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RESUMEN 

El género Acanthamoeba, presenta algunas especies que son patogenas oportunistas para el hombre 

y para otros animales. Se ha visto que las distintas cepas responden de forma diferente frente a los 

mismos farmacos, por lo que es importante la identificacion mas preciza de las distintas cepas 

presentes en el ambiente por ello, el objetivo del presente estudio fue identificar varios aislamientos 

ambientales de Acanthamoeba mediante la restriccién enzimatica del DNA total. Para lograrlo, se 

extrajé el DNA total de siete cepas problema y doce de referencia, este DNA se sometio a digestion 

con las enzimas Bell, Xhol, EcoR!, BamHI, Kpnl y Hindlll. Se obtuvieron los patrones de bandeo 

al separar los fragmentos de restriccién por electroforesis en gel de agarosa al 0.7%, los perfiles de 

bandeo que generaron todas las cepas se compararon entre si y se obtuvé una matriz de datos con 

los pesos moleculares promedio de cada banda, estos datos se analizaron con el programa PC-ORD 

version 3.15 para Windows, mediante el cual se logré identificar a las cepas del ambiente 730m, 

630m, 32 pa, Ac 6301V y Ac H7 con cepas de referencia. Las cepas correspondieron a la especie 

asignada por morfologia exepto la cepa 32 pa, que se identificd como A. polyphaga por morfologia 

pero, se identifico como A. palestinensis por patron de restriccién. Las cepas Ac S301V y 430m no 

lograron asociarse a ninguna especie por la falta de un numero mayor de cepas de referencia. 

La identificacién a nivel molecular nos proporcioné smfomacién adicional a la identificacién 

morfoldgica, pues permite el reconocimiento de variantes intraespecificas de Acanthamoeba y la 

diferenciacién de ecotipos de este géncro. 

El presente trabajo pucde servir como apoyo para posteriores investigaciones en cuanto al 

reconocimiento de las cepas de Acanthamoeba presentes en el ambiente y a la busqueda de 

antiamebianos para tratar cepas patogenas adecuadaimente,



ANTECEDENTES 

Las pequefias amebas de vida libre (AVL), pertenecientes al género Acanthamoeba fueron 

descubtertas en cultivos de suelo preparados para el aislamiento de bacterias y hongos Castellani 

en 1930, descubridé una ameba en un cultivo de hongos Criptococcus pararoseus (Martinez y 

Visvesvara 1997). 

Las amebas se identificaron originalmente como Hartmannella castellaniu por Douglas en 1930 

Pero se transfirieron al género Acanthamoeba cuando éste fue establecido por Volkonsky en 1931 

Volkonsky cred el género Acanthamoeba para amebas caracterizadas por la presencia de un huso 

afitado en la mitosis con quistes de doble pared, ostiolos y una capa exterior irregular. Smgh y sus 

colaboradores, (1952) concluyeron que la forma afilada del huso durante la mitosis fue inadecuada 

como un caracter genérico y descartaron el género Acanthamoeba. 

En 1966 Pussard, al igual que Singh, probd que la forma del huso no fue un factor satisfactorio, pero 

constderé la mortologia distmtiva del quiste como un caracter decisivo a nivel genérico y restablecio 

el género Acanthamoeba. 

Page (1967), después de estudiar varias cepas de Hartmannella, Acanthumoeha y otras amebas de 

vida bre, consider la presencia de pseuddpados en forma de espina 0 afitados (acantépodos) y la 

estructura del quiste como suficientemente distintivos a nivel genérico, y es asi que en 1970 Singh 

aceplé el género Acuntamovhu, concotdande con Page y otros, pero la pone en la familia 

Hartmannellidae. 

Sawyer & Griffin propusteron la nueva familia Acanthamoebidae cn 1975 para establecer una clara 

separacion de amebas con acantopodos, con quistes de paredes arrugadas, a diferencia de 

Hurtmannella que tiene quistes lisos y esféricos. 

Page designé el suborden Acanthopodina bajo el orden Amoebida, separando a Acanthamoeba de 

Hartmannella, Entonces se creé un nuevo orden, Acanthopodida que incluye la famiha 

eteunthamochidac 

En 1988 Culbertson ef ai, descubrieron una especie de Acanthamoeba capaz de matar animales 

(Martinez 1985), 
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Acanthamoeba adquitié interés en la comunidad médica cuando ésta ameba se asocid con 

infecciones en el sistema nervioso central (SNC) y tlceras en la cornea humana, especialmente entre 

personas que usaban lentes de contacto, y mds recientemente cuando éstas fueron detectadas en 

pacientes con SIDA 

Las primeras identificaciones claras de infecciones en el SNC por Acanthamoeba fueron reportadas 

a principios de los afios 70 pot Kenney (1971), Uager and Stamm (1972) y Robert and Rocke (1973, 

tomado de John, 1993). 

La enfermedad producida por Acanthamoeba en el SNC se llama encefalitis amebiana 

granulomatosa (EAG), este término fue propuesto por Martinez en 1980 por la morfologia de jas 

zonas del cerebro necrosadas y diseminadas por todo el encéfalo. 

Los dos primeros casos de queratitis amebiana fueron reportados en Gran Bretafia en 1974 por 

Nagington (John,1993) La primera Acanthamoeba aislada de tejido humano fue reportada por 

Visvesvara en 1983. 
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Todas las demas especies conocidas fueron consideradas como inofensivas, amebas del suelo y del 

agua. La cepa patogena fue descrita como una nueva especie y llamada A. culberisom por Singh y 

Das en 1970 

Las especies de amebas patogenas y no patdgenas son microorganismos presentes comunmente en 

el suelo, agua, polvo, aire filtrado, heces de animales y humanas, tejidos de drganos de hospederos 

enfermos y en la atmésfera 

Griffin condujo expenmentos sobre la tolerancia de las amebas a temperaturas superiores a fos 25°C. 

Encontré que algunas especies toleraban los 37°C, mientras que otras morian a esta temperatura, 

A, culbertsont sobrevive y se desarrolla a 37°C, A. rhysodes sobrevive pero no se multiplica, 

A.castellann y A. polyphaga no sobreviven a tales temperaturas. Coinsidentemente las cepas que 

toleraban los 37°C fueron patogenas, mientras que aquellas que no las toleraban se clasificaron 

como no patégenas Este descubrimiento condujo a Singh y Das en1970 a examinar el lodo de 

aguas residuales en la India, donde encontraron a A. culbertsont. ¥ observaron que esta ameba era 

capaz de matar ratones infectados experimentalmente 

De Jonckheere ef ai . (1979)},examinaron aguas termales contaminadas en Europa y aislaron cepas 

de Acanthumoeha patégenas, con cstos antecedentes, las aguas contaminadas por aguas residuales 

y termales sucias se convirtreron en las principales fuentes conacidas de especies tolerantes al calor, 

capaces de maiar ratones experimentalmente, En 1977 Pussard y Pons reconocicron tres grupos 

dentro del género y establecieron 18 especies diferentes De Jonkheere y Page, en 1988 aceptaron 

la clasificacién de Pussard y Pons con pocos cambios 

Recientemente se han incluido otras caracter(sticas para la dentificacion del género Acanthamoeba 

en adicién a la morfologia del quiste, tales como perfiles de isoenzimas y RFLPs del DNA 

mitocondrial y amplificaciones por PCR de la subunidad 18s del RNAr, etc Las comparaciones 

genéticas a nivel de Acidos nucleicos han sido una poderosa herramienta para resolver problemas 

filogencticos. 

La secuenciacion de la subunidad pequefia del RNA ribosomico (sfRNA) ha sido usada para estudiar 

protistas, demostrando por ejemplo: que cl grupo Rhizopodia, representada por Nucgleria, 

Acanthamoeba, ¥ Dictvosteliam no son monofiléticos. (Johnson ct al. 1990). Lo que explica en 

parte Ja dificultad para separar las especies en estos gcneras



INTRODUCCION 

Acanthamoeba es un géneto de pequefias amebas de vida libre que son patégenas oportumstas de 

humanos y otras especies animales (Gast.,1996). 

Dentro de las amebas de vida libre encontramos ademas otros géneros como Nuegieria, 

Hartmmanella y Bulamuthia muy importantes desde el punto de vista médico, pues son responsa- 

bles de algunas enfermedades que afectan el SNC de humanos y otros animales. 

Acanthamoeba, normalmente vive como fagétrofo en el ambiente donde se alimenta de bacterias. 

Como un grupo las amebas de vida libre pueden alimentarse de bacterias, algas, hongos y otros 

protozoas, incluyendo otras amebas (Martinez 1991, 1993; Rodriguez-Zaragoza y Garcia,1997). Sin 

embargo como oportunistas, pueden producir serias infecciones en los ojos, el SNC y otros érganos 

0 tejidos en individuos inmunodeprimidos (John, 1993; Rodriguez-Zaragoza, 1994) 

Naegleria fowleri es responsable de una enférmedad mortal de descenlace rApido que involucra el 

SNC Hamada meningoencefalitis amebiana primaria (MEAP) (De Jonckheere, 1987; Martinez, 1993). 

Las infecciones por ésta ameba ocurre frecuentemente en gente joven sana con una historta reciente 

de nadar en aguas dutces John, (993). 

Varias especies de Acanthamocha causan enférmedades, pueden producit una infeccién cronica en 

cl SNC conocida como encefalitis amebiana granulomatosa (EAG), 0 infecciones en los ojos, 

referidas como queratitis amebiana (Ma et al, 1990, Yagita, 1990; Kilvington, 1991) Las 

infecciones por Acanthumouzha spp. no estan asociadas a nadadores como ocurre con N. fowlerry 

la infeccién en el SNC puede ser secundaria a infecciones en otras partes det cuerpo, legando al 

cerebro por via hematica, la enfermedad tiende a ser crdnica con un curso prolongado y ocurre 

regularmente en personas débiles o inmunocomprometidas (Martinez. y Visvesvara 1977, Gast 1996; 

y John 1993) 

Aunque gran parte de las infecctones humanas producidas por estas amebas no son conocidas es 

posible creer que muchas de las mfecciones reportadas cn diversas partes del mundo scan debidas 

aN. fowlert, Acanthamovha o Balamuthia (Visvesvara, 1990) Por otra parte, varios casos de 

infecciones por Acunthumovha han sido reportados en pacientes con SIDA, Jo cual sugiere que las 

infecciones por éstas amebas pueden estar mas amplamente distriburdas de To que se aprecia (Ma 
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ef al., 1990) 

No todas las especies de Acanthamoeba son sensibles al mismo farmaco en el mismo grado, ¢ 

incluso diferentes cepas identificadas como pertenecientes a la misma especie reaccionan de 

diferente manera al mismo farmaco (Schuster ¢/ a/.,1998; Rodriguez-Zaragoza ef a/., 1999). Por 

ésto, la identificacién de tos diferentes géneros presentes en el ambiente es may importante debido 

a que no todas las especies de los géneros ya meticionados se consideran patégenas y por la 

dificultad de identificar las diferentes especies, para lo que se necesitan tomar en cuenta todas las 

herramientas posibles para hacer un diagndstico correcto. 

La identificacién del género Acanthamoeba esta basada principalmente en la morfologia, la 

division nuclear, la tolerancia a temperatura superiores a 37°C, el analisis de isoenzimas y su 

patogenicidad, como herramtentas més precisas estan las pruebas bioquimicas y moleculares tales 

como anticuerpos monoclonales y digestion del DNA por endonucleasas de restriccién (Ma ef al , 

1990). 

El ciclo de vida de Acanthamoeba tiene tnicamente dos etapas trofozoito y quiste. El tamaifio del 

trofozoito varia en las diferentes especies, se catacteruza por un niicleo simple con un gran 

cariosoma o endosoma La movilidiad de Acanthamoehu es lenta, pues en lugar de formar 

lobépodos, forma acantépodos (Sawyer y Griffin, 1977). 

La membrana nuclear desaparece durante la divisién, La ameba se alimenta de bacterias tales como 

I. coli, Enterobucter sp. y otros bacilos entéricos Gramm negativos, (Martinez 1994, Rodriguez- 

Zaragoza, 1994, Ma ef al 1990). 

Los quistes de Acanficamogha generalmente tienen arrugas, debido a que presentan dos capas, el 

ectoquiste y el endoquiste, las cuales se unen en algunos puntos formando depresiones o brazos. De 

acuerdo al nitmero de brazos sc establecen tres grupos morfoldgicos (Pussard y Pons, 1977). 

El tamafio del quiste varia entre especies de las amebas pequetias 4. Polyphaga y A. Hatechetts 

tienen un rango de 13 a 13.1 micras, las de tamafio medio A. Castellanii, A. astonyxts, A. rhisodes, 

A. culbertsonty A. griffin son de 16 7 a 19.8 micras y las grandes de mas de 19 micras (Ma. et al, 

1990, John, 1993; Johnson ct al, 1990) 

Con estas caracteristicas se facitita la identificacion det género y de! grupo al que pertenecen sin 

embargo, cl diagndéstico a nivel de especie sigue siendo dificil, pues las diferencias en fa estructura



quistica son muy finas asi que no hay seguridad en cuanto a la especie por lo que se necesita la 

utilizacién de otros métodos para la diferenciacién de Acanthamoeba, tal como la electroforesis de 

isoenzimas, y la electroforesis del DNA mitocondrial o DNA total digerido con enzimas de 

restriccion (Kilvington, 1991). 

Aunque la electroforesis de isoenzimas, es una herramienta muy util y confiable, tiene la desventaja 

de trabajar con caracteristicas fenotipicas, por lo que es mas confiable la electroforesis del DNA 

total pues se trabaja con el genotipo. 

Por medio del patron de bandeo de] DNA total (huella digital), que se obtiene al digerir el genoma 

con enzimas de restriccién, seguido por un cotrimtento electroforético ha sido posiblese obtener 

un diagnéstico a nivel de especie con mayor seguridad 

Las comparaciones genéticas a nivel de dcidos nucléicos son una poderosa herramienta para resolver 

problemas filogenéticos (Gast ¢/ al , 1994). 

La restriccién del DNA total con endonucleasas de restriccién es una técnica util para diferenciar 

cepas de Acanthamoebas morfolégicamente idénticas mediante la deteccion de los RFLPs del DNA 

mt, Sin embargo, la desvetaja para la obtenci6n de RFLPs es el requeimiento de grandes cantidades 

de DNA (Hadrys ef af., 1992). En los ultimos afios se han reportado nuevas téonicas para la 

obtencién de marcadares genéticos moleculares, la mayoria basados en técnicas de la reaccion en 

cadena de polimerasa (PCR). 

El PCR es un método utilizado para la deteccién de acidos nucleicos presentes en muy bajas 

concentraciones cn muestras biologicas Esta técnica, basada en la ampliticacién de INA, nos 

permite diferenciar grupos de organismos por la aparicién de patrones de bandeo similares a los del 

andlisis de RFLP’s (Clement, ef af, 1994). 

Se amplifican grandes cantidades de secuencias especificas de DNA de un organismo usando 

oligonucleottdos complementartos a la secuencia para su primera replicacién por la enzima DNA 

polimerasa v7 vitro (Cactano-Anollés, 1993). 

Los RFLP combinados con técnicas de PCR proporcionan una poderosa herramicnta para la 

determinacion cuantitativa de la diversidad genética en poblaciones de bacterias y virus (Lu, ef 

al., 1993) FA PCR ha sido usado para ayudar en la caracterizacion de especies de protazoaartos, 

‘cluyendo a deaathamocha, Tiparnosoma, y otros microorganismos cucaridticos (Graham, 1997, 
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Vanacova e7.a/., 1997) El método de PCR también se ha utilizado para amplificar la fraccién | 8s 

del RNAr de Acanthamoeha (Gast et al; 1996) 

En este trabajo se eligné el método de restriccién enzimatica del DNAtotal, pues los datos generados 

por la resiriccion del DNA, presentan la ventaja de ser mas facilmente reproducibles , que las 

técnicas basadas en PCR (Laguerte ef al , 1994) 

El presente trabajo esta enfocado a la identificacion de las especies de géneto Acanthamoeba por 

“el método de restriccion enzimatica del DNAtotal. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general. 

Identificar las cepas del género Acanthamoeba presentes en el ambiente a partir de los patrones de 

bandeo que se obtienen al digerir el DNA total con enzimas de restriccién 

Objetivos particulares 

Obtener el DNA total de las cepas de Acanthamoeha tanto de referencia como de las obtenidas del 

ambiente. 

Someter el DNA a digestion con enzimas de restriccién y obtener los patrones de bandeo del DNA 

testringido por medio de la electréforesis en gel de agarosa. 

Comparar Jas patrones obtenidos entre las cepas problema (aisladas del ambiente) y las de 

referencia 
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MATERIALES Y METODOS 

Las cepas de referencia fueron obtenidas de ATCC, listadas en el cuadro 1, y las cepas preblema 

(aisladas del suelo de Villa del carbon, en el estado de México) Cuadro 2. 

Las cepas fueron cultivadas en placas de agar no nutritivo con una capa de bacteria Lntervbacter 

aerogenes, en medio monoxénico y las cepas axénicas en medio para Acanthamoeba (Peptona 

biotriptasa (Broxon), extracto de levadura (Bioxon), dextrosa, fosfato de potasio, fosfato de sodio, 

d-biotina, |-metionina, |-cisteina). 

Las cepas axénicas fueron cultrvadas en botellas de poliestireno para cultivo con capacidad de 30 

mi, en 15 ml de medio e imcubadas 48hrs. a 30°C , las cepas monoxénicas se pusieron en cultivos 

masivos en cajas petri de 10 cm de diametro, dos cajas por cepa en agar no nutritivo con una capa 

de bacterta /.verogenes, incubadas durante 24hrs. a 30°C. 

  

  
  

  

  

  

       

    

  

CLAVE NOMBRE GRUPO TIPO DE 

CIENTIFICO _|MORFOLOGICO CULTIVO 

30234 A. custellanu 2 Axénico 

30898 *  |Acustellann ——|2 Axénico 

30011 of. castellann 2 Axénico 

30010 TA custellani _ iP Axénico 

30461 A, polyphaga Axénico 

30486 ——S«YS A poyphoga 

R30a81 * CA dennicuiuta | 

soaae Fa vere | 
30870 OLA. patfestiensis 

30137. A astronysis 

30730 * A. hearchetit 

30731 Al griffins 2 Monoxénico       
Cuadrol - Cepas de referencia obtemidas del ATCC (American type culture collection) 

ACepas patégenas



  

  

  

  
  
  

  

  

        

CLAVE IDENTIFICACION GRUPO CULTIVO 

MORFOLOGICA 

Ac 6301V A. castellanu 2 Axénico 

Ac 5301V A. tubtashi I Axénico 

Ac H7 7 | 4. polyphasa ~ (2 Axénico 

32pa A. polyphaga 2 Axénico 

630m A, polyphaga 2 Axénico 

730m A, castellani 2 Axénico 

430m A.hatchetti 2 Axénico       
  J 

Cuadro 2.- Cepas problema, obtenidas del suelo de Villa del carbon en el Estado de México, y la 

cepa 32pa, fue aislada de] aire de San Luis Potosi Mex 

EXTRACCION DEL DNA TOTAL 

Las cepas que crecicron en medio monoxénico se cosecharon, agregando 5 ml de solucion salina 

a cada caja de cultivo y barriendo con asa de vidrio , se obtuvieron los trofozoitos con pipeta paster 

y se colectaron en tubos de 15 ml, se centrifugaron durante 10 min a 1500 rpm en centrifuga clinica, 

se descarté el sobrenadante con pipeta pasteur y so le agregé nuevamente solucién salina para rettrar 

las bacterias que pudicron haberse cosechado y sc centrifugo a 2000 rpm durante 10 min, 

nuevamente sc deseché el sobrenadante y se le agregé solucion salina para finalmente empaquetar 

los trofozoitos a 2500 rpm Las cepas cultivadas en medio axcnico en estado de trofozoito, 

aproximadamente 10°, fueron cosechadas por centrifugacién a 2500 rpm por 10 minutos y se 

deseché cl sobrenadante, al paquete celular s¢ le agregd 600 pl de solucion UNSET (Urea 8M, 

dodesi) sulfato de sodio al 2%, NaC} 0 15M, EDTA 0.001M, Tris-HCI 0 1M pH 7 5) para lisis 

celular, ¢ inmediatamente se agregaron 600} de la mezcla de Fenol-cloroformo-alcohol tsoamilico 

(25.24:1}, ol paquete celular se resuspendid en esta mezela y se agité Jigeramente para 

homogenerarla, despues se centrtfugo en tubos ependorff para microcenttifuga a 1000 rpm 
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durante 5 min Se obtuvo el sobrenadante con micropipeta en tubos limpios, a éste se le agregé 

nuevamente Ja mezcla de Fenol-cloroformo —alcohol isoamilico, para retirar todos los restos 

celulares. Una vez que el sobrenadante quedé completamente limpio se pas a un tubo limpio y se 

le aregaron 600 ul de isopropanol a -20°C, se agit ligeramente y se guard6 a -20°C de 1 ha toda 

la noche para que precipitaran los acidos nucléicos. Posteriormente, se centrifugé a 1000 rpm 

durante 10 min Se¢ desechd el sobrenadante, y el paquete de acidos nucléicos se resuspendi6 en Iml 

de etanol al 70%, se agité ligeramente y se centrifugé a 8000 rpm durante 5 min, éste paso se repiti 

una vez més con etanal al 70% y una vez con etanol absoluto, después de centrifugar, se desecho 

el alcohol y los dcidos nucléicos se pusieron a secar a 37°C el tiempo necesario Finalmente, el 

paquete de DNA se disolvié en agua bidestilada estéril y se guardé a 4°C hasta su uso 

RESTRICCION DEL DNA TOTAL. 

Se agregaron 16y1] de DNA gendmico, 2 pl de buffer de activacion recomendado en cada una de 

las enzimas utilizadas EcoRI, HindIi BamHl, Kpni, Bell y Xhol de 4 a 5 unidades de Ja enzima de 

restriccién, pata asegurar que todo se mezclara bien, las muestras se centrifugaron a 10000 rpm por 

10 segundos aproximadamente. (En el cuadro 3 se muestran las secuencias de reconocimrento de 

las enzimas utilizadas). 

Hecha la mezcla, las muestras se colocaron cn incubadora a 37°C por 2 hrs, para que sc Hevara a 

cabo la restricién del DNA y finalmente a cada muestra se le agregaron 2 pl de una mezcla para 

parar la reaccién (aztil de bromofenal 1%, ficol 10% y sucrosa 20% en EDTA (Na) 0 IM pl 8 0). 

ENZIMA DE RESTRICION ‘SECUENCIA DE RECONOCIMIENTO 

EcoR | S’'GIAATTC3' 

Hind Wl 5A/AGCTTS” 

  

     

   

  

  
Bam 1 

  

  

  

Bal | 15°GCCNNNNINGGC3 

Xho I 1S CRCGAC   
Cuadro 3.- Enzimas utilivadas para digerir el DNA total de Acunthamagcha con los sitios de 

restriccion que reconoce cada una



ELECTROFORESIS DEL DNA TOTAL RESTRINGIDO. 

Para el corrimiento electroforetico del DNA restringido se prepard un gel de agarosa al 07% en 

TBE 1X (Tris 0 89M, Acido bérico 0.89M y EDTA (Na2) 0 025M), ef gel se colocé dentro del 

tanque de electroforesis y se cubné con TBE, después se colocaron Jas muestras de DNA restringido 

en cada uno de los pozos del gel 

Se colocaron los electrodas en et tanque, la fuente de poder se programé para el corrimiento de fas 

muestras en las siguientes condiciones, algunos geles 100volts durante 1h, 60 volts 40min y 40 

volts por 40 min. mas, y posteriormente se modificaron a 90 volts por 2 h pues se observaron 

mejores resultados. Posteriormente se procedié a tefir el gel sumergiendolo en 1 It. de solucton de 

bromuro de etidio 0 5 microgramos por mililitro por 30 min, despues ef gel se colocd en agua 

destilada limpia para eliminar el cxeso de bromuro de etidio durantel1S mmutos Finalmente se 

calocé el gel en un trasiluminador de luz ultravoleta (UVP) para visualizar las bandas, El gel se 

analizé y fotografid en el digitalizador de unagenes con el programa alfa imagen 2000 de pesos 

moleculares, tos tiempos de exposicion y el andlisis de fas bandas se presenta en cada imagen de los 

geles, Ja concentracion minima necesania pata que ef DNA iefiido con bromuro de etidio 0.5 

meg/m} pueda ser visuatizado con tuz UV es de | nanogramo (Maniatis, ef al. 1982), Se obtuve el 

patron de bandco de todas las ccpas por triplicado para cada cnzima, se sumaron los pesos 

moleculares de las bandas de cada cepa que aparecieron en las tres repeticiones y se obtuvé el 

peso promedio por banda. 

Con estos datos, se construyé una matriz con el promedio de los pesos moleculares de cada banda 

Estos pesos se calcularon con los datos obtemdos en fos tres corrimientos que se hicieron para cada 

enzima y por cada cepa. Lt pograma PC-ORD (de antalisis estadistico multivariado) se utihzo para 

obtener el indice de stmilitud de Sorensen entre Jas cepas probadas y de esta manera observar qué 

tanto las cepas problema se parecian a las especies identificadas por morfologia. Los datos también 

s¢ analizaron por cl método de fa asociacion de promedios de grupos no pondcrados (UPGMA por 

sus sigias en inglés) para la claboracién de los dendrogramas. 
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RESULTADOS 

El método UNSET, desarrollado originalmente para la extraccion del DNA mitocondrial, se utilizo 

en el presente trabayo hasta la extraccién del DNA total lo cual permitié acortar el tiempo en 4h para 

la extraccion y permitid obtener un DNA de buena calidad para la restriccion enzimatica. 

La digestion del DNA total de Acanthamoeba con las enzimas de restriccién Ball y Xhol, no mostré 

mas que dos o tres bandas después de la electroforesis en gel tefiido con bromuro de etidto, y no se 

observé ningan cambio cuando se incrementé la cantidad de enzima y el tiempo de incubacién 

(figura 1), los resultados con éstas enzimas no produjeton ningun patron en particular, por lo que 

no se tomaron en cuenta para el andlisis de grupos 

   Figura 1 Restriccién con Bell, 5U/37°C por 2h Las muestras se colocaron de izquierda a derecha 

Pozot marcador fago X174 digcrido con Hae III, Pozos 2-12 cepas 30841, AC630IV, 30898, 30884, 

AcHT7, AcS301V, 32pa, 3001 1, 30870 y 30730. 

En cambto las mucestras tratadas con HcoRI, BamHI, Kpnl y Hind!t mostraron diferentes patrones 

de bandeo, que permiticron agrupar a las cepas de diferentes especies morfoldgicas en grupos de 

cepas con un alto grado de simifitud a nivel molecular entre las cepas probadas El numero 

promedio de fragmentos 0 bandas obtemidos por cepa para éstas enzimas fue de 8 para FeoRI, 6 para 

Bam tH, 6 para Kpnt y 10 para lind}



   
A) 

Figura 2 A.- Restriccidn con EcoRI, 5 Unidades/2h 37°C, Pozol Marcador X174 digerido con 

Haelll Pozo 2 a 12 cepas, 30461, 30898, 30234, AcH7, 30011, 30731, 30884, 32pa, 30486, 30841 

y30137 

Figura 2 B.- Imagen obtenida det get de la figura 2 A en el digitalizador de imagenes 

Los dendrogramas construidos con el promedio de los pesos moleculares de las bandas obtenidas 

con la restriccin con Eco RI son muy similares tanto en el andlisis de distancias euclidianas (no 

se muestra en los datos) como en el de Sorensen (figura 3), con ésta enzima se formaron 4 grupos 

de multiples cepas y dos cepas Unicas. 

En el primer grupo se encuentran las cepas 30898,30884,30841 y 30234 con una similitud del 100%, 

la cepa 30011 un 92% similar a fas anteriores y las cepas 32pa, 30730 y 30461 con 100% de 

similitud entre ellas y 85% con las anteriores 

EI segundo grupo lo integran las cepas 30010, 98% similar a 630m y Ac5301V 100% similares y 

la copa 30486 es 90% parecida a las anteriores, y este grupo es similar al primero cn un 78%, 

1) tercer grupo formado por las cepas Ac 117 y 30137 similares en un 82%, unidas al primero y 

segundo grupo con un 68% de parecido, en el cuarto grupo encontramos fas cepas Ac6IOIV y 730m 
# g F g 5 
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similares en un 96% y la 30870 con un 80% de similitud, este grupo se une a los anteriores en un 

56%. Finalmente la cepa 30731 con un 48% de similitud con los grupos anteriores y la cepa 430m 

que no presenta similitud con las cepas tratadas con esta enzima,



Figura 3 - ANALISIS PROMEDIO DE GRUPOS NO PONDERADOS ( DISTANCIA DE 

SORENSEN) 

PC-ORD, Verston 3.15 

Analisis de ECOR-I Percent chaining = 38 32 

Distance (Objective Function) 

-002 -148 +294 44h 587 
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Figura 4 A.- Restriccién con Bam HI 5U/2h a 37°C, Pozo | Marcador X174 digerido con Haelll 

Pozos 2 a 12 30234, 30884, 30898, 30841,30461, 730m, 30870, 30010,30731 30869 y pozol2 

digerido con EcoRI 30884. (La numeracion de los pozos va de izquierda a derecha) 

Figura 4 B.- Imagen obtenida el cl digitalizador de imagenes del gel de la figura 4 A 

Figura 5 -BamHi 4U/37°C por 2h Pozo | marcador X174 restringido con Haelll. Pozos 2-12, 

30841, Ac630, 30898, 30884, AcH7, 30461, Ac530, 32pa, 30011, 30870 y 30730. 

 



Los dendrogramas obtenidos a partir de los pesos moleculares promedios de las bandas generadas 

por la restricci6n de BamHI son muy similares en ambos analisis de Sorensen (figura 6) y distancias 

euclidianas (no se muestra en los datos), en este caso se formaron cuatro grupos de cepas multiples 

y dos de cepas tinicas 

El primer grupo esta formado por las cepas 630m y 30461, simulares en un 92%. En el segundo 

grupo encontramos a la cepa 30234, 30898,30870, con 100% de similrtud y 30841 simular a la cepa 

30884 en 98% y un 90% a las anteriores, este grupo es similar al primero en un 82%. 

El tercer grupo este formado por las cepas 730m con 88% de parecido a las cepas 30011 y 30137 

similares entre ellas en un 100% y las cepas 30010 y 30870 100% de similitud entre ellas y 85% 

a las anteriores, el cuarto grupo lo forman las cepas AcH7 y 430m con un 82% de similitud a las 

cepas 30481 y 30486 98% similares, ambas unidas con un 75% y los grupos de cepas unicas 

integrados por la cepa 32pa parecida a las demas en un 42% y Ja cepa AcS301V que no se parece 

a las cepas probadas con esta enzima.



FIGURA 6. ~ ANALISIS PROMEDIO DE GRUPOS NO PONDERADOS 

(DISTANCIA DE SORENSEN) 

PC-ORD, Version 3.15 

Analisis de BAMH-I 
Percent chaining = 29.79 
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A B 

Figura 7 A- Restriccién con Kpal, 5U/37°C por 2h. Pozo | Marcador X174 restringidé con Haelll. 

Pozos 2-12, 30898, 30461, 30010, 30234, 30841, 30870, 30137, Ac530, 30867, 30731 y 630m 

Figura 7 B.-imagen del mismo gel obtenida en el digitalizador. 

La restriccién con la enzima Kpn I generé los siguientes datos, el dendrograma construido sobre la 

base de la distancia euclidiana (no se muestra cn los datos) agrupo a casi todas las cepas con un 

100% de similitud, deyando la cepa Ac H7 con un 97% de similitud a las anteriores y la cepa 30137 

que no se parece al grupo de tas cepas tratadas con esta enzima. 

Con el andlisis de Sorensen (figura 8) se formaron cuatro grupos de multiples cepas y dos de cepas 

simples. El primer grupo esta formado por ta cepa 630m con un 93% de similitud con la cepa 30731 

y ala 30011 98% similares entre ellas y la cepa 30481, 730m, 30884, 30898 y 30461 100% 

similares entre cllas y 93% similares a ta 30730 y 30486 100% similares. Todas las ccpas de este 

grupo sc parecen un 86% al segundo grupo formado por las cepas 30234 y Ac630IV con 92% de 

similitud entre ellas. En el tercer grupo encontramos la cepa 430m y Ac530IV con 86% de similitud 

entre cllas y 78% a los grupos anteriores. 

fi cuarto grupo esta formado por las ccpas 30870 y 32 pa similares en 100% y la cepa 30010 

82% similar a éstas, este grupo tiene un parecido del 75% similar a los grupos anteriores, la 

cepa AcII7 sin agrupamiento tiene un parecido de 63% a las cepas probadas y la cepa 30137 

que no se parece con esta enzima a ninguna de las cepas probadas.



Figura 8 ANALISIS PROMEDIO DE GRUPOS NO PONDERADOS (DISTANCIA DE 

SORENSEN ) 

PC-ORD, Version 3.15 

Analisis de KPN-I 
Percent chaining = 42.06 

Distance (Objective Function) 
- 001 193 +384 -575 766 
[------- trnccann bccn nnn to------ pow ceee forecee S letateteaieted Hose coe + 

Information remaining (%) 
100.000 75.000 50.000 25.000 -000 

Ac630m ---] 

Ac30731 - 

Ac30011 - 

Ac30841 | 

AcT30m 

Ac30884 

Ac30898 

Ac30461 

Ac30730 

Ac30486 

Ac30234 --I 

Ac630IV --| | 

Ac430m ~     

AcS30LV ----] 

Ac30870 I 

Ac32pa I |------ | 

Ac3001Q0 9 ----+--- | 

ACH) 0 wane nnn enna ene enne ene | 

ACBOLR] cow enn enn nnn eee enn nn nn nw cn nt en ce en ce ne ne 1 

we
 

we



  

Figura 9A.- Digestién con HindIII 5U/2h a 37°C. Gel 14. Pozo | marcador X174 restringidd con 

Haelll. La numeracién de las muestras va de izquierda a derecha. Pozos 2-12 cepas 30898, 630m, 

30731, 30011, 30137, 30870, 32pa, 30010, Ac630, 30884, y30461. 

Figura 9B.- Imagen del mismo gel obtenida en el digitalizador 

En el caso de Hind IE que fue la enzima que generd un mayor numero de bandas por cepa, se 

elaboraron dos matrices de datos, una en la que se tomé en cuenta inicamente las bandas constantes 

que se logré visualizar en las fotos de todos los geles de la digestién con Hindlll y otra en la que se 

tomaron en cuenta las bandas que sc visualizaron en todas las repeticiones.



  

Figura 19. - Gel 10. Restringidé con Hindlll 5U/2h a 37°C. El} pozo 1 es el marcador X174 

digeridé con HaellI Pozos 2-12. Cepas 30841, 30730, AcH7, 30461, Ac630, 30898, 30234, 30011, 

30884 y 32pa. 

  

Figura 11.- Gel 19, Restriccién con Hindi] SU/ 2h a 37°C Pozo | marcador X74 digeridé con 

Haclll. Pozos 2-16 Cepas: 30137, 630m, 30841, AcS30, 30011, 30870, 730m, 30234, 30486, 30867, 

0898, 30461, 30010, 30430 y 30884,



Figural2.- ANALISIS PROMEDIO DE GRUPOS NO PONDERADOS (DISTANCIA DE 

S@RENSEN). 

PC-ORD, Version 3.15 

Analisis de Bandas constantes en HIND-HI 
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Con los datos promedio de las bandas constantes para Hindill, se formaron tres grupos de cepas que 

son 99% similares en cuanto al andlisis de distancias euclidianas (no se muestran los datos), estos 

mismos grupos aparecen con el andlisis de Sorensen (figura 12} en el que se agrupan por la similitud 

que hay entre las cepas por el patron de bandeo que se presenta en cada una Los grupos formados 

por Ja similitud entre las cepas fueron, primero 32pa, Ac630IV y 630m, las dos primeras similares 

en un 92% y Ja tercera en un 85%. El segundo grupo esta formado por las cepas 30884, 30461, 

30234, 30841, 3073 ly 30898 similares en un 100%, 30011 y 730m 100% de similitud entre ellas 

y 98% a las primeras 30870 , 30137 y 30486 100% similares, AcH7 85% parecida y 30730 parecida 

en un 75%, el primero y segundo grupos comparten una similitud del 62%, el tercer grupo lo forman 

las cepas 30010 y 430m con una similitud de 92% entre ellas y un 58% similares a los dos grupos 

anteriores, la cepa AcS30IV no fue agrupada en este analisis con ninguna de las cepas probadas y 

no muestra ninguna similitud con éstas.



Figura 13. - ANALISIS PROMEDIO DE GRUPOS NO PONDERADOS 

(DISTANCIAS DE SORENSEN) 

PC-ORD, Version 3.15 
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Los dendrogramas que se formaron a partir de la matriz de datos que se forma al tomar en cuenta 

todas las bandas que aparecieron en las cepas restringidas, son muy similares pata ambos analisis 

el de distancias cuctidianas (no se muestra en los datos) y cl de Sorensen (Iigura 13), on este caso 
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se formaron cuatro grupos y una cepa quedé sin agrupar, el primer grupo esta formado por las cepas 

30898, 30011 y 730m con 100% de similitud entre ellas, la cepa 30731 y 30137 también similares 

en un 100% y las cepas 30870 similar en 100% a la 32pa, éstas ultimas parecida a las segundas en 

un 92% y todo el grupo aparecié con una similrtud del 90%. El segundo grupo, fo forman las cepas 

630m con una similitud de 92% a las siguientes cepas Ac630IV, 30234, 30461 y 30841, las tres 

primeras similares en un 100% y la ultema en 96% a éstas, todo el grupo se parece al primer grupo 

en un 82%, El tercer grupo esta integrado por las cepas 30010 similar a las cepas 30486, 30730 

similares en un 98% y AcH7 parecida a las ultimas en un 85%, éste grupo se une a los dos 

anteriores en un 58%. El cuarto grupo lo forman las cepas 30884 y AcS30IV con poca similitud del 

65% y finalmente la cepa 430m que en este caso no se parece a ninguna de las cepas probadas. 

A partir de los datos generados por todos los geles se pudo observar que hay congruencia en la 

ordenacion de algunas cepas con las cuatro enzimas probadas Las cepas de referencia 30898 4. 

castellanu, 30841 A. lenticulata y 30884 A. royreba que estan catalogadas como cepas patogenas 

en el catalogo de la ATCC, aparecen ordenadas en grupos estrechamente relacionados con las cuatro —«£, 

. . ws S= 
enzimas probadas, ]o que permite apreciar que existe alguna relaciOn entre las cepas patOgenas atin guy SR 

cuando estén identificadas como cepas diferentes, del mismo modo, se pud6 apreciar que la cepa E&P 
vs ‘ : es) 

30730 también catalogada como patégena no pertenece al mismo grupo. = “5 

Por otra parte, se observé que las cepas 30898, 30011 y 30234 todas de referencia catalogadas como 

A custellanii son muy similares en cuanto a los patrones de bandeo generados y la cepa 30010 2 a 

también A. castel/ani no esta muy relacionada a éstas, mas bien aparece cn otro grupo. ee bis 

En cuanto a las cepas de A. polyphaga 30461 y 30486 que no fueron muy parecidas entre ellas, Y gene 

aparecieron siempre en diferentes grupos, excepto con la enzima BamHI que fue la que presenté & = 

menor numero de bandas y por Io tanto una relacién mas estrecha entre todas las cepas probadas en 

este estudio. 

Observamos que las cepas 30870 A. pafestmensis y la 30137 A. astronims aparecen cn el mismo 

grupo cn log patrones gencrados por IlindIll y Eco RI , estas dos cepas estan reportados como muy 

similares para estudios hechos con patrones de isoenzimas por Daggett, (1985). 

De acuerdo a los resultados obtenidos a partir de Ja restriccién enzimatica del DNA total, sc logré 

agrupar a las cepas de Acanthamovha aistadas de ambiente identificadas morfolégicamente con 
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algunas de las cepas de referencia probadas en este trabajo, con un alto porcentaje de similttud 

lograndose reconocer el 57% de las cepas problema, 14% se asocié a una especie diferente, mientras 

que e] 29% de Jas cepas del ambiente no se relacioné con las cepas probadas en este estudio. Ver 

cuadro 4 (identificacion molecular de cepas del ambiente) 

  

  

  

      

CEPA IDENTIFICACION RESTRICCION DEL DNA TOTAL 

MORFOLOGICO 

730m A.castellanu A, casiellanu grupo 30011 

32pa A. polyphaga | A. palestinensis grupo 30870 C= 

Ac 6301V A. castellanti A. castellanu grupo 30234 

630m A. polyphaga A. polyphaga grupo 30461 

AcH7 A. polyphaga A palyphaga grupo 30486 

[Ac 5301V. | A. tubiashr       
    430m A. Hatchetti 

| Sin agrupar 

| Sin agrupar 

Cuadro 4.- Identificacion molecular de cepas del ambiente.



DISCUSION 

EI patrén de bandas o huella digital de las Acanthamvebas es el producto de la fragmentacién del 

DNA total por las endonucleasas de restriccién y la separacién de los fragmentos por tamafio en el 

gel de agarosa (Call, ef al. 1998). Una endonucleasa de restriccién, reconoce y corta en una 

secuencia especifica de pares de nucledtidos, generalmente de 4 a 6 de Jongitud con lo que el DNA 

se fragmenta en 7 segmentos después de la digestion con estas enzimas. Sin embargo, los patrones 

pueden variar porque la longitud de los fragmentos y los sitios de restriccién varian con la secuencia 

de nucledtidos presente en el genoma tratado. 

Todas las enzimas utilizadas en el tratamiento de las cepas son hexonucleasas, lo que significa que 

reconocen una secuencia de seis nucledtidos (ver cuadro3), por lo que las 6 enzimas probadas tienen 

la misma probabilidad de encontrar al azar su secuencia de reconocimiento en el DNA de 

Acanthamoeba, El genoma de una célula eucariotica mayor a 20Kb puede ser cortado al azar cada 

4096pb que es la probabilidad encontrar la secuencta de los hexameros que reconocen las enzimas. 

(Maniatis ef a/ , 1982). Por eso si las enzimas que se utilizaron en este trabajo cortaron inicamente 

secuencias que estan presentes por azar, se esperaria el mismo numero de bandas para todas las 

enzimas, lo cual no ocurrié, pues hubo mucha vartacion en el nimero de bandas obtenidas durante 

la restriccidn. A partir de los datos obtenidos, se pud6 ver que las enzimas EcoRI y HindIli (Figuras 

2, 9, 10 y 11), proporcionaron mas informacion sobre las similitudes entre las cepas de 

Acunihamoeba, pues son la$ que generaron mayor numero de bandas, lo cual sugrere que las 

secuencias de reconocimicnio de éstas enzimas no estan en el genoma de Acanthamoeba por azar. 

No obstante, los patrones generados por BamHI y Kpnl (Figuras 4, 5 y 7), fueron muy similares 

entre si_ en cuanto al numero de bandas que originaron, por lo que no sabemos si las enzimas 

cortaror nicamente al azar. Sin embargo, en el caso de Bgl y Xhol, donde no se observo ningun 

patron de bandco, mas bien aparecieron manchas 0 en algunas cepas de 2 a 3 bandas, lo que hizo 

pensar que tal vez la secuencia de reconocimiento de estas enzimas no s¢ encontré en el genoma o 

quiza cuando se presento alguna banda fue porque cl DNA se fragmento por azar, por lo que sc 

muestra en estos resultados se puede apreciar que las enzimas EcoR] y Hindlll, fueron las que 

permiticron discriminar con mayor seguridad entre las cepas del ambiente y de referencia asignadas 

en cada grupo, porque fueron las que generaron mayor miimero de bandas



En los corrmientos de algunos geles se presentaron bandas de restriccién para algunas cepas que 

en otros geles no se alcanzaron a visualizar. Esto se debié principalmente a que la concentracion del 

DNA no fue siempre la misma para la restriccién, debido a que algunas cepas se cosecharon de 

cultrvos monoxénicos. El numero de trofozoitos que se obtuvieron en este tipo de cultivo no fue tan 

abundante como en los cultivos axénicos, por lo que la cantidad de DNA obtenida fue menor en los 

cultivos monoxémicos que en los cultivos axénicos. 

Con el método UNSET no se requiere de grandes cantidades de organismos como las recomendadas 

pata otros métodos, por lo que se logré obtener DNA suficiente para Ia restriccién con los cultivos 

monoxénicos. La enzima HindIII genero la mayor cantidad de bandas en todas las cepas, aunque 

algunas de ellas (32 pa, 30011, 30884, 30461 y 30486) presentaron bandas muy notorias en algunos 

geles, mientras que en otros corrimientos eran menos visibles. Por eso se elaboraron dos matrices 

de datos, una en la que imicamente se tomaron en cuenta las bandas constantes que aparecieron en 

todas los geles, y otra en la que se tomaron en cuenta todas las bandas, aunque en algunos geles esas 

bandas no aparecieron Esto permitié identificar con mayor seguridad a algunas cepas problema, las 

cuales aparecieron agrupadas con mas cepas como muestran los resultados en los dendrogramas 

(figura 12) donde se tomaron en cuenta unicamente las bandas constantes 

La cepa 730m aparecié muy cercana a Ja 30011 A. castellana y cuando se tomaron todas las bandas 

se agruparon con una o dos cepas de referencia, cn este caso la copa 730m no solo se agrupo con 

la cepa 30011 en un 100% de similitud, sino que también se agrupo con la 30898 que también es 

A. castellanii. Del mismo modo, las cepas 32pa A. polyphauga, 630m A. polyphaga, y Ac6301V A. 

castellanii que aparecieron muy similares entra ellas, se separaron y se agruparon con las cepas de 

referencia 30870 A. palestmensis, 30461 A. polyphaga y 30234 A. custelami respectivamente que 

estuvieron apareciendo muy cercanas a éstas, lo que permitid ver cuales fuerdén las cepas mas 

parecidas. Et que aparecicran bandas en algunos geles y en otros no con la enzima Hind II, se debid, 

posiblemente, a las condiciones de corrimiento que se manejaron La vartacion en los corrimientos 

influyd mucho, sobre todo en fa distancia que se presenté entre las bandas que aparecicron en cada 

una de las cepas en los diferentes geles, pues las variaciones en la focalizacién de las bandas 

surgicron de los cambios cn fa longttud de los tragmentos, de los cambios de orientacton de éstos 

en relacién con ta posicidn de los sitios de restriccién en ¢) cromosoma, con c} tamaiio de poro 

we
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presente en los geles (que depende de 1a concentracién de la agarosa) y el voltaje que se aplica 

durante el corrimiento. Se observé que, cuando el voltaje es alto, las bandas de menor tamafio 

(menor numero de bases por banda) corren mas rapido que fas de mayor tamafio, y cuando se 

disminuy6 el voltaje las bandas pequefias siguen corriendo mientras que las grandes casi no se 

mueven, esto se pudo observar claramente en las figuras(9, 10 y 11) de los geles 10, 14 y 19. 

Correspondientes solo a Hind Ii tmicamente se presento variacién con las bandas mayores a 2000 

pb pues las bandas de tamafio menor a 1300pb aparecieron siempre en todos Jos geles Esto se debe 

a que los errores en fa electroforesis se incrementan en funcién logaritmica del tamafio de la banda 

o fragmento de DNA, por ésta razon, las cepas 30011, 30486, 730m y 30884 del gel 19 presentaron 

bandas que en otros geles no aparecieron. 

Las cepas 630m, 32pa, Ac630IV y 30461 también mostraron bandas que sdlo aparecieron en el gel 

14, Pero la cepa 32pa mostré mayor variacién en la presencia ausencia de estas bandas. Algunas 

de las bandas no aparecieron en varios geles de las cepas restringidas con HindIII debido a que al 

reducir el voltaje algunas de las bandas no se alcanzaron a separar y por eso es que no se apreciaron. 

En los ultimos geles se manejaron las mismas condiciones de corrimiento para todos ellos, de forma 

que fuera mas sencilla la comparacién entre las bandas de las cepas. 

Para disminuir posibles errores se tuvieron que comparar los perfiles de bandeo en todos los geles, 

y se calculd cl tamafio promedio de cada una de las bandas que aparecicron en todas las muestras. 

De esta forma, al comparar las fotos de los diferentes gcles, se pudo obtener e] peso molecular 

promcdio de las bandas presentes cn las cepas probadas, aun cuando la misma banda aparecié a 

diferentes distancias en dos 0 mas geles. 

Los resultados presentados en este trabajo, permitieron asociar a las cepas del ambrente con grupos 

de cepas de referencia, como se aprecia en el cuadro 4 (identificacion molecular de cepas del 

ambiente). Cuatro de las cepas probadas correspondicron a la identificacién morfoldgica asignada, 

una de las cepas, la 32pa, tdentificada como A. polyphaga, no pudo ser comparada con otras A. 

polyphaga, dcbido a ta falia de copas de referencia, por to que no se pudo descartar que pertenezca 

a alguno de los grupos moleculares de 4. polyphaga, aunque se pudo observar que esta 

estrechamente relacionada con la cepa 30870 4. palestinensis por lo que se identificé como 

pertencciente a este grupo, y las cepas Ac5301V y 430m no pudieron scr relacionadas con ninguna 

tuo
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de las cepas de referencia probadas en este estudio, por lo que se tendrian que hacer patrones de 

bandeo con las cepas de referencia de las demas especies de Acanthanweba, puesto que alin cuando 

se asignaron por morfologia.a alguna de las especies reconocidas, se observé que una misma especie 

presento variantes moleculares entre sus cepas, pues aparecieron diferentes patones de bandeo en 

distintas cepas que por morfologia pertenecian a la misma especie, por lo que no se reunieron todas 

en el mismo gtupo. Lo anterior se explica por los resultados de Stothard, ef a/., (1998), donde al 

secuenciar la subuntdad 18s del RNAr de varias cepas de Acanthamoeba se encontré que diferentes 

cepas de referencia catalogadas como una misma especie, presentaron secuencias diferentes. 

Anteriormente, Kilvington (1991), analizé 33 cepas de Acanthamoeba causantes de quetetitis, todas 

las cepas fueron morfologicamente idénticas, y sin embargo encontré que estas cepas se podian 

asignar a varios grupos moleculares de acuerdo con los RFLPs que se generaron por la restriccion 

del DNA total. 

En este trabajo se pudo observar que las identificaciones de las espacies del género Acanthamoeba 

por el método de restriccién enzimatica del DNA total no sélo es muy confiable, si no que también 

nos proporciona informacidn acerca de la relacién a nivel molecular de las cepas que por medio de 

otros métodos de identificacién no se logra establecer, como son el inferir si existe alguna 

probabilidad de que las cepas puedan ser patégenas, pues se pudo observar que de las cuatro cepas 

catalogadas como patogenas 30884, 4. royreba , 30841 A. lenticulata, 30898 A. castellanit y 30730 

A. hatchetti, Jas tres primeras aparecicron siempre agrupadas juntas en los resultados de todas tas 

enzimas probadas, lo que nos hizo crcer que posiblemente exista algun o algunos segmentos de 

DNA que les conficra informacién para el desarrollo de la patogenicidad Sin embargo, con los 

antecedentes que se ticnen sobre el género Acanthamocha, todas las cepas son potencialmente 

patégenas, por lo que son necesarios estudios adicionales para la identificacion apropiada en éste 

sentido 

Con los datos obtcmidos en cl presente trabajo, se pudo observar que el 57% de las cepas 

correspondicron a la identificacion morfoldgica, cl 14% se asignd a un grupo de diferentes especics, 

aunque no se descarté la identificacion hecha por morfologia y cl 28% de las cepas no pudicron scr 

identificadas molecularmente por falta de mas patrones de comparactén cn cuanto al numero de 

cepas de referencia utilizadas en este estudio. 
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CONCLUSIONES 

Con base en Ios resultados obtenidos en este trabajo, se logré apreciar que las identificaciones a 

nivel morfoldgico fueron mas o menos precisas. Sin embargo, se observé que existen variantes 

moleculares para una misma especie, es interesante apreciar que, en la identificacidn por el patron 

de bandeo que se forma al digerir el DNA total con endonucleasas de restriccién, las cepas que 

fueron identificadas morfologicamente como una misma especie (morfoldgicamente idénticas}, 

pudieron agruparse en diferentes grupos moleculares. Esto permitié hacer un reconocimiento mas 

preciso de las variantes intraespecificas de Acanthamoeba, e incluso, permitidé diferenciar entre 

ecotipos de este género, esto es importante por que el género Acanthamoeba presenta especies que 

son patégenas oportunistas del hombre y de otros animales, y ademas las diferentes cepas 

pertenecientes a la misma especie responden de diferentes formas frente a los mismos 

antiamebianos. 

A partir de este trabajo se podra relacionar la forma en que actian los tratamientos con 

antiamebianos sobre las cepas patogenas y no patégenas de los diferentes grupos moleculares, lo que 

permitira buscar compuestos efectivos pera el tratamiento de cada cepa en particular. De esta forma, 

con el diagndéstico que se tenga de algunas cepas se podra recomendar un tratamiento que sea el mas 

adecuado contra dichas amebas. Del mismo modo el reconocimiento de las cepas a mvel molecular 

puede ayudar en estudios epidemioldgicos, en Ja busqueda de sustancias amebicidas y en la 

elaboracion de un catalogo de las cepas de Acanthamoeba en el Estado de México a partir de las 

cepas del suclo. 

Para continuar con los estudios propuestos en este trabajo, es recomendable utilizar mayor numero 

de enzimas diferentes a Bgll, Xhol, BamHI y Kpnl, pues aunque las dos lltimas enzimas mostraron 

una buena cantidad de bandas en los patrones de cada cepa tratada, estos patrones no tuvieron el 

mismo nivel de resolucién que los generados por EcoRI] y Hindill.
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