificial lake contain-
ing seawater which is pumped from sea front and comes out
as an artificial geyser in the middle of the fountain feature. Al-
though swimming in this fountain is forbidden, local people
and tourists often splash each other and put their feet inside
during hot days. Moreover, Naegleria fowleri requires tem-
peratures above 28°C to complete its life cycle (De Jonckheere
2014). Even though N. fowleri was not isolated in this study,
a member of Naegleria genus was identified, suggesting that
this environment could promote the proliferation of N. fow-
leri. In fact, the previous isolation of Naegleria spp. in Tener-
ife was reported from fresh water samples (De Jonckheere
2014), but in the current case the environmental source was
sea water used in a recreational water fountain. To the best of
our knowledge, this is the first time that Naegleria species are
reported in recreational water sources in Tenerife Island. Fi-
nally, the obtained 18S rDNA sequence in this study revealed
a 99 % homology to two previously determined isolates men-
tioned above, both from fish gills. Further molecular and phy-
logenetic analysis should be carried out but this now trio of
strains appears to represent a new species of Naegleria.
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Abstract The genus Acanthamoeba includes pathogenic
strains which are causative agents of keratitis and enceph-
alitis that often may end fatal in humans and other ani-
mals. In the present study, forty soil samples were collect-
ed in the island of El Hierro, Canary Islands, Spain, and
checked for the presence of Acanthamoeba. Samples were
cultivated onto 2 % non-nutrient agar plates seeded with a
layer of heat killed Escherichia coli. Amplification by
PCR and sequencing of the DF3 region of the 18S
rDNA of Acanthamoeba was carried out in order to con-
firm morphological identification of the amoebae.
Furthermore, Acanthamoeba spp. was isolated from
47.5 % of soil samples. Moreover, genotypes T2, T4,
and T11 were identified in these samples. To the best of
our knowledge, this is the first study to establish geno-
types T2, T4, and T11 in soil sources from El Hierro
island.

Keywords Acanthamoeba - E1Hierro - Genotype - Canary
Islands - Soil
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Introduction

Free-living amoebae belonging to the genus Acanthamoeba
and the species Naegleria fowleri and Balamuthia
mandprillaris are causative agents of lethal encephalitis and
multisystemic infections as well as keratitis (in the case of
Acanthamoeba genus) in humans and other animals
(Siddiqui and Khan 2012; Lorenzo-Morales et al. 2013;
Valladares et al. 2015).

Acanthamoeba strains are widely distributed in the environ-
ment worldwide and have been isolated from many habitats
such as water, soil, dust, and many others (Lorenzo-Morales
etal. 2015). To date, molecular classification of Acanthamoeba
genus established 20 genotypes: T1-T20 that are based on the
rRNA sequence of the isolates (Booton et al. 2005;
Qvarnstrom et al. 2013; Magnet et al. 2014; Nuprasert et al.
2010; Corsaro et al. 2015). Of the 20 genotypes, T4 is the most
abundant in the environment and includes many pathogenic
strains that have been associated with neurological and eye
diseases (Lorenzo-Morales et al. 2013). Until the present stage,
there are no available studies in the island of El Hierro focused
on the identification of Acanthamoeba strains in soil sources
and are scarce in the Canary Islands. Therefore, the developed
study aimed to check for the presence of Acanthamoeba in soil
sources collected in the island of El Hierro, Tenerife, Canary
Islands, Spain.

Material and methods
Sampling area and soil sample collection

The selected area for this study was the island of El Hierro
(Canary Islands, Spain (27° 45’ N 18° 00’ W). El Hierro is the
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Fig. 1 Map of El Hierro Island, Canary Islands, Spain

smallest and farthest south and west of the Canary Islands in
the Atlantic Ocean off the coast of Africa, with a population of
around 10,000 inhabitants. Moreover, the island was designat-
ed by UNESCO as a Biosphere Reserve in 2000 (Fig. 1).

Forty soil samples were collected in this region using 15-ml
sterile tubes. Approximately 1 g of each soil sample was in-
oculated onto 2 % non-nutrient agar (NNA) plates also seeded
with heat killed Escherichia coli, incubated at room tempera-
ture, and checked daily for the presence of Acanthamoeba for
up to a month.

DNA extraction and PCR amplification assay

DNA was extracted by gently scraping amoebae from ANN
plates using 1-2 ml of sterile Neft’s saline and after that,
placed directly into the Maxwell® 16 Tissue DNA purifi-
cation kit sample cartridge (Promega, Madrid, Spain).
Amoebic genomic DNA was purified using the Maxwell®
16 Instrument as described in the Maxwell® 16 DNA pu-
rification kits technical manual #TM284 (Promega,
Madrid, Spain). DNA yield and purity were determined
using the NanoDrop® 1000 spectrophotometer (Fisher
Scientific, Madrid, Spain) as previously described (Todd
et al. 2015). DNA amplification reactions were performed
using genus-specific markers for Acanthamoeba. A volume
of 30 pl containing approximately 40 ng template DNA,
buffer (1x) without MgCl,, 2.5 mM MgCl,, 200 uM
dNTP, 2.5 pmol of each primer pair, and 1.25 units of
Taq DNA polymerase (Applied Biosystems, New Jersey),
pH 8.3, was used for amplification in a Artik Cycler
thermocycler (Thermo Scientific). The cycling conditions
were as follows: initial denaturation of 95 °C for 5 min; 40
repetitions of denaturation at 95 °C for 45 s, annealing
phase at 50 °C for 45 s and elongation at 72 °C for 45 s;
and final elongation at 72 °C for 7 min. Amplification
products were fractionated using 2 % agarose electropho-
resis stained with a solution of 20.000x of REALSAFE
nucleic acid staining solution (Durviz, Madrid, Spain)
and visualized under the UV light. Acanthamoeba
castellanii Neff American Type Culture Collection

Table 1 Strains and genotypes

isolated from soil sources in El Strain Sampling area Locality =~ NNA PCR  Species Genotype  Genebank #

Hierro island
SSH1 Charco Manso Valverde + + Acanthamoeba T4 KU885362
SSH3 Tacorén El Pinar  + + Acanthamoeba  T11 KU885363
SSH4 Binto Frontera  + + Acanthamoeba T4 KU885364
SSHS Los Bascos Frontera  + + Acanthamoeba T4 KU885365
SSH6 Garoé Valverde + + Acanthamoeba T4 KU885366
SSH9 Jinama Valverde + + Acanthamoeba T4 KU885367
SSH10  El Sabinar Frontera  + + Acanthamoeba T4 KU885368
SSH11  LaLaja El Pinar  + + Acanthamoeba T4 KU885369
SSH13  Mirador de las Playas ~ El Pinar ~ + + Acanthamoeba T4 KU885370
SSH15  La Restinga El Pinar  + + Acanthamoeba T4 KU885371
SSH17  Poblado Guinea Frontera  + + Acanthamoeba T4 KU885372
SSH18  Mirador de Bascos Frontera  + + Acanthamoeba T4 KU885373
SSH27  Tidor Valverde + + Acanthamoeba T4 KU885374
SSH28  La Restinga El Pinar  + + Acanthamoeba T4 KU885375
SSH30  Charco de Los Sargos ~ Frontera — + + Acanthamoeba T4 KU885376
SSH31  Te Esperaré Valverde —+ Acanthamoeba T2 KU885377
SSH32  El Juaclo El Pinar  + Acanthamoeba T4 KU885378
SSH39  Mirador de Bascos Frontera  + Acanthamoeba T2 KU885379
SSH40  La Maceta Frontera  + Acanthamoeba T4 KU885380
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(ATCC) 30010 strain was used as a positive control and
distilled water added to the reaction mixture (instead of
DNA) as the negative control.

Sequencing and genotyping of strains

PCR products were purified using the QIAquick PCR purifi-
cation kit (QIAGEN, Germany), according to the manufac-
turer’s instructions, and sequenced in both directions. The
sequencing was done in a MegaBACE 1000 automatic se-
quencer (Healthcare Biosciences, Spain) using the
University of La Laguna sequencing services (Servicio de
Secuenciacion SEGAI University of La Laguna). Sequences
were edited and aligned using Mega 5.0 software program
(Tamura et al. 2011). Phylogenetic analyses were carried out
using the methodology described by Reyes-Batlle et al.
(2014), with Mega 5.0 software program.

Fig.2 18S rDNA DF3 linearized
neighbor-joining tree obtained by
MEGA 5.0 for genotypes of
Acanthamoeba soil isolates from
El Hierro island. The type
sequences were taken from
GenBank and are presented under
the following numbers:
Acanthamoeba genotype T4
isolate KK3 Accession
#KT897267; Acanthamoeba
genotype T4 strain isolate 84
Accession #L.C09083;
Acanthamoeba genotype T11
isolate AK Accession
#KJ652988; Acanthamoeba
palestinensis T2 genotype isolate
A9/FBI Accession #GU597013;
Acanthamoeba genotype TS
isolate MS1 Accession
#KT897268; Acanthamoeba
griffini strain genotype 19779
Mexico Accession #KF914142;
Acanthamoeba astronyxis strain

The sequences for the new isolates are deposited in the
Genbank database under the accession numbers KU885362—
KU885380 (Table 1).

Results and discussion

In this study, a 47.5 % (19) of the collected soil samples were
positive for Acanthamoeba spp. Moreover, phylogenetic anal-
ysis after sequencing of the DF3 region of the 18S rDNA gene
indicated that 19 Acanthamoeba isolates obtained from these
soil sources belonged to the T2 (2), T4 (16), and T11 (1)
genotypes (Fig. 2).

Acanthamoeba genotype T4 is the genotype most often
associated with human infection (Booton et al. 2005;
Lorenzo-Morales et al. 2015) but it is also the most commonly
isolated genotype from the environment. However, a statisti-
cal analysis shows that the frequency of T4 association with
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human disease is not explained by its frequency in the envi-
ronment alone (Maciver et al. 2013) and so in humans at least,
T4 is specifically pathogenic. Previous work from our group
has shown than potentially pathogenic Acanthamoeba strains
are present in a variety of sources in the Canary Islands in-
cluding soil sources (Lorenzo-Morales et al. 2005, 2007;
Reyes-Batlle et al. 2014). The obtained data specifically for
soil sources in the Canary Islands have detected the presence
of Acanthamoeba strains in 40 and 62.5 % of the soil samples
studied in the islands of Tenerife and Gran Canaria, respec-
tively. Moreover, the most prevalent genotype was T4
(Lorenzo-Morales et al. 2005; Reyes-Batlle et al. 2014). In
other regions, T4 has also been reported to be the most com-
mon genotype, and occurrence of Acanthamoeba strains has
varied from 26.6 % in a dry region of Iran (Rahdar et al. 2012)
t0 63.9 % in Jamaica (Todd et al. 2015). Furthermore, Geisen
etal. (2014) supported the data mentioned above and obtained
in this study, since they stated that genotype T4 was highly
abundant in soil samples collected from many countries and
regions worldwide (Geisen et al. 2014). Therefore, the high
occurrence of Acanthamoeba genotype T4 found in the sam-
ples collected in this study is not surprising. Nevertheless,
further studies should be developed in order to establish the
pathogenic potential of the isolated strains, and also, aware-
ness should be raised among clinicians and public health
workers in this region.
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Abstract Free-living amoebae (FLA) are widely dis-
tributed protozoa in the environment and have been isolated
from many sources such as dust, soil and water. Furthermore,
some genera/species of FLA such as Naegleria fowleri,
Balamuthia mandrillaris and Acanthamoeba spp. are also
able to cause opportunistic infections in humans and other
animals. More recently, FLA have been reported to be
environmental carriers of pathogenic bacteria, fungi and
viruses, and thus have gained further importance from the
public health point of view. Among them, Acanthamoeba
spp. and Vermamoeba vermiformis have been described in
many occasions as the most common carriers of pathogens of
high medical relevance such as Legionella pneumophila and
Mpycobacterium spp. In this study, 24 soil samples were
collected from the island of El Hierro, Canary Islands, Spain,
in order to check for the presence of V. vermiformis strains in
these samples. Soil samples were cultured on 2 % non-nu-
trient agar plates covered with a thin layer of heat-killed
E. coli and checked daily for the presence of Vermamoeba.
After a week, V. vermiformis amoebae were observed in 5 of
the 24 processed samples (20.8 %) incubated at room tem-
perature and 37 °C. Molecular characterization was carried
out by amplifying the 18S rDNA gene and DNA sequencing,
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confirming that the isolated strains belonged to Vermamoeba
vermiformis species. The high percentage of V. vermiformis
in the studied soil sources should raise awareness in the
region since these amoebae are potential environmental
carriers of pathogens of high medical relevance.

Introduction

Some members of free-living amoebae (FLA) are able to
act not only as opportunistic pathogens but also as vehicles
of other pathogens such as bacteria and viruses [8, 16].
Regarding the prevalence in water bodies, FLA of Acan-
thamoeba and Vermamoeba genus are among the most
common genera/species described in the literature [3-5,
11]. The FLA species, Vermamoeba vermiformis seems to
be a very common amoebic species worldwide. Moreover,
it has recently gained medical relevance since it is an
environmental carrier of highly important pathogenic
agents such as Legionella pneumophila [2, 15, 16]. Fur-
thermore, this amoebic species presents a wide distribution
and has been described from many habitats including
geothermal springs and even snow [1, 9, 13]. Even though
V. vermiformis seems to be common in water sources, there
is a general lack of studies that determine the presence of
these amoebae in soil-related sources, which forms the
basis for the aim of our study.

In this study, 24 soil samples from the island of El
Hierro were collected and checked for the presence of V.
vermiformis. The isolated amoebae were identified using
both morphological and PCR/sequencing tools. To the best
of our knowledge, this is the first report of V. vermiformis
species from soil sources in the island of El Hierro and in
the Canary Islands.
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Materials and Methods
Sample Collection and Location

Soil samples were collected from the island of El Hierro,
Canary Islands, Spain (27°45'N 18°00'W; Fig. 1) using
sterile 15 ml tubes during the summer season of 2015.
Samples were kept at room temperature until further pro-
cessing in the laboratory. The island of El Hierro, nick-
named Isla del Meridiano (the Meridian Island), is the
smallest and farthest south and west of the Canary Islands
in the Atlantic Ocean off the coast of Africa, with a pop-
ulation of around 10,000 inhabitants. Moreover, the island
was designated by UNESCO as a Biosphere Reserve in
2000.

Culture and Identification of the Amoebae

Approximately 1 g of each soil sample was inoculated onto
2 % non-nutrient agar (NNA) plates with a layer of heat-
killed E. coli at room temperature and 37 °C as previously
described [10]. Later, the plates were monitored daily for

the presence of Vermamoeba vermiformis as previously
described [9, 10]. Plates that were suspected to carry
amoebae were subcultured until a plate free of contaminant
organisms was obtained. Unfortunately, axenification of
the strains for further cellular analyses was not successful
even in 2 % Bactocasitone.

DNA Isolation and Molecular Identification by PCR

DNA from cultures identified as positive for FLA by
microscopy was extracted as previously described [9, 10]
by placing 1-2 ml of amoebae cultures directly into the
Maxwell® 16 Tissue DNA Purification Kit sample car-
tridge (Promega, Madrid, Spain). Amoebic genomic DNA
was purified using the Maxwell® 16 Instrument as descri-
bed in the Maxwell® 16 DNA Purification Kits Technical
Manual #TM284 (Promega, Madrid, Spain). DNA yield
and purity were determined using the NanoDrop® 1000
spectrophotometer (Fisher Scientific, Madrid, Spain).
Later, PCR amplification of the FLA 18S rDNA gene
was carried out using a universal primer pair FLA-F and
FLA-R [12]. The resulting PCR products were purified

ﬁ

v J
@"' J

Valverde

La Frontera

El Pinar

Fig. 1 The island of El Hierro showing the three localities included in this study
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Table 1 Strain codes and localities of the V. vermiformis isolates in El Hierro, Canary Islands, Spain

Code Sampling area Locality NNA PCR Species Accession #* Homology® (%)
SSH12 Cruz de Los Reyes Frontera + + V. vermiformis KU746978 99
SSH13 Mirador de Las Playas El Pinar + + V. vermiformis KU746977 99
SSH16 Mirador de La Pefia Valverde + + V. vermiformis KU746979 99
SSH19 Faro de Orchilla El Pinar + + V. vermiformis KU746980 99
SSH23 Valverde Town Centre Valverde + + V. vermiformis KU746981 99

* Accession number of the new V. vermiformis isolates

® Homology % with other V. vermiformis sequences available in Genbank such as KP792388.1, KT185625.1, KC161965

Fig. 2 Vermamoeba

vermiformis trophozoites (T) at
%100 of magnification isolated
in the island of El Hierro strain:
a SSH13 Strain. b SSH16 Strain

using the Qiaquick PCR purification kit (Qiagen, Hilden,
Germany) and sequenced using a MEGABACE 1000
automatic sequencer (Healthcare Biosciences, Barcelona,
Spain) in the University of La Laguna Sequencing Services
(Servicio de Secuenciacion SEGAI, University of La
Laguna). Sequences were aligned using Mega 5.0 software
program [14]. Species identification was based on sequence
homology analysis by comparing the available Ver-
mamoeba vermiformis DNA sequences in the Genbank
database.

Results and Discussion

Morphological characterization of amoebic strains using
the currently available identification key from Page [7]
yielded the identification of five (20.8 %) V. vermiformis
strains from the 24 soil samples included in this study
(Table 1; Fig. 2). Later, molecular characterization of the
strains was carried out using PCR/sequencing of the 18S
rDNA gene and confirmed all strains to be members of V.
vermiformis species (99 % homology when compared to
the available Vermamoeba vermiformis sequences in
Genbank: KP792388.1, KT185625, KC161965, and 97 %
homology to a keratitis-related isolate from Tenerife
EF205324).

Interestingly, positive samples in this study corre-
sponded to regions widely visited by tourists and locals
(SSH12, SSH13, SSH16 and SSH19 strains) and also the

@ Springer

capital of the island, Valverde (SSH23) (Table 1).
Regarding the sampling sites that were positive for Ver-
mamoeba vermiformis, it is important to mention that
strains SSH13 and SSH16 were isolated from touristic
viewpoints, among which Mirador de la Pefia is one of the
landmarks visited by most of the locals and tourists yearly,
which can even get crowded in some times of the year.
Both viewpoints are located around 650 m above the sea
level. In the case of strain SSH12, it was isolated from a
widely visited landmark by locals, and it is related to
religious celebrations (Cruz de Los Reyes) and thus many
people could get in contact with the amoebae in this area.
The Faro de Orchilla (Orchilla lighthouse) hosted strain
SSH19. This landmark on the South-West of El Hierro
island represents a significant location in terms of the
Canary Islands, as it is one of the most westerly points in
the islands. A meridian memorial close to the Faro de
Orchilla is a reminder that historically this area was con-
sidered to be a prime meridian for early map makers, and
was known as the Ferro Meridian, at the western extremity
of the known world. Again, due to its historical importance,
it is widely visited by many locals and tourists. Finally, the
strain SSH23 was isolated from a garden at the entrance of
the capital of the island, Valverde which hosts the highest
number of inhabitants on the island. Interestingly, all the
positive sampling sites in this study were related to some of
the more crowded regions on this otherwise quiet island.
The presence of this species in soil samples in the island
should raise awareness to health authorities since this
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amoebic species acts as a carrier of pathogens of high
medical relevance. To the best of our knowledge, this is the
first report of Vermamoeba vermiformis from soil sources
in the island of El Hierro and in the Canary Islands,
although we have isolated this species from the eye of an
amoebic keratitis patient from Tenerife [17] and from the
snows of Mount Teide [9].
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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 aceptacion: 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% presenté caracteristicas morfolédgicas compatibles con el grupo 11, 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 coincididé con patrones
previamente publicados. Solo se identificé 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 Il, 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 Il 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

Introduccién

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 corneales (2) 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 (24), Sappinia pedata (), de la cual sdlo se ha
reportado un caso, un caso de Meningoencefalitis producida por Paravahlkampfia francinae (6) y
un caso de keratitis atipica en un paciente con herpes, del cual se aisl6 Paravahlkampfia sp. (6)

Las AVL del género Acanthamoeba, son las que producen mayor nimero 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 (),

El diagnéstico de las AVL como agente causal de patologias en el humano no es facil. Sin
embargo, la identificacién morfolégica 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 biologicas 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 clasificacién entre especies es dificil y poco especifica, sobre todo entre el grupo

Iy 1ll, cuyos quistes a veces no son facilmente diferenciables (10),

En la actualidad, el empleo de técnicas moleculares, ha permitido que la clasificacion 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. EI 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
(11.12) 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 clasificacion 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 biolégicas (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 (), 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 realizé la clasificacion en grupos, siguiendo los criterios propuestos por Pussard y Pons(10),

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 tampon 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 tampén de lisis, se almacend 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 relacién 230/260 nm y 260/280 nm.

Se realiz6 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 L, con las siguientes concentraciones
finales: 1X del tampon de PCR; 0,2 mM de los dinucleétidos (dNTPs); 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 realizo a 40 ciclos de 94 °C por 45 segundos, 55 °C por 60 segundos y 72 °C por 1,5
minutos. Una desnaturalizacion 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 tampén 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 y 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 11l (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 relacioné con el tamafio en pb en un sistema de
coordenadas semilogaritmico. De esta forma, se obtuvo una recta la cual se utilizd para
extrapolar los fragmentos obtenidos de los aislados, luego del RFLP.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico que se utilizé 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 versiéon 18. Se
consideré como estadisticamente significativo un valor de p<0,05.

Resultados

Caracterizacion morfolégica 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 ym (Rango: 9,6-
14,0 pm), significativamente mas grande (p= 0,035, una cola) que los del grupo Ill, los cuales median en promedio
9,5 pm (Rango: 7,8-10,85 pym).

También se tomé en cuenta el nimero de puntas del endoquiste y la cantidad de éstas que hacen contacto con el
ectoquiste. Los aislados del grupo Il 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 lll 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 morfoldgica de los trofozoitos de Acanthamoeba spp. se tomo en cuenta el diametro mayor
y menor de los trofozoitos, nimero de vacuolas contractiles, diametro de las vacuolas contractiles, pseudépodos
emitidos y nimero 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 ym) que aquellos que se ubicaron en el grupo Il (LM 18,67 + 8,28 ym; Lm 10,28 + 4,27 ym). Se observé
diferencias significativas en el nimero de pseuddpodos emitidos siendo mayor para los trofozoitos del grupo Il
(p=0,04). El tiempo de mantenimiento en el Laboratorio de los aislados del grupo I, fue significativamente mayor
que el de los aislados ubicados en el grupo Il (p= 0,020). (Fig.-1)

Clasificacion molecular

Reaccién 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 morfologicos Il y IlI, respectivamente.
Unicamente el aislado A2 clasificado dentro del grupo Il presenté un producto de 700 pb (Fig.- 2)

C+ A3 Al1 A1B AJD AS AlB

900 pb

700ph

Figura 2.-Productos de PCR de surRNA18 de aislados de Acanthamoeba spp. pertenecientes al grupo Il y grupo lll segin 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 observé 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 afios,
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 caracterizacién 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)

As: KL ale 30 R3A a4 2742 B AT ALL ALE AL BN A% AR 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 Hinf1 En el Gel B se observa la digestion realizada con Hha | En el Gel C se observa la

digestion realizada con Hae Il Electroforesis en gel de Agarosa al 2,5%, tefiido con SYBER safe (Invi!rogen®, 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.

3 Procedencia Afio
Al tllcera corneal 1988
A2 Exudado nasal 1991
A3 Ulcera corneal 1991
AG Hisopado conjuntival 1992
A0 Heces-diarrea 1993
AT Ulcera corneal 1993
A2 Ulcera corneal 1994
A3 Heces 1994
Ald Heces 1994
A5 Lentes de contacto y dlcera corneal 1995
A6 Lentes de contacto y Ulcera corngal 1996
AT Lentes de contacto v Ulcera corneal 1995
A8 Exudado conjuntival 1996
A8 Ulcera corneal 1996
A20 Exudado conjuntival 1997
A2 Exudado conjuntival 1995
AZ2 Ulcera corneal 1997
A25 Ulcera corneal 2001
ADR Ulcera corneal 2001
A7 Ulcera corneal 2001
A28 Lente de concato 2002
AZ29 Lentes de contacto 2003
A30 Aspirado de Absceso cerebral 2004
A3 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 |11,
no se observé correspondencia entre los productos de digestion con las enzimas Hinf |, Hha | y Hae Ill 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 accion 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.

Discusién

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
nuimero de usuarios de lentes de contacto y de personas inmunosuprimidas, asi como las
dificultades de diagndstico y tratamiento (19). Aunado a ésto, la creciente invasion 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
métodos 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 (21). Sin
embargo, hay entidades patoldgicas 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 realizo
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 (11 y otros
autores consideran que aun se mantienen los criterios morfolégicos de Pussard y Pons 1977
para la identificacion morfoldgica. ©

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 observé 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
111, 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, segin Kong y Chung 1996 (17, gl
otro grupo, correspondiente a los aislados A2, A9, A12, A13, A14, A15, A25, A26, A27, A28,
A29, A30 y A31, mostraron caracteristicas morfologicas 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 regiéon 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 andlisis 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 identificacién de especies, incluso aquellas estrechamente relacionadas.
Sin embargo, numerosos estudios han comprobado que la porcién analizada en este estudio
(18S) poseen areas de ADN no codificantes o intrones que pueden alterar la estructura genética,
modificar el tamafio de los amplificados por PCR y por lo tanto afectar la correcta interpretacion
del mismo (1718) 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 morfoldgicas y
metabdlicas de acuerdo al tiempo, temperatura de mantenimiento y las condiciones de cultivo
(19)

La identificacién 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 morfolégicas 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 I comprenden un amplio grupo entre
las que se hallan Acanthamoeba polyphaga y Acanthamoeba castellanii, y son en conjunto con
las del grupo Ill, los patégenos mas comunmente aislados de muestras clinicas a nivel mundial
22)

El 50% de los aislados seleccionados para este proyecto, no presenté productos de digestion
similares a los patrones de digestion con cada una de las enzimas publicadas por Kong y Chung
1996 (17). 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, soélo por el estudio microscépico, existen diferencias estructurales que avalan la
clasificacion de 1977, en grupos morfologicos y dichos grupos ademas presentan diferencias
genéticas importantes, lo cual facilita la diferenciacion y en ultimo término la identificacion y
genotipificaciéon de los mismos.

A futuro, en el Laboratorio de Amibiasis de la Escuela de Bioanalisis 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 patdgena conocida y asi conocer el riesgo para el paciente, sobre todo para usuarios de
lentes de contacto.
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Abstract

In this study, twenty water samples were collected in the island of Lanzarote, Canary Islands, Spain in order to check for the
presence of V. vermiformis strains in these samples. Water samples were cultured on 2% Non-Nutrient Agar (NNA) plates cov-
ered with a thin layer of heat killed E. coli and checked daily for the presence of Vermamoeba. After a week, V. vermiformis
amoebae were observed in 2 of the 20 processed samples (10%) incubated at room temperature and 37°C. Molecular charac-
terization was carried out by amplifying the 18S rDNA gene and DNA sequencing in order to confirm the identity of the iso-
lated amoebic strains. To the best of our knowledge, this is the first report on the presence of FLA in environmental sources in
Lanzarote Island and the first report of Vermamoeba vermiformis in water sources in this island. Furthermore, the two strains
isolated in this study were collected in recreational areas with close contact with humans and thus awareness should be raised.

Keywords

Vermamoeba vermiformis; water; Lanzarote; Canary Islands; Spain

Free-Living Amoebae (FLA) are widely distributed mi-
croorganisms worldwide which are able to act as opportunis-
tic pathogens and also as vehicles of other pathogens such
including bacteria and viruses (Lasjerdi et al. 2015; Thomas
et al. 2010; Pagnier ef al. 2015). Regarding the prevalence in
water bodies, FLA of Acanthamoeba and Vermamoeba gen-
era are among the most common genera/species described in
the literature (Adamska et al. 2014; Fouque et al. 2015;
Lorenzo-Morales ef al. 2015; Richards et al. 2010). Further-
more, Vermamoeba vermiformis has recently gained medical
relevance as it has been described to be an environmental vec-
tor of Legionella pneumophila and other clinical relevant bac-
teria (Adamska et al. 2014; Fouque et al. 2014; Thomas et al.
2008, 2010). This amoebic species presents a wide distribution

in the environment mostly in water sources. Moreover, it is
able to grow at a wide range of temperature and has even been
isolated from thermal water bodies and snow (Bonilla-Lemus
et al. 2014; Reyes-Batlle ef al. 2015; Thomas et al. 2008).
Even though V. vermiformis seems to be common in water
sources, no previous studies have been carried out in the island
of Lanzarote and hence the aim of the present research.

In this study, twenty water samples were collected in
the the island of Lanzarote and checked for the presence of
V. vermiformis. The isolated amoebae were identified using
both morphological and PCR/sequencing tools. To the best
of our knowledge, this is the first report of FLA and also
V. vermiformis species from water sources in the island of
Lanzarote.

*Corresponding author: jmlorenz@ull.edu.es
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1-Arrecife
2-Haria
3-Teguise
4-Tinajo

Z

5-San Bartolomé
6-Tias
7-Yaiza

i '

Fig. 1. The island of Lanzarote showing the two sampling points which were positive for V. vermiformis in this study

Water samples were collected from the island of Lanzarote,
Canary Islands, Spain (29° 2’ 6" N, 13° 37’ 58.8" W) (Fig. 1)
using sterile 1 L glass bottles tubes during the summer season of
2015. Samples were kept at 4°C until further processing in the
laboratory. The island of Lanzarote is the easternmost of the Ca-

nary Islands, in the Atlantic Ocean, approximately 125 km
(78 mi) off the coast of Africa. Moreover, Lanzarote is the fourth
largest of the islands and presents a population of around
141.938 inhabitants, making Lanzarote the third most populated
island of the Canary Islands, after Tenerife and Gran Canaria.

Table I. Strain codes and localities of the V. vermiformis isolates in Lanzarote, Canary Islands, Spain

Code Sampling area Locality Source NNA PCR Species Homology
WSL1 Charco de San Ginés Arrecife Beach - - -
WSL2 Castillo San Gabriel Arrecife Beach - - -
WSL3 Haria Village Haria Tap - - -
WSL4 Ye Arrecife Tap - - -
WSLS Arrecife Town Arrecife Fountain - - -
WSL6 Hotel Arrecife Beach - - -
WSL7 Airport Arrecife Tap - - -
WSLS Harbour Arrecife Beach - - -
WSL9 Puerto del Carmen Tias Beach - - -
WSL10 Puerto del Carmen Tias Tap - - -
WSLI11 Teguise Town Tias Tap - - -
WSL12 Teguise Town Tias Fountain - - -
WSL13 Costa Teguise Teguise Jacuzzi + + V. vermiformis 99%
WSL14 Costa Teguise Teguise Tap - - -
WSL15 Mirador del Rio Arrecife Spring - - -
WSLI16 Mirador del Rio Arrecife Fountain - - -
WSL17 Mirador del Rio Arrecife Tap - - -
WSL18 Punta Mujeres Haria Tap - - -
WSL19 Punta Mujeres Haria Beach - - -
WSL20 Yaiza Yaiza Fountain + + V. vermiformis 99%
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Water samples were filtered using a vacuum manifold sys-
tem and 0.45 um nitrocellulose filters (Pall, Madrid, Spain).
Filters were then cultured inverted onto 2% non-nutrient agar
(NNA) plates with a layer of heat killed E. coli at room tem-
perature and 37°C and were monitored daily for the presence
of FLA as previously described (Lorenzo-Morales et al. 2005
a, b; Reyes-Batlle e al. 2015). Plates that were suspicious for
amoebae were subcultured until a clean plate was obtained.
Unfortunately, axenification of the strains for further cellular
analyses was not successful even using 2% Bactocasitone.

DNA from cultures identified as positive for FLA by mi-
croscopy was extracted as previously described (Reyes-Batlle
et al. 2014, 2015) by placing 1-2 ml of amoebae cultures di-
rectly into the Maxwell® 16 Tissue DNA Purification Kit
sample cartridge (Promega, Madrid, Spain). Amoebic ge-
nomic DNA was purified using the Maxwell® 16 Instrument
as described in the Maxwell® 16 DNA Purification Kits Tech-
nical Manual #TM284 (Promega, Madrid, Spain). DNA yield
and purity were determined using the NanoDrop® 1000 spec-
trophotometer (Fisher Scientific, Madrid, Spain). After that,
PCR amplification of the FLA 18S rDNA gene was carried
out using a universal primer pair FLA-F and FLA-R (Smirnov
et al. 2011). The resulting PCR products were purified using
the Qiaquick PCR purification kit (Qiagen, Hilden, Germany)
and sequenced using a MEGABACE 1000 automatic se-
quencer (Healthcare Biosciences, Barcelona, Spain) in the
University of La Laguna Sequencing Services (Servicio de Se-
cuenciacion SEGAI, University of La Laguna). Sequences
were aligned using Mega 5.0 software program (Tamura et al.
2011). Species identification was based on sequence homol-
ogy analysis by comparison to the available Vermamoeba ver-
miformis DNA sequences in the Genbank database.

Morphological characterization of amoebic strains using
the currently available identification key from Page (Page,
1988), yielded the identification of two (10%) V. vermiformis
strains from the 20 water samples included in this study (Table
I and Fig. 2). After that, molecular characterization of the
strains was carried out by using PCR/sequencing of the 18S
rDNA gene and confirmed all strains to be members of V. ver-
miformis species (more than 99% homology when compared
to the available Vermamoeba vermiformis sequences in Gen-
bank).

Regarding studies on FLA in the Canary Islands, patho-
genic strains of Acanthamoeba genus have been reported in
water and soil sources in the island of Tenerife and from soil
in Gran Canaria (Lorenzo-Morales et al. 2005a, b, 2006,
Reyes-Batlle et al. 2014). Moreover, strains of Vermamoeba
vermiformis have also been detected in snow in Tenerife is-
land and water sources in the island of El Hierro. Until now,
no studies on the prevalence of FLA in the environment in the
island of Lanzarote have been carried out and hence the aim
of the present study. Interestingly, positive samples in this
workd corresponded to regions widely visited by tourists and
locals (WSL13 and WSL20 strains) (Table I). The presence of
this species in water samples in the island should raise aware-

Fig. 2. Vermamoeba vermiformis trophozoites (T) and cysts (C)
at 100X of magnification isolated in the island of Lanzarote strain:
A — WSLI13 strain Cysts; B— WSL13 strain trophozoite; C — WSL20
strain trophozoite
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ness to health authorities since this amoebic species acts as
a carrier of pathogens of high medical relevance. Moreover,
and to the best of our knowledge, this is the first report of
Vermamoeba vermiformis species from water sources in the
island of Lanzarote.
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Abstract

Background: Free-living amoebae (FLA) are group of protozoa distributed worldwide in many habitats mainly
water and soil related sources. Some members of FLA are able to act as opportunistic pathogens and are
environmental carriers of other pathogenic agents such as bacteria and viruses. Vermamoeba vermiformis is a
highly abundant FLLA species in water bodies and has recently gained environmental importance as it acts as a
vehicle of many pathogenic bacteria such as Legionella pneumophila.

Cases Report: In this study, water samples were collected from the island of El Hierro, Canary Islands, Spain
during 2015. El Hierro island was designated by UNESCO as a biosphere reserve and it is currently the less
populated of the Canary Islands. The water samples were culture on 2 % Non-Nutrient Agar (NNA) plates
covered with a thin layer of heat killed E. coli and checked daily for the presence of FLA. After a week, V.
vermiformis amoebae were observed in the plates incubated at room temperature and 37 °C. Molecular
characterization was carried out by amplifying the 18S rDNA gene and DNA sequencing, confirming that the
isolated strain belonged to Vermamoeba vermiformis species.

Conclusion: To the best of our knowledge, this is the first report of Vermamoeba vermiformis isolation in the
island of El Hierro and the second report of this species in the Canary Islands.

Keywords: Vermamoeba vermiformis, water, Canary Islands, Spain
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Introduction pathogenic agents, but also as vehicles for other

pathogens such as bacteria and viruses'?. Regarding
Free-Living Amoebae (FLA) are of medical the abundance in water bodies, FLA of Acanthamoeba
importance since they could act as opportunistic and Vermamoeba genus are among the most common
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ones™®.

In the case of Vermamoeba vermiformis species, it is
important to mention that it has been reported in
many areas worldwide and has recently gained
medical relevance since it is a vehicle of highly
important pathogenic agents such as Legionella
pneumophila7'8. Furthermore, this amoebic species
present a wide distribution and has been described
from many habitats including geothermal springs and
even snow’ .

In this study, water samples from the island of El
Hierro were collected and checked for the presence
of V. vermiformis. Isolated amoebic strain was
identified using morphological and PCR/sequencing
tools. To the best of our knowledge, this is the first
report of V. vermiformis species in the island of El
Hierro and the second report in the Canary Islands.

Case Report

Sample collection and location: Water samples
were collected (triplicate) in the island of El Hierro,
Canary Islands, Spain (27° 45’ N 18° 00" W) using
sterile glass bottles during the summer season of
2015. The samples were kept at 4°C until further
processing in the laboratory. The island of El Hierro,
nicknamed Isla del Meridiano (the Meridian Island),
is the smallest and farthest south and west of the
Canary Islands in the Atlantic Ocean off the coast of

First Report of Vermamoeba vermiformis in the Island of El Hierro

Africa, with a population of around 10.000 inhabitants.
Moreover, the island was designated by UNESCO as a
Biosphere Reserve in 2000.

Culture and identification of the amoebae: Water
samples were filtered using a vacuum manifold system
and 0.45 um nitrocellulose filters (Pall, Madrid,
Spain). Filters were then cultured inverted onto 2%
non-nutrient agar (NNA) plates with a layer of heat
killed E. coli at room temperature and 37 °C and were
monitored daily for the presence of FLA as previously
described'""'%. Plates that were suspicious for amoebae
were subcultured until a clean plate was obtained.
DNA isolation and molecular identification by
PCR: DNA from cultures identified as positive for
FLA by microscopy was extracted as previously
described' ' by placing 1-2 ml of amoebae cultures
directly into the Maxwell® 16 Tissue DNA
Purification Kit sample cartridge (Promega, Madrid,
Spain). Amoebic genomic DNA was purified using the
Maxwell® 16 Instrument as described in the
Maxwell® 16 DNA Purification Kits Technical
Manual #TM284 (Promega, Madrid, Spain). DNA
yield and purity were determined using the
NanoDrop® 1000  spectrophotometer  (Fisher
Scientific, Madrid, Spain).

After that, PCR amplification of the FLA 18S rDNA
gene was carried out using a universal primer pair
FLA-F and FLA-R". The resulting PCR products
were purified using the Qiaquick PCR purification kit

Figure 1. Vermamoeba vermiformis trophozoites (T) and cysts (C) at 100X of magnification isolated in the island of El Hierro.
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(Qiagen, Hilden, Germany) and sequenced using a
MEGABACE 1000 automatic sequencer (Healthcare
Biosciences, Barcelona, Spain) in the University of
La Laguna Sequencing Services (Servicio de
Secuenciacién SEGAI, University of La Laguna).
Sequences were aligned using Mega 5.0 software
program'®. Species identification was based on
sequence homology analysis by comparison to the
available Vermamoeba vermiformis DNA sequences
in Genbank databaseOne of the cultured samples in
NNA plates was positive for FLA growth under the
inverted microscope. After that, pieces of agar from
the initial positive plate were subcultured in 2%
NNA plates for the isolation of the amoebae until a
clean plate was obtained as it was described in the
material and methods section. Morphological
characterization of the strain using the currently
available identification key from Pagels, yielded the
identification of this amoebic strain as a member of
V. vermiformis species (Figure 1A and 1B).
Furthermore, molecular characterization of the strain
after PCR/sequencing of the 18S rDNA gene
confirmed the strain to be a member of V.
vermiformis species (99% homology when compared
to the available Vermamoeba vermiformis sequences
in Genbank).

Discussion

This is the first report of FLA species in the island of
El Hierro from water samples. The positive sample
was collected in the area of La Dehesa in Frontera
municipality that is a widely visited area with locals
and tourists all over the year. The presence of this
species in water bodies in the island should raise
awareness to health authorities. Moreover and to the
best of our knowledge, this is the first report of
Vermamoeba vermiformis species in the island of El
Hierro and the second report of this amoebic species
in the Canary Islands.
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Abstract The present study describes two cases of Acan-
thamoeba infections (keratitis and ascites/peritonitis) in
small breed domestic dogs in Tenerife, Canary Islands,
Spain. In both cases, amoebic trophozoites were observed
under the inverted microscope and isolated from the
infected tissues and/or fluids, without detecting the pres-
ence of other viral, fungal or bacterial pathogens. Amoebae
were isolated using 2 % non-nutrient agar plates and axeni-
fied for further biochemical and molecular analyses. Osmo-
tolerance and thermotolerance assays revealed that both
isolates were able to grow up to 37 °C and 1 M of man-
nitol and were thus considered as potentially pathogenic.
Moreover, the strains were classified as highly cytotoxic as
they cause more than 75 % of toxicity when incubated with
two eukaryotic cell lines. In order to classify the strains
at the molecular level, the diagnostic fragment 3 (DF3)
region of the 18S rDNA of Acanthamoeba was ampli-
fied and sequenced, revealing that both isolates belonged
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to genotype T4. In both cases, owners of the animals did
not allow any further studies or follow-up and therefore
the current status of these animals is unknown. Further-
more, the isolation of these pathogenic amoebae should
raise awareness with the veterinary community locally and
worldwide.

Keywords Acanthamoeba - Dog - Infection - Keratitis -
Ascites - Canary Islands - Spain

Introduction

Free-living amoebae belonging to the genus Acanthamoeba
and the species Naegleria fowleri and Balamuthia mandril-
laris are causative agents of lethal encephalitis and multi-
systemic infections as well as keratitis (in the case of Acan-
thamoeba genus) in humans and other animals (Siddiqui
and Khan 2012; Lorenzo-Morales et al. 2013).

There are reports worldwide of these opportunistic
pathogens as causative agents of infections in various
members of the animal kingdom such as cattle, birds and
horses. Focusing on Acanthamoeba genus and infections
in domestic animals, these amoebae have been reported as
causative agents of encephalitis in three dogs (Pearce et al.
1985; Bauer et al. 1993; Brofman et al. 2003), five cases
of disseminated infections (Ayers et al. 1972; Dubey et al.
2005; Reed et al. 2010; Kent et al. 2011; Valladares et al.
2014) and a case of prostatitis (Lorenzo-Morales et al.
2013). Furthermore, Balamuthia mandrillaris has been
previously reported as the causative agent of meningoen-
cephalitis in three dogs (Foreman et al. 2004; Finnin et al.
2007; Hodge et al. 2011). No natural cases of Naegleria
fowleri infections in domestic animals have been described
so far.
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To date, Acanthamoeba genus is classified at the geno-
type level (19 different genotypes, T1-T19) based on rRNA
gene sequencing (Booton et al. 2005; Nuprasert et al. 2010;
Qvarnstrom et al. 2013; Magnet et al. 2014). Strains of
Acanthamoeba belonging to genotype T4 have been iso-
lated in 90 % of the reported clinical cases worldwide,
although genotypes such as T1, T3, T5, T10, T11, T15,
T17 and T18 are also related to amoebic infection cases in
humans and other animals (Lorenzo-Morales et al. 2013;
Qvarnstrom et al. 2013).

In this study, Acanthamoeba strains belonging to geno-
type T4 were isolated from a case of canine keratitis and
ascites/peritonitis. To the best of our knowledge, this is the
first report on the isolation of potentially pathogenic Acan-
thamoeba strains in dogs suffering the conditions men-
tioned above in Spain and worldwide.

Materials and methods
Animal samples

Corneal swabs and tears were collected from a dog suf-
fering from keratitis. In the case of the dog suffering with
ascites, the fluid of the peritoneal cavity was collected and
kept in sterile tubes until culture. It is important to mention
that no bacterial, viral, fungal or yeast agents were identi-
fied in these samples and therefore were submitted to our
laboratory to check for the presence of free-living amoebae.

Culture and identification of the amoebae

Amoebae were observed under the microscope directly
from peritoneal fluid, and corneal swab samples were cul-
tured on 2 % non-nutrient agar (NNA) plates at 22 and
37 °C and were monitored daily for the presence of free-
living amoebae as previously described (Lorenzo-Morales
et al. 2006) with an overlayer of Escherichia coli suspen-
sion that had been heat inactivated (2 h at 60 °C). The iso-
lates were cultured axenically in 75-cm? culture tissue flask
without shaking, at 28 °C, in PYG medium [0.75 % (wt/
vol) proteose peptone, 0.75 % (wt/vol) yeast extract and
1.5 % glucose] supplemented with 20 ug/ml of gentamicin.

DNA isolation

DNA from cultures identified as positive for amoebae by
microscopy was extracted by placing 1-2 ml of amoeba
cultures directly into the Maxwell® 16 Tissue DNA Puri-
fication Kit sample cartridge (Promega, Madrid, Spain).
Amoebic genomic DNA was purified using the Maxwell®
16 Instrument as described in the Maxwell® 16 DNA Puri-
fication Kits Technical Manual #TM284 (Promega, Madrid,
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Spain). DNA yield and purity were determined using the
NanoDrop® 1000 spectrophotometer (Fisher Scientific,
Madrid, Spain).

18S rDNA gene amplifications for Acanthamoeba (DF3
region) were performed as previously described (Booton
et al. 2005; Niyyati et al. 2009). The resulting PCR prod-
ucts were purified using the QIAquick PCR purification kit
(Qiagen, Hilden, Germany) and sequenced using a MEGA-
BACE 1000 automatic sequencer (Healthcare Biosciences,
Barcelona, Spain) in the University of La Laguna Sequenc-
ing Services (Servicio de Secuenciacion SEGAI, Univer-
sity of La Laguna). Sequences were aligned using Mega
5.0 software program (Tamura et al. 2011). Genotype iden-
tification was based on sequence analysis of DF3 region as
previously described by comparison to the available Acan-
thamoeba DNA sequences in GenBank database (Booton
et al. 2005; Niyyati et al. 2009). Acanthamoeba castellanii
Neff ATCC 30010 DNA was used as a positive control in
the PCR reactions.

Phylogenetic analyses for the obtained sequences were
carried out using maximum parsimony, minimum evolution
and maximum likelihood optimality criteria, implemented
in Mega 5.0 (Tamura et al. 2011). Transition/transversion
ratios were estimated by maximum likelihood heuris-
tic searches. Estimates of node support were obtained by
performing 1000 bootstrap replicates. Obtained sequences
were compared to sequences available in GenBank data-
base. The sequences for the new isolates are deposited
in the GenBank database under the accession numbers:
KP728281-KP728282.

Tolerance assays

Osmotolerance of the isolated amoebae was assayed
by incubating the strains onto 2 % non-nutrient agar
plates containing mannitol 0.5, 1.0 and 1.5 and seeded
with heat-killed E. coli. Approximately 10* trophozo-
ites were inoculated onto the centre of non-nutrient agar
plates. Plates were observed for amoebae growth with
an inverted microscope after 24, 48 and 72 h. To inves-
tigate thermotolerance, approximately 10° trophozo-
ites were inoculated in the centre of non-nutrient agar
plates seeded with heat-killed E. coli. The plates were
incubated at 28, 37 and 42 °C and monitored using an
inverted microscope for amoebae growth after 24, 48 and
72 h. Approximately 10° trophozoites were inoculated in
the centre of new non-nutrient agar plates seeded with
heat-kil