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INTRODUCCION

|. INFORMACION GENERAL

Este estudio se realiz6 con muestras ambientales tomadas en la Republica de Chile,
continental e insular, por lo cual, se describen brevemente algunos aspectos
generales del pais, de su sistema de salud y de la Institucion donde se ejecuto la

mayor parte del trabajo de analisis técnico.
A. INFORMACION GENERAL DEL PAIS

1. Caracteristicas geograficas: El pais esta ubicado en el extremo sudoeste de
Ameérica del sur, es definido como un pais tricontinental, por su presencia en
América, Oceania y la Antartida. En América se extiende entre los paralelos
17°29°57"S y 56°32°12” S, alcanzando un largo de 4.270 Km, el ancho maximo es de
445 Km y el ancho minimo de 90 Km. Chile Insular corresponde a un conjunto de
Islas de origen volcanico en el Océano Pacifico Sur. Entre las mayores islas esté el
Archipiélago de Juan Fernandez que se encuentra en Sudamérica, Isla Salas y
GOmez e Isla de Pascua geograficamente ubicadas en la Polinesia, con una
superficie de 756.095 Km? y el territorio Antartico Chileno, que aumenta su superficie
a 1.250.257 Km?.

El pais se divide en areas geogréficas que son: Norte Grande con clima desértico,
Norte Chico con clima semiarido, Valle Central con clima templado, region de Los
Canales con clima de lluvia y nieve y continente Antartico con clima Polar. La
pluviosidad va en aumento de norte a sur. En Isla de Pascua se encuentra un clima
tropical fresco y esta ubicada a 3.700 Km del continente, el Archipiélago Juan

Fernandez tiene clima subtropical y se encuentra a 670 Km del continente.

Aproximadamente el 70% de la superficie del pais es montafiosa y solo el 7% de la
tierra es cultivable. Chile cuenta con unos 3000 volcanes, de los cuales, 150 estan
activos. La Cordillera de Los Andes que se sitla al este del pais, origina numerosos
e importantes rios que corren de este a oeste, a todo lo largo del pais. Estos rios

riegan los valles, en los que hay buenos suelos de origen fluvial y generalmente de
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buena fertilidad y permeabilidad. La mayoria de los rios son cortos y torrentosos,
sélo 36 de ellos llevan cantidades significativas de agua. En relacion a los suelos, la
mayoria de los suelos de la zona central y zona norte son suelos de textura mediana,
otros son de textura pesada, siendo escasos los suelos de textura liviana. En las
zonas centro-sur y sur se encuentran suelos de origen volcanico que corresponden a
suelos de textura mediana. Tales condiciones de clima, suelo y agua hacen posible
una amplia diversificacion de la agricultura chilena, (Garcia Hernan, 1982; Luzio et al,
2006).

2. Caracteristicas demogréficas: la poblacion del pais es de 16.634.603
habitantes, distribuida en 8.532.713 mujeres y 8.101.890 hombres, la poblacién
urbana es de 14.462.858 habitantes y rural de 2.171.745 habitantes. El pais esta
clasificado en tipo de poblacién madura, la poblacién sobre 60 afios, en el 2015 es
de 17%, los menores de 15 afios representan el 21% de la poblacion y la tasa de
fecundidad es de 1,8 hijos por mujer en edad fértil, (www.ine.cl censo 2012).

3. indice de Desarrollo Humano (IDH): En el afio 2014 el Informe Mundial de
Desarrollo Humano ubicé a Chile en el puesto niumero 41 de la clasificacion mundial
y en primer lugar en América Latina y el Caribe, con un valor IDH de 0,822 (en una
escala de cero a uno), una esperanza de vida al nacer de 80 afos, 15,1 afos
esperados de instruccidon y mostrando un nivel de desarrollo humano muy alto
(PNUD Informe de desarrollo humano 2014).

B. SISTEMA DE SALUD CHILENO
1. Aspectos generales

El sistema de salud esta integrado por instituciones, organismos y entidades
pertenecientes al sector publico y al sector privado, constituyendo un sistema de
salud mixto. El subsector publico esta representado principalmente por el Fondo
Nacional de Salud (FONASA) en su aspecto financiero y por el Sistema Nacional de

Servicios de Salud (SNSS) en su componente de prestacion de servicios. El
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subsector privado esta principalmente representado por las Instituciones de Salud
Privada (ISAPRE) y Mutuales en su aspecto financiero previsional y los profesionales
y centros asistenciales privados en su componente de prestacion de servicios. La
distribucion de la poblacion segun el sistema de salud en el sector publico es de
69,5%, en ISAPRES 16,3% y en otros (Fuerzas armadas, universidades y otros) es
de 14,2%. (www.isapre.cl).

2. Financiamiento de la salud: entre las fuentes de financiamiento se encuentran,
los impuestos directos e indirectos, administrados por el gobierno, los tributos
municipales o comunales, administrados por las municipalidades. La cotizacion
obligatoria de los trabajadores a FONASA o ISAPRE que es de 7% del salario, entre
otros.

3. SISTEMA PUBLICO DE SALUD

3.1 SNSS: esta integrado por el Ministerio de Salud (MINSAL) y sus organismos
dependientes: FONASA, CENABAST, la Superintendencia de Salud y el Instituto de
Salud Publica de Chile (ISP).

3.2 El MINSAL: se divide en 2 Subsecretarias, de Redes Asistenciales y de Salud
Publica.

Figura N°1. Organigrama resumido de la dependencia del ISP con el MINSAL.

MINISTERIO
DE SALUD

' Subsecretaria de
Redes Asistenciales

Salud Pablica
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C. INSTITUTO DE SALUD PUBLICA DE CHILE

1. Definicién: Es un servicio publico, que posee autonomia de gestion y esta dotado
de personalidad juridica y de patrimonio propio, dependiendo del Ministerio de Salud
para la aprobacion de sus politicas, normas y planes generales de actividades, asi

como en la supervision de su ejecucion.

Foto N°1

2. Organizacion administrativa: el ISP esta formado por 5 departamentos técnicos:
ANAMED (Agencia Nacional de Medicamentos), Laboratorios Biomédicos, Salud
Ocupacional, Salud Ambiental, Asuntos Cientificos y un departamento de apoyo a la
gestion que es Administracion y Finanzas. Dependiendo directamente de la Direccion
esta la Unidad de Calidad, que es fundamental para el mejoramiento continuo de la
calidad institucional en los procesos técnicos y administrativos, basados en las

Normas ISO (International Organization for Standardization).
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2.1 Departamento Salud Ambiental: el Departamento estd formado por 5 sub

departamentos, uno de ellos es el sub departamento del ambiente.

2.1.1 Sub departamento del Ambiente: este sub departamento esta integrado por
la Seccion de Parasitologia Ambiental y la Secciéon de Quimica Ambiental y su
sistema de calidad esta basado en la Norma Chilena NCh-1SO 17025:2005.

Figura N°2. Organigrama del departamento de Salud Ambiental.

Jefatura de
Denartamento

Secretaria
Departamento Coordinador
Y Ambhiental ) de Gestion
Ambiental
Coordinador
de Calidad
- Ambiental J Unidad de coordinacién de
Unidad de Plaguicidas y Laboratorios Ambientales

Desinfectantes

Subdepto Subdpto
I Subdepto del Subdepto Subdepto loaf
Alimentos . B Sustancias Metrologiay
L Ambiente Produccidn : .
y Nutricion ilicitas Biotecnologia
Seccién Seccion
Parasitologia Quimica
Ambiental Ambiental

2.1.1.1 Seccion Parasitologia Ambiental: fue creada en el afio 2012, anteriormente
desde el 2001, fue Laboratorio de Parasitologia Ambiental dependiente de la Seccidn

de Microbiologia de Alimentos y Agua. En las metodologias de ensayo
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implementadas estan las que se realizan en alimentos (pescado y platos preparados,
carne de cerdo, jabali y cecinas, verduras, berries, moluscos bivalvos) y las que se

realizan en matrices ambientales (agua, suelo, aire).

II. A. Amebas de Vida Libre (AVL).

1. Introduccion: Las AVL son protozoos eucariotas, aerobios, mitocondriales, que
se encuentran en todo tipo de ambiente y tienen gran importancia ecoldgica. Son
protozoos heterétrofos y tienen la capacidad de alimentarse tanto de forma
osmotrofa (consumen materia organica disuelta) y holozoica (ingieren bacterias,
materia particulada y otros organismos) por fagocitosis, de esta forma controlan a las
poblaciones de bacterias (Gallegos-Neyra y col, 2014). Son anfizoicas por su
capacidad de vivir como organismos de vida libre en la naturaleza y sélo
ocasionalmente invadir a hospedadores y vivir como parasito dentro de tejido del
hospedador. Existen mas de 100 especies, de las cuales, algunas pueden

potencialmente causar infeccion en humanos y animales, (Visvesvara et al, 2013).

Entre las diversas especies que existen en la naturaleza hay amebas desnudas
(Gymnamoeba) y amebas testadas, estas Ultimas son amebas con caparazoén, cuyo
citoplasma se encuentra encerrado dentro de una testa, de la cual emergen los
seudopodos. Miden de 20 a 200um y forman quistes de resistencia a cambios
ambientales adversos, formando una membrana quistica en la apertura de la testa

(boca o pseudostoma), (Gallegos-Neyra et al, 2014).

2. Ciclo de vida: comprende dos estadios de viabilidad biol6gica, una forma activa
gue se alimenta y reproduce, llamada trofozoito y una forma inactiva de resistencia
llamada quiste. El trofozoito se reproduce asexualmente por fisidn binaria, dando
lugar a 2 células hijas. En algunas amebas se presenta un estadio ameboflagelar
temporal en el que el organismo no se alimenta ni se reproduce, sélo sirve para
desplazarse a un mejor microambiente, el ciclo de vida pueden completarlo en el

medio ambiente sin necesidad de un hospedador, (Gallegos-Neyra y col, 2014).
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2. Taxonomia: La Sociedad Internacional de Protozodlogos basados en enfoques
morfolégicos, bioquimicos y filogenéticos propusieron una nueva clasificacion. Los
eucarioticos los ubicaron en 6 super grupos: Amoebozoa, Opisthokonta, Rhizaria,
Archaeplastida, Chromalveota y Excavata. Acanthamoeba y Balamuthia estan
clasificadas en el Super Grupo Amoebozoa: Acanthamoebidae. Naegleria fowleri en
el Super Grupo Excavata: Heterolobosia: Vahlkampfiidae y Sappinia en el Super
Grupo Amoebozoa: Flabellinea, Thecamoebidae, (Adl et al, 2005, Trabelsi et al,
2012; Visvesvara et al, 2013).

El supergrupo Amebozoa presenta generalmente seudépodos no eruptivos llamados
lob6podos, que pueden ser ramificados. Aqui se agrupan las gimnamebas o amebas
desnudas y un numero importante de las amebas testadas. Las amebas del
supergrupo Rhizaria se caracterizan por tener seudépodos muy finos que pueden ser
simples, ramificados, anastomosantes o con un soporte de microtibulo (ax6podos).
En este grupo también se encuentran algunas amebas tecadas que forman su
cubierta con placas siliceas. El supergrupo Opisthokonta agrupa una gran diversidad
de organismos, las amebas consideradas aqui son organismos relacionados
filogenéticamente con los “mohos del cieno” y algunos hongos que incluyen en
alguna fase de su ciclo de vida una forma amebiana. En el supergrupo
Chromalveolata también se agrupan protistas muy diversos, las amebas de este
grupo pueden tener una red ectoplasmatica sin paredes constituida por filamentos
ramificados y anastomosantes. En el supergrupo Excavata se encuentra un conjunto
de amebas que en muchos casos pueden tener una fase flagelada dentro de su ciclo
de vida. En estos organismos predominan los seuddépodos eruptivos, aunque son

diferentes de los que presentan los amebozoos, (Gallegos-Neyra et al, 2014).

3. Amebas patogenas para el ser humano: Miembros de s6lo 6 géneros tienen
una asociacion con enfermedad humana: Naegleria fowleri, Balamuthia mandrillaris,
Vermamoeba vermiformis, Sappinia pedata (diploidea), Paravahlkamfia francinae y
Acanthamoeba spp, las que se han descrito como causantes de infeccion del SNC
causando queratitis amebianas o lesiones en la piel en el ser humano y animales,

(Visvesvara Govinda, 2013; Gallegos-Neyra, 2014).
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B. Aspectos generales de AVL patdgenas para el ser humano.

1. Naegleria fowleri: ha sido aislada en muestras ambientales, en diferentes tipos
de agua, de termas, de piscinas cloradas inadecuadas, recreacionales, reservas de
agua domeésticos, spas, rios temperados, agua dulce de grifos, en lagos o estanques.
No se ha descrito en agua de mar, (Visvesvara et al, 2007). Mas de 47 especies de
Naegleria se han descritas basada en la secuencia del gen SS rRNA, (Visvesvara G.,
2013). Es una ameboflagelada, en su ciclo evolutivo tiene tres estados, un trofozoito
ameboideo, otro trofozoito transitorio que es flagelar y el quiste. Es termofilica y
puede tolerar temperaturas hasta 45°C, proliferando durante los meses célidos,
(Visvesvara et al, 2007). El primer caso de meningoencefalitis amebiana primaria
(MAP) debido a Naegleria fowleri lo publicaron Fowler y Carter en 1965, (Petit et al,
2006). La MAP es una meningoencefalitis aguda, fulminante, hemorragica que se
manifiesta con dolor de cabeza bifrontal o bitemporal, fiebre, nauseas, vomitos,
irritabilidad, fatiga, rigidez de nuca, convulsiones y coma. La enfermedad progresa
rapidamente y sin diagndstico y tratamiento especifico, el paciente muere
generalmente dentro de 1 semana o menos, desde los primeros sintomas, (Petit et
al, 2006; Visvesvara et al, 2007; Da Rocha-Azevedo et al, 2009). Investigadores
indicaron que algunos de los casos reportados previamente como MAP primaria
debido a Naegleria fowleri y que se recuperaron, pueden haber sido

Paravahlkampfia, (Visvesvara et al, 2009; Chow et al, 2014).

Foto N°2 Foto N°3 Foto N°4

Trofozoito ameboideo  Trofozoito flagelar
(Visvesvara G. et al, 2007)
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2. Balamuthia mandrillaris: es una ameba del suelo, en muestras ambientales se
ha aislado en suelo, polvo y agua siendo menos abundantes en el medio ambiente
gue otras amebas de vida libre. (Matin et al, 2008; Siddiqui et al, 2015). Presenta dos

formas evolutivas, el trofozoito y el quiste.

Foto N°5 Foto N°6 Foto N°7

a)Trofozoito, b) Quiste Trofozoitos en suelo
(Visvesvara et al, 2007) (Dunnebacke et al, 2004)

En 1991, fue asociada con infeccién fatal humana involucrando al SNC produciendo
una encefalitis hemorragica necrotizante similar a Encefalitis Granulomatosa
Amebiana (EGA), (Visvesvara et al, 2007). Un analisis retrospectivo de casos de
Balamuthia encefalitis amebiana en California, revelé que el 73% de los casos
ocurrieron en hispanoamericanos (Schuster et al, 2004). Afecta a pacientes
inmunocomprometidos, incluyendo pacientes HIV/SIDA, con cancer, diabetes,
alcohdlicos y usuarios de drogas intravenosa, también se ha diagnosticado en
pacientes inmunocompetentes, especialmente nifios, jévenes y adultos de tercera
edad (Dunnebacke et al, 2004), ultimamente se ha reconocido que Balamuthia
puede ser transmitida a través de 6rganos, (Schlessinger et al, 2010). La enfermedad
se presenta de dos formas: cutanea y cerebral (Siddiqui et al, 2015). En Chile, en el
2006, se publicaron 2 casos en autopsia (Cuevas y col, 2006; Oddé y col, 2006).

3. Vermamoeba (Hartmannella) vermiformis: en el 2011, fue reclasificada en el
género Vermamoeba (Smirnov et al, 2011), presenta dos formas evolutivas el
trofozoito y el quiste, los que son muy resistentes y pueden proteger a las bacterias
de condiciones ambientales hostiles, (Fouque et al, 2014). Hasta hoy su
patogenicidad estd en controversia, (Abedkhojasteh et al, 2013). En el 1996, en
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México, la aislaron en LCR de un hombre de 18 afios con meningitis Yy
bronconeumonia, (Centeno et al, 1996). En Bratislava, Eslovaquia, fue comunicado
el primer caso de queratitis asociado a Vermamoeba vermiformis en una mujer

usuaria de lentes de contacto, (Garajova et al, 2014).

Foto N°8 Foto N°9
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Trofozoitos de V. vermiformis Quistes de Hartmannella vermiformis

Iva Dykova, 2005

4. Sappinia diploidea - Sappinia pedata: se han descrito dos especies, Sappinia
pedata y Sappinia diploidea. Ha sido aislada de suelo, agua dulce, aire, hojarasca
forestal, deposiciones de mamiferos, bisontes, alces, bufalos (Wylezich et al, 2009).
Ha sido descrita en Europa, Norte América, Egipto, India y Japdén. Presenta dos

formas evolutivas, el trofozoito y el quiste.

Foto N°10 Foto N°11

Trofozoito con doble ndcleo Quistes con 1y 2 nucleos
(Visvesvara G. et al, 2007)

En el 2001 se publicé el primer y Unico caso de encefalitis amebiana causada por
Sappinia diploidea, que mas tarde fue re-clasificada como Sappinia pedata
(Qvarnstrom et al, 2009; Wylezich et al, 2009). El paciente fue un hombre de Texas,
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de 38 afios, previamente sano, inmunocompetente, que desarroll6 una Encefalitis
granulomatosa. El paciente se recuperé después del tratamiento (Gelman et al,
2003).

5. Paravahlkamfia francinae n. sp.: presenta dos formas evolutivas el trofozoito y el

quiste.

Foto N°12 Foto N°13

Trofozoito Quistes

(Visvesvara et al, 2009)

Fue aislada del LCR de un paciente con sintomas tipicos de una meningoencefalitis
amebiana primaria (Visvesvara et al, 2009), terminado el tratamiento con anfotericina
B el paciente se recuperé después de unos pocos dias de hospitalizacion sin
ninguna secuela neuroldgica (Ozkoc et al, 2008). En Turquia se presentd un caso de
queratitis por Paravahlkamfia sp en un hombre de 61 afios con historia de trauma
corneal y que no era usuario de lente de contacto, Este resultado indica que algunos
de los casos reportados previamente como meningoencefalitis amebiana primaria y
gue se recuperaron podrian haber sido Paravahlkampfia. (Schuster et al, 2003;

Visvesvara et al, 2009).
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lll. Acanthamoeba spp.
1. Introduccién

El término “acanth” en griego significa espinas, fue agregado al término ameba para
indicar la presencia de estructuras como espinas, ahora conocidas como
acantopodios, (Khan et al, 2006). Son protozoos que se encuentran comunmente en
agua y suelo, sin embargo, s6lo unas pocas especies son capaces de causar

enfermedad en humanos.

En 1913, Puschkarew aisl6 una ameba desde polvo y la nombré6 Amoeba
polyphagus, Page la nombr6 como Acanthamoeba polyphaga, (Visvesvara et al,
2013). En 1930, Castellani aisl6 una ameba que estaba como un contaminante en
una placa de cultivo del hongo Cryptococcus pararoseus y que fue mas tarde
nombrada como Acanthamoeba castellanii, Culbertson en 1958, con un concepto
avanzado planteé que las AVL pueden causar infeccibn humana, (Marciano-Cabral
et al 2003; Khan et al, 2006; Visvesvara G. 2013). Durante la produccion de la
vacuna de la poliomelitis aislaron una ameba del cultivo de tejido pensando contener
un virus desconocido, la inocularon en ratones y monos intracerebralmente tratados
con cortisona y demostraron lesiones cerebrales de los animales que murieron una
semana mas tarde. La hip6tesis de Culbertson fue que una infeccion similar podria
ocurrir en el ser humano, este aislado fue nombrado como Acanthamoeba

culbertsoni.

Acanthamoeba spp. fue previamente ubicada en el género Hartmanella. Sin
embargo, en 1967 fue definitivamente clasificada como género separado por Page,
respetando la designacion genérica de Acanthamoeba creada por Volkonsky en
1931. Mas tarde, Pussard y Pons en 1977, propusieron una clasificacion basada
principalmente en la morfologia y medida del quiste en 3 grupos, (Nwachuku et al,
2003). En el grupo | estaban los quistes de tamafio sobre los 18um, en el grupo Il los
quistes menores a 18um y en el grupo Ill, los quistes menores a 19um con
endoquiste redondo u oval, (Schuster et al, 2004). Con esta clasificacion se

identificaron 18 especies, que fueron clasificadas en los 3 grupos.

42



En la Tabla N°1 se presentan 18 especies de Acanthamoeba spp. incorporadas en

los 3 Grupos de Pussard y Pons, (Nwachuku et al, 2003).
TABLA N°1

GRUPOS DE PUSSARD Y PONS Y ESPECIES DE Acanthamoeba spp.

GRUPO | GRUPO Il GRUPO llI |
A astronyxis  A.castellani A, palestinensis
A. comandoni . Mauritaniensis A. culbertsoni
A. echinulata . polyphaga A. lenticulata
. lugdunensis A. pustulosa

A. royreba

. rhysodes

. divionensis

. paradivionensis

. griffini

A
A
A
A
A. quina
A
A
A
A
A

. triangularis

Actualmente, la identidad de méas de 24 especies de Acanthamoeba se ha basado en
criterios morfologicos. En el Grupo | fueron incorporadas A. tubiashi, (Stothard et al,
1998) y A. byersi, (Qvarnstrom et al, 2013). En el Grupo Il se agregaron A. hatchetti,
(Stothard et al, 1998) y A. micheli sp. Nov, (Magnet et al, 2014). En el Grupo Il A.
healyi, (Stothard et al, 1998) y A. jacobsi, (Hewett et al, 2003). Estas especies
agrupadas en base a su morfologia es considerado poco fiable porque las
variaciones en la morfologia de los quistes, puede ser causada por las condiciones
del cultivo, (Visvesvara et al, 2013). Criterios inmunolégicos, bioquimicos y
fisiol6égicos también se han aplicado para la identificacion de las diferentes especies
de Acanthamoeba. Sin embargo, muchas especies comparten determinantes
antigénicos, por lo tanto, los resultados obtenidos a través de inmunofluorescencia o

western blot han sido poco concluyentes, (Marciano-Cabral et al, 2003).
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2. Epidemiologia: Acanthamoeba spp. se encuentran en todo el mundo. En el
medio ambiente han sido aisladas de suelo, (Todd et al, 2015), arena, polvo en el
aire, (Rodriguez-Zaragoza et al, 1993), abono, agua dulce (Montalbano et al, 2015)
y salada, estanques de agua, lagos de agua dulce, lagos de agua salada, agua y
suelo de la Antartida, (Brown et al, 1982; Biddick et al, 1984), agua de termas, agua
de duchas, aguas residuales, depuradoras de lodos, agua embotellada mineral,
agua destilada embotellada, plantas de energia nuclear, conductos de ventilacion,
torres de refrigeracion, filtros de calefaccion, unidades de calefaccion, ventilacion,
(Khan et al 2006, Siddiqui et al, 2012; Visvesvara et al, 2013), equipos de aire
acondicionado, (Astorga B et al, 2011; LI-Li et al, 2011), humidificadores, acuarios
domésticos, tubos de jacuzzi, piscinas de hidroterapia en hospitales, unidad de
didlisis, (Dendana et al, 2008), polvo en el aire, lentes de contacto, descarga de aire,
vegetales, (Khan et al, 2006; Siddiqui et al, 2012; Visvesvara et al, 2013) unidades
de riego dental, (Trabelsi et al, 2010). Los biofiims aumentan el N° de AVL en las
lineas de agua de unidades dentales encontrando una frecuencia (3 veces) mas alta
en muestras de biofilms, (Retana-Moreira et al, 2015). Al estudiar muestras de polvo
y biofims en un Hospital, se encontré un 40% con Acanthamoeba y Naegleria con un
100% de positividad en muestras de biofilms. La explicacion estaria en las amebas
gue se adhieren a ellos para alimentarse de las bacterias que los colonizan, la
ameba también produce copas de alimentacion (food cups o amebostomas) en su
superficie e ingiere células epitaliales, (Barbeau et al, 2001). Protistas tales como las
amebas, tienen dos importantes funciones ecoldgicas, influir en la estructura de la
comunidad microbiana y mejorar el reciclaje de nutrientes. Entre los protistas, las
AVL son los consumidores dominantes de bacterias y son responsables de hasta el
60% de la reduccion total de la poblacién bacteriana. En un estudio, el suelo que
contiene Acanthamoeba y bacterias mostrd significativamente mayor mineralizaciéon
de carbono, nitrogeno y fésforo en comparacion con el suelo que contiene las

bacterias pero sin Acanthamoeba, (Siddiqui et al, 2012).

Acanthamoeba puede tolerar amplios rango de osmolaridad, temperatura, salinidad y
pH, (Trabelsi et al, 2012). El primer caso de Queratitis por Acanthamoeba spp. (QA)

en los Estados Unidos ocurrié en 1973 en un ranchero del sur de Texas seguido de
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un trauma de su ojo derecho. El nimero de casos aumentd gradualmente entre 1973
y 1984, y un draméatico aumento comenz6 en 1985, reflejando el aumento del uso de
lentes de contacto entre la poblacion, (Visvesvara G. 2013). En el afio 2002, la
incidencia predictiva de queratitis por Acanthamoeba en usuarios de lentes de
contacto por millén ha sido estimada como 1,36 en USA, 3,06 en los Paises Bajos y
149 en el este de Escocia, (Laummaunwai et al, 2011). Las informaciones indican
que el 85% de los casos de queratitis por Acanthamoeba estan asociados con
individuos usuarios de lentes de contacto, (Nwachuku et al, 2003). Durante los afos
2003-2008, un aumento sustancial (cuatro veces) en la incidencia de QA se observo
en los EEUU, asi como en otros paises. Este aumento se ha asociado, en parte, a
una formulacion especifica de lentes de contacto y a la reduccion de una normativa
de la EPA (Environmental Protection Agency) en uso del cloro para las plantas de

tratamiento de aguas municipales, (Panjwani et al, 2010).

Se estima que hasta agosto del 2006 mas de 5000 casos de QA han ocurrido en los
Estados Unidos. La queratitis por Acanthamoeba no es enfermedad de notificacion
obligatoria, el actual nimero no es conocido y puede ser aun mas alto. Trabajos
publicados sugieren una incidencia de 0,58 a 0,71 casos/1.000.000 en la poblacién
general y 1.65 a 2.01/106 entre usuarios de lentes de contacto, (Nwachuku et al,
2003). Gran numero de casos han sido reportados en el Reino Unido e India.
Incidencia en el Reino Unido en la poblacion general es de 1/1.000.000 anual,
mientras que entre los usuarios de lentes de contacto esta cifra asciende a
17,5/1.000.000 por afio, (Ramirez et al, 2005).

En Chile, en 1993, se realiz6 el primer aislamiento de Acanthamoeba en una usuaria
de lentes de contacto blandas con queratitis bilateral grave, se identifico en el CDC
como A. polyphaga, (Astorga et al, 1993). En un estudio epidemiologico de caso-
control, revel6 que el mayor factor de riesgo fue el uso de lentes de contacto,
predominantemente los de uso diario o lentes blandas de uso extendido, uso de
solucion salina hecha en casa en lugar de la solucion salina preparada
comercialmente (78 y 30% respectivamente). Las lentes blandas son a menudo mas
reutilizados, lentes de uso diario utilizados durante varios dias, lentes de uso

mensual utilizados durante varios meses, generalmente, esto ocurre en personas
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que los usan sélo ocasionalmente. En Tailandia, un estudio mostré que cerca del 5%

de los casos ocurrié en usuarios de lentes de contacto, (Laummaunwai et al, 2011).

Recientes estudios han reportado un significativo aumento en el nimero de
pacientes con QA en los Estados Unidos, Australia, Italia, Nueva Zelanda y Brasil.
Hasta el afio 2012 hahabian mas de 120 millones de personas usuarias de lentes de

contacto en el mundo, (Siddiqui et al, 2012).

La incidencia global de casos de EGA debido a Acanthamoeba registrados, fue de
120 casos al afio 2000, 84 de estos ocurridos en los Estados Unidos y sobre 50
casos de EGA fueron encontrados en pacientes con SIDA. Al afectar a individuos
inmunocomprometidos y con enfermedades cronicas, los casos pueden ocurrir en
cualquier época del afo, sin un patron estacional, (Govinda Visvesvara, 2013). Al
afo 2013 se habian publicado 3 casos de EGA en Espafia, (Magnet et al, 2013). Hay
un acuerdo general que EGA y queratitis han aumentado significativamente en los
altimos 10 afios en los Estados Unidos, por el aumento de los usuarios de lentes de
contacto de todas las edades y por el aumento de individuos inmunosuprimidos
(Nwachuku et al, 2003). En el 2002, se reportdé un caso de meningoencefalitis por
Acanthamoeba en la India. En 20 afios, en Austria, han diagnosticado 3 casos de
EGA, identificando los genotipos T2, T4y T5, (Walochnick et al, 2015).

Primer caso de queratitis por T4 en paciente no usuario lentes contacto y sin historia
de trauma ocular en Turquia, (Ertabaklar H. et al, 2007). En Iran, se estudiaron 28
raspados corneales y lentes de contacto de pacientes con queratitis, fueron 14
positivos morfolégicamente y 10 por PCR, (Niyyati et al, 2009). En Valencia, se
reportd un caso de queratitis bilateral por Acanthamoeba, (Navarro et al, 1998).
Queratitis por Acanthamoeba asociada al uso de agua potable durante la limpieza de
lentes de contacto, (Legarreta et al, 2013). Queropatia por Acanthamoeba, tres
casos (Espafa), (Guerri et al, 2006). Estudio de 3 casos queratitis por
Acanthamoeba en Madrid, (Cruz et al, 2004). En Espafa, al afio 2013, se habian
publicado 24 casos de queratitis, (Magnet et al, 2013). En Filipinas se informé de
una QA en paciente no usuario de lente de contacto, (Buerano et al, 2014).

Pacientes con queratitis por Acanthamoeba en el norte de China (Zbang et al, 2004).
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Queratitis por Acanthamoeba en no usuario de lentes contacto en India, (Pasricha et
al, 2003). Primer reporte de Acanthamoeba genotipo T13 en queratitis humana, la
paciente fue una mujer de 22 afios, del sur de Africa, usuaria de lentes de contacto
blando (Grun et al, 2014). En 20 afios, en Austria, se han diagnosticado 154 casos
de QA, predominando el genotipo T4, ademas han encontrado los genotipos T3, T6,
T10 y T11, (Walochnik et al, 2015). En otro estudio, se diagnosticaron 14 casos, en

el cual ademas del genotipo T4, se identificé genotipo T15, (Di Cave et al, 2009).
3. Morfologia

Trofozoito: “tropho” en griego significa “para nutrir’, mide de 15 a 45 ym, (Lorenzo-
Morales, 2015), es el que se alimenta de particulas organicas, bacterias, algas,
hongos y detritus presentes en el ambiente. La absorcion de los alimentos se realiza
mediante fagocitosis o por formacién de “copa de alimentos”, que se forman en la
superficie de la ameba como estructuras temporales. En el proceso de alimentacion
participan seudopodos finos, digitales como espinas llamados acantopodios, la
ingestion de liquido es recogido a través de pinocitosis, (Khan et al, 2006). Se
reproduce por fision binaria, (Trabelsi et al, 2012), se divide mitéticamente bajo
condiciones éptimas de suministro de alimento, pH neutro y temperatura aproximada
de 30°C. Generalmente tiene 1 nucleo vesicular que mide aproximadamente un
sexto de la medida del trofozoito (Khan et al, 2006), de ubicacién central, con un
nucléolo grande y denso, también se han descrito amebas multinucleadas, cuando
Acanthamoeba se mantiene en cultivo en suspension, (Marciano Cabral et al, 2003).
El citoplasma es finamente granular y contiene numerosas mitocondrias, ribosomas,
lisosomas, vacuolas alimenticias y 1 o mas vacuolas contractiles, cuya funcion es
expulsar el agua para la regulacién osmatica, (Nwachuku et al 2003; Visvesvara et
al, 2013). Acanthamoeba se mueve relativamente rapido, con una velocidad de
aproximadamente 0.8um/segundo, (Khan et al, 2006). Cuando el alimento llega a ser
escaso 0 cuando se enfrenta a la desecacion u otra presion ambiental, la ameba se

redondea y enquista.

Quiste: tiene una pared con 2 capas, mide entre 5 a 25um, (Khan et al, 2006;

Visvesvara et al, 2013; Lorenzo Morales et al, 2015). La capa externa o ectoquiste,
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tiene pliegues y ondulaciones y estd constituida por proteinas, polisacaridos y
lipidos, (Khan et al, 2006). La capa interna, el endoquiste, contiene celulosa y por lo
tanto, es acido periodico de Schiff (PAS) positivo. El endoquiste varia en forma,
pudiendo ser estrellado, poligonal, oval, triangular o esférico. Ecto y endoplasma
estan conectados en varios puntos con poros u ostiolos, que estan sellados con
tapones mucosos, llamados opérculos, que son removidos durante la exquistacion.
En contraste a infecciones con otras amebas, Acanthamoeba puede formar quistes
dentro de los tejidos. (Kahn et al, 2006; Lorenzo Morales et al 2015).

Foto N°14 Foto N°15

(b)

Acanthamoeba castellanii
n=nucleo, cv=vacuola contractil Quistes en tejido

(Visvesvara G. et al, 2007)

Foto N°16 Foto N°17 Foto N°18

Quiste Quiste con 2 ostiolos Q. A. castellanii*

(Fouque et al, 2014) (Thomas et al, 2010)
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*Se sefala el opérculo, ostiolos, mitocondria, ecto y endoplasma.

4. Actuacion de los desinfectantes: en un estudio con 3 desinfectantes: cloro,
monocloramina y dioxido de cloro, contra 3 AVL: Acanthamoeba, Hartmannella y
Naegleria, el quiste de Acanthamoeba mostré ser mas resistente que el trofozoito y
gue los quistes de las otras AVL, pero en menor medida con dioxido de cloro, el cual
mostré ser el mas eficiente en inactivar los quistes, (Dupuy et al, 2013). Estudio de 9
soluciones desinfectante de lentes contra Acanthamoeba castellanii, 7 desinfectantes
no mostraron efectos amebocidas, so6lo 2 desinfectantes exhibieron lisis parcial de
trofozoitos en un 85,3% y 73,7%, sblo se evaluaron estos 2 desinfectantes en la
forma quistica, a los 3 dias de cultivo proliferaron los trofozoitos de Acanthamoeba
castellanii indicando la ineficiencia de ambas soluciones de desinfeccion de lentes

de contacto contra los quistes, (Lakhundi et al, 2014).

Los quistes de Acanthamoeba spp. tienen mejor supervivencia que los de Naegleria,
(Gupta et al, 1999), son muy resistentes a la inactivacion de desinfectantes del agua,
tales como cloro, yodo, bromo, biocidas, etano, luz ultravioleta. El tratamiento con
fredn, 6xido de metileno o tratamiento en autoclave destruye los quistes, (Marciano-
Cabral et al, 2003). Las AVL generalmente crecen a T° entre 10 y 30°C. Bajo 4°C
sélo sobreviven cepas resistente al frio como Acanthamoeba polyphaga, (Cervero-
Arajo et al, 2013). Mazur et al 1995, demostraron que 15/17 quistes de amebas se
conservaron viables durante mas de 24 afios después de su almacenamiento en
agua a 4°C. También se pudo observar su viabilidad después de mantenerla durante

10 afios en criopreservacion, (John et al, 2006).
5. Diagnéstico de laboratorio
5.1 Diagnostico fenotipico

5.1.1 Métodos directos: en muestras clinicas se han aislado de LCR, biopsia y/o
raspado de coOrnea (colocar en 200ul de solucion salina estéril, para prevenir la
desecacion), (Lorenzo-Morales et al, 2015), biopsia de piel, pulmones, cerebro, de
hisopos obtenidos de mucosa nasofaringea de pacientes con problemas respiratorios

de individuos infectados, secrecion pulmonar. Trofozoitos y quistes se han
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encontrado en parénquima pulmonar y lesiones de la piel. Es recomendable que las
muestras sean mantenidas a temperatura ambiente hasta su analisis, el que deberia
hacerse dentro de las 24 hrs. En el andlisis del LCR, este se debe centrifugar a baja
velocidad (250xg) para evitar la destruccion de lo trofozoitos, y la cantidad de LCR
debe ser de 3 a 5 ml minimo para poderlos detectar. El andlisis del LCR en general
revela pleocitosis linfocitica con leve elevacion de las proteinas y glucosa normal o
ligeramente disminuida, (Parija et al, 2015). La observacion microscoépica del LCR
puede ser directa sin tincibn o empleando tinciones permanentes como: azul de
lactofenol en la cual la pared quistica y el nacleo se observan en azul intenso,
mientras el citoplasma azul tenue, con naranja de acridina, los quistes aparecen
naranja brillante en microscopia de fluorescencia. En la tincion de Giemsa o Wright,
las amebas presentan un citoplasma retractil, ligeramente teflido de azul, con un
ndcleo tenue de color rosaceo, (Lorenzo-Morales et al, 2015). Acanthamoeba spp. no
se encuentra facilmente en el liquido cefalorraquideo, s6lo se ha aislado en unos
pocos casos. Un caso de Acanthamoeba aislada del LCR ocurrié en un paciente sin

enfermedad del Sistema Nervioso Central, (Petry F. et al. 2006).

Las biopsias de cornea, tejido cerebral y piel, se fijan en formaldehido y se pueden
teflir con hematoxilina eosina, con la que el citoplasma de las amebas se observa
azulado y el nucleo purpura. Otra tincion es la de plata meten amina de Gomori y
acido peryodico de Schiff (PAS). Acanthamoeba en tejido ha sido identificada
incorrectamente como macréfago u hongo. Calcofluor blanco, es un colorante
guimiofluorescente tiene una afinidad por los polimeros de polisacaridos de los
quistes amebianos, ha sido utilizado para identificarlos en el tejido corneal. La tincion
blanca de calcofluor en las paredes de los quistes amebianos brillan de color verde

manzana, (Marciano-Cabral et al, 2003).

5.1.2 Método por concentracién: centrifugacion de LCR. En muestras de agua y

suelo, estas se concentran mediante centrifugacién o por filtracion en copa.

5.1.3 Cultivo monoxénico y axénico: el gold standard para la deteccién de
Acanthamoeba es aun la técnica de cultivo en placa, (Lorenzo-Morales et al, 2015).

Se cultivan facilmente con bacterias no mucosas, gran negativa como Escherichia
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coli o Enterobacter aerogenes. Las amebas muestran preferencia por bacterias que
no son capsuladas o pigmentadas, (Parija et al, 2015), la capsula mucoide inhibe la
fagocitosis por la ameba y las bacterias pigmentadas son a menudo toxicas. Si el
paciente ha sido pre tratado con antibioticos, la densidad de amebas es
generalmente muy baja, muestra morfologia alterada, incluso el cultivo puede
resultar negativo y las técnicas moleculares son indispensables, (Khan et al, 2006;
Lorenzo-Morales et al, 2015). Un cultivo positivo de las cajas que almacenan los
lentes o soluciones de limpieza no confirman el diagndéstico, sin embargo, sugiere
infeccion con Acanthamoeba. Las amebas pueden ser mantenidas indefinidamente
en el laboratorio, realizando corte periédico de una pequefia pieza de agar
conteniendo trofozoitos o quistes y traspaso a nueva placa con medio ANN. Placas
con cultivo moxénico selladas con parafilm pueden ser guardadas por muchos
meses a temperatura ambiente, si el medio no se deshidrata, los quistes
permanecen viables por muchos afios. También se realiza cultivo axénico, el méas
utilizado es en medio PYG. Algunos investigadores realizan traspaso del cultivo
monoxénico de Acanthamoeba spp. a cultivo en medio axénico, con el fin de obtener
una cepa pura libre de bacterias y realizar la extraccién del ADN para realizar
metodologias moleculares. Otros medios de cultivo axénicos son el YAS, TYI-S-33,
Cerva, entre otros. En cultivo celular se emplean células de mamiferos, HeLA, HEp-

2, queratinocitos, VERO, células de rifibn de mono, (Marciano-Cabral et al, 2003)
5.2 Diagnéstico molecular

5.2.1 PCR: en base a la secuencia del gen rRNA este es usado para comprender la
complejidad y filogenia de las especies de Acanthamoeba. Estas metodologias
aumentan significativamente la sensibilidad del diagnéstico (Lorenzo- Morales et al,
2015). En muestras clinicas se utilizan en LCR, tejido cerebral, piel, cérnea y
lagrimas. La mas utilizada es el PCR tradicional, basados en la diferencia de las
secuencias, hasta hoy, 20 genotipos de Acanthamoeba han sido establecidos (Tabla
N°2). Al comienzo se propuso que entre dos tipos diferentes de secuencias deberia
existir una divergencia de pares de bases mayor a 5%, (Trabelsi et al, 2012),
actualmente esto esta siendo evaluado nuevamente dada la expansion de

secuencias disponibles, por lo cual se podria reducir a un 4%.
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5.2.2 PCR Tiempo Real y PCR Tiempo Real rapido: para la deteccion simultanea
de 10 diferentes genotipos de Acanthamoeba que puede detectar 0.1 quiste por pl,
(Siddiqui et al, 2012). La mayoria de las infecciones humanas debido a
Acanthamoeba han sido asociadas con los aislados del genotipo T4, (Trabelsi et al,
2012). No estd claro porqué el aislado T4 es el mas abundante en infecciones
humanas, pero es probable que sea debido a su mayor virulencia y propiedades que
mejoran su transmisibilidad, asi como la susceptibilidad reducida a los agentes
quimioterapéuticos. Inicialmente hubo una subclasificacion de T4 en 10 subgrupos

(T4/1 a T4/10), posteriormente se amplid a 21 y luego a 23, (Maciver et al, 2013).

5.2.3 PCR multiple de Tiempo Real: para Acanthamoeba spp., Balamuthia

mandrillaris y Naegleria fowleri. (Qvarnstrom Y. et al, 2006).

5.3 Diagndéstico indirecto: se ha utilizado inmunofluorescencia, ELISA, citometria
de flujo, (Parija et al, 2015). Por inmunofluorescencia, individuos infectados con
Acanthamoeba presentan niveles de anticuerpo en titulos que van desde 1:256 a
1:1024 en suero, mientras que individuos sin infeccibn presentan titulos de
anticuerpos que no pasan de 1:80, (Da Rocha-Azevedo et al, 2009). Se ha
encontrado un 100 % de anticuerpos anti Acanthamoeba en poblacion sana en
Nueva Zelanda y mas del 85% en individuos en Londres que vienen desde diferentes
paises, (Siddiqui et al, 2012). Se ha descrito seroprevalencia de anticuerpos anti
Acanthamoeba en pacientes con artritis reumatoide por inmunofluorescencia en
Tehran, Iran, (Eftekhar et al, 2010). En otro estudio en hispanos se encontré que
tenian 14,5 veces menos de probabilidades de desarrollar anticuerpos para
Acanthamoeba, especialmente A. polyphaga, que los caucasicos, (Visvesvara
Govinda, 2013).

6. Diagndéstico por imagenes

Imagenes de tomografia computarizada o resonancia magnética han sido realizadas

en algunos pacientes con meningoencefalitis granulomatosa. La tomografia
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computarizada de cerebro (TAC) muestra multiples lesiones grandes de densidad
baja que simulan una masa Unica o multiple. La resonancia nuclear magnética con
contraste muestra multiples lesiones anular en el cerebro o lesiones discretas
sugestivas de abscesos o tumores cerebrales, (Marciano-Cabral et al, 2003;

Lorenzo-Morales et al, 2011).
En la Tabla N°2 se presentan los genotipos T1 al T20, la especie relacionada a cada

genotipo, numero en la base de cepas de la ATCC, el niumero de acceso al

GenBank y la referencia bibliografica de la publicacion de cada genotipo.
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Genotipo

T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9
T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16
T17
T18
T19

T20

Especie

. castellanii

. palestinensis
. griffini

. castellanii

. lenticulata

. palestinensis
. astronyxis

. tubiashi

. comandoni
. culbertsoni

. hatchetti

> > > x> PP > > P

. healyi
UWC9

PN13 - UWE39
A. jacobsi
U/HC1

Ac Ela

A. byersi

A. micheli
Sp.nov.

OSU 04-020

TABLA N°2

Cepa
ATCC
50494
30870
30731
30011
50428
50708
30137
30867
30135
30171
30730
30866
PARA-3
Sin dato
30732
Sin dato
Sin dato
Sin dato
Sin dato

Sin dato

INFORMACION GENOTIPOS T1 - T20 DE Acanthamoeba spp.

N° Acceso | Referencias

GenBank
u07400
u07411
u07413
u07413
U94739
AF019064
AF019063
AF019065
AF019066
AF019067
AF019068
AF019070
AF132134
AF333609
AY262360
AY026245
GuU808277
KC822461
KJ413084

Gast R.J. et al ,1996
Gast R.J. et al, 1996
Gast R.J. et al, 1996
Gast R.J. et al, 1996
Stothard D. et al, 1998

Stothard D.
Stothard D.
Stothard D.
Stothard D.
Stothard D.
Stothard D.
Stothard D.

et al,1998
et al, 1998
et al, 1998
et al, 1998
et al, 1998
et al, 1998
et al, 1998

Horn M. et al, 1999

Horn M. et al, 1999

Hewett M. et al, 2003

Corsaro D., et al., 2010

Nuprasert W., et al, 2010
Qvarnstrom Y. et al, 2013

Magnet et al, 2014

DQ451161 | Fuerst P.A. et al, 2015
OSU (Ohio State University) Https://u.osu.edu/acanthamoeba/
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7. Patogénesis
La patogénesis de Acanthamoeba esta relacionada a factores directos e indirectos.

7.1 Factores directos de virulencia son los mecanismos dependientes de contacto
como la adhesion, fagocitosis y mecanismos independientes de contacto como las
proteasas. (Lorenzo-Morales et al, 2015).

7.1.1 Adhesion: el primer paso critico en la patogénesis de la infeccion es la
adhesion del parasito a la superficie de los tejidos del hospedero. En muchos casos,
las interacciones iniciales entre el parasito y el anfitrion estdn mediadas por un
sistema de reconocimiento mediado por hidratos de carbono. La superficie de todas
las células eucariotas tiene glicoproteinas, que estan constituidas de oligosacéaridos
unidas a un eje de la proteina. Las cadenas de oligosacaridos estan constituidos por
una serie de azucares, incluyendo hexosas (por ejemplo, manosa y galactosa),
pentosas (por ejemplo. fucosa), hexosaminas (por ejemplo, la glucosamina y
galactosamina) y acidos sialicos. Estudios actuales han confirmado que la unién de
Acanthamoeba a las células hospederas es mediada por Proteinas de Unién a
Manosa (PUM) de 130 kDa expresada en la superficie de Acanthamoeba, que
ofrecen eventos secundarios, tales como fagocitosis, apoptosis y secrecién de
proteasas extracelulares, las cuales juegan un rol causando dafio celular y tisular al

hospedador (Lorenzo-Morales et al, 2005; Panjwani et al, 2010).

7.1.2 Fagocitosis: La adhesion de Acanthamoeba conduce a procesos secundarios
tales como la fagocitosis o la secrecion de toxinas. La funcion principal de la
fagocitosis de Acanthamoeba es tomar las particulas de alimentos. Sin embargo, la
capacidad de Acanthamoeba para formar copas de alimentos o amebostomas
durante incubaciones con las células hospedadoras sugiere que tiene un papel en la
patogénesis de la Acanthamoeba, dentro de 40 segundos, las particulas unidas
estdn rodeadas de seudopodos, puestas en el citoplasma, y liberadas como

fagosoma en la corriente citoplasmatica.

7.1.3 Proteasas: son enzimas degradativas que catalizan la hidrolisis total de

proteinas. Acanthamoeba se muestra expuesta a las actividades proteoliticas. La
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funcién principal de las proteasas de Acanthamoeba es degradar sustancias

alimenticias con fines de alimentacion.

Las actividades de la neuraminidasa de Acanthamoeba podrian ser relevantes en la
colonizacion del parasito y también son importante en la produccion de dafios en el
acido sialico del epitelio de la cornea y en las alteraciones de glicolipidos asociados
con meningoencefalitis. Curiosamente, las neuraminidasas de Trypanosoma cruzi y
Acanthamoeba son inmunolégicamente relacionados como se ha demostrado por
anticuerpos contra neuraminidasas de Trypanosoma cruzi, los cuales reaccionan con

Acanthamoeba, (Lorenzo-Morales et al, 2015).

7.2 Factores indirectos de virulencia: caracteristicas morfologicas, tolerancias
fisiolégicas como la osmotolerancia, termotolerancia, diferenciacion celular,

quimiotaxis, ubicuidad, biofilms y factores del hospedador.

7.2.1 Caracteristicas morfologicas: las formas infecciosas de Acanthamoeba o
trofozoitos no tienen una morfologia distinta. Sin embargo, ellos poseen estructuras
conocidas como acantopodio en su superficie, lo que les permite modular la unién de

Acanthamoeba a superficies bioldgicas e inertes.

7.2.2 Termotolerancia y osmotolerancia y crecimiento a diferente pH: la
capacidad de Acanthamoeba de crecer a altas temperaturas y alta osmolaridad
pueden proporcionar un buen indicador del potencial patégeno de un aislado. Los
mecanismos precisos por los cuales la patdgena Acanthamoeba se adapta a
temperaturas mas altas y mantiene sus actividades metabdlicas requiere de estudios

adicionales.

7.2.3 Diferenciacion celular: es la capacidad de Acanthamoeba de diferenciarse en
formas diferentes, de forma quistica latente a forma vegetativa, el trofozoito. Este es

un cambio reversible dependiente de las condiciones ambientales.

7.2.4 Quimiotaxis: dirige el movimiento de la ameba de acuerdo a la presencia de
ciertos compuestos quimicos en su ambiente. Esto es importante ya que
Acanthamoeba se mueve hacia la mayor concentracion de moléculas de alimentos, o

para huir de las sustancias téxicas.
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7.2.5 Ubicuidad: Acanthamoeba se ha encontrado en diversos ambientes, todo tipo

de aguas, suelos, incluso en lugares extremos como la Antértica.

7.2.6 Formacion de biofilms: juegan un importante rol en la patogénesis de QA.
Son derivados microbianos de comunidades sésiles, que se pueden formar en
ambientes acuosos, asi como en cualquier material y dispositivos médicos,
incluyendo catéteres intravenosos, lentes de contacto, material de sutura, y lentes
intraoculares. Una vez establecidos, los biofilms son conocidos como reservorios de
un gran numero de microorganismos que proveen a los parasitos un atractivo nicho y
una abundancia de nutrientes, los que proporcionan resistencia a los desinfectantes.
Ellos juegan un importante rol en la patogénesis de Acanthamoeba, particularmente,
en queratitis, la prevencion en la formacion de biofiims es quizas una importante

estrategia de prevencion, (Trabelsi et al, 2012).

7.2.7 Factores del hospedador: los factores que permiten a Acanthamoeba
producir enfermedad no se limitan Unicamente al patdégeno, lo mas probable es que
implique determinantes del hospedador. La evidencia de esto proviene de estudios
recientes en el Reino Unido, Japon y Nueva Zelanda, que sugieren que las cajas de
almacenamiento de lentes de contacto son 400 a 800 veces por cada 10.000
portadores asintomaticos contaminadas con Acanthamoeba. Este nUmero es muy
alto en comparacion con la tasa de incidencia de queratitis por Acanthamoeba en
usuarios de lentes de contacto, que es de alrededor de 0,01-1,49 por 10.000. Estos
hallazgos sugieren que factores tales como la susceptibilidad del hospedero, la
especificidad tisular, caracteristicas de las lagrimas, IgA, trauma de la cérnea, asi
como los factores ambientales tales como la osmolaridad pueden ser importante en

la iniciacion de la infeccion de Acanthamoeba, (Lorenzo-Morales et al, 2015).

8. Inmunorespuesta a infeccion por Acanthamoeba: directamente activa el
sistema del complemento por la via alterna, sin embargo, amebas patégenas son
resistentes a la lisis mediada por el complemento debido a la expresion de las
proteinas reguladoras del complemento. La via del complemento y los anticuerpos
en presencia de los fagocitos muestran una potente actividad litica contra

Acanthamoeba de una manera dependiente del contacto. Estas interacciones
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también estimulan la secrecion de citoquinas proinflamatorias incluyendo
interlukinas-1-beta, interlukinas-6 y factor de necrosis tumoral-alfa, (Siddiqui et al,
2012).

9. Aspectos clinicos

De los 20 genotipos de Acanthamoeba spp. descritos hasta aqui, 12 han sido
aislados en casos humanos, 4 solo en queratitis (genotipos T3, T6, T11 y T13), 3
s6lo en encefalitis (genotipos T1, T12 y T18) y 5 genotipos identificados en casos de

queratitis y encefalitis ( genotipos T2, T4, T5, T10 y T15).

En la Tabla N°3 se presentan estos datos, en la mayoria de los casos con la especie
involucrada y en el Grupo de Pussard y Pons que fueron incorporadas. (Khan et al,
2006; Corsaro et al, 2010; Nuparasert et al, 2010; Qvarnstrom et al, 2013; Magnet et
al, 2014; Fuerst et al, 2015).
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GENOTIPOS, ESPECIES, ENFERMEDAD Y GRUPOS PUSSARD Y PONS

Genotipo

Enfermedad

TABLA N° 3

Especie

T1 Encefalitis Acanthamoeba castellanii Grupo
T2 Queratitis, encefalitis Acanthamoeba Grupo llI
palestinensis
T3 Queratitis Acanthamoeba griffini Grupo I
T4 Queratitis, encefalitis Acanthamoeba castellanii Grupo Il
T5 Queratitis, encefalitis Acanthamoeba lenticulata Grupo llI
T6 Queratitis Acanthamoeba Grupo I
palestinensis
T7 AuUn no descrita en humanos Acanthamoeba astronyxis Grupo |
T8 Aun no descrita en humanos Acanthamoeba tubiaschi Grupo |
T9 Aun no descrita en humanos Acanthamoeba comandoni Grupo |
T10 Queratitis, encefalitis Acanthamoeba culbertsoni Grupo llI
T11 Queratitis Acanthamoeba hatchetti Grupo Il
T12 Encefalitis Acanthamoeba healyi Grupo I
T13 Queratitis Acanthamoeba spp. Grupo Il
(Grin A-L et al, 2014)
T14 AUn no descrita en humanos Acanthamoeba spp. No establecido
T15 Encefalitis-queratitis Acanthamoeba jacobsi Grupo lll
T16 AUn no descrita en humanos Acanthamoeba spp Grupo Il
(Aislada en muestra clinica
de perro)
T17 AUn no descrita en humanos Acanthamoeba spp Grupo |
T18 Encefalitis Acanthamoeba byersi Grupo |
T19 AUn no descrita en humanos Acanthamoeba micheli sp. Grupo Il
Nov
T20 AUN no descrita en humanos Acanthamoeba spp Grupo I
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9.1 Acanthamoeba cutanea: en pacientes inmunocomprometidos la piel también es
considerada como puerta de entrada de Acanthamoeba, ellas pueden entrar en el
cuerpo a través de heridas en la piel, dando lugar a la diseminacion hematégena a
los pulmones y al cerebro, la infeccion generalmente comienza como un nédulo
anico que se extiende, ulcera y se disemina en semanas a meses y mas tarde podria
involucrar el SNC, (Marciano-Cabral et al, 2003). Las lesiones en la piel
generalmente involucran la cara, tronco y extremidades, tienen un diametro entre 0,1
a 3,0 cm, se presentan como nodulos, papulas o pustulas. La infeccion puede o no
diseminarse, la acanthamebiasis diseminada es casi universalmente fatal. En
individuos sanos esta infeccién es rara y autolimitada. El diagnostico y tratamiento
temprano de lesiones en la piel son esenciales por la naturaleza fatal de la

enfermedad diseminada, (Khan et al 2006).

Los factores de riesgo de la infeccion en la piel por Acanthamoeba incluyen zonas
traumatizadas como cicatrices quirdrgicas, lesiones de la varicela zéster
concurrentes, picaduras, y trauma mecanico, (Walia et al, 2006). Esta infeccion
puede preceder a la Encefalitis Granulomatosa Amebiana (EGA) por varias semanas
0 meses o ser independiente una de otra, (Khan et al, 2006). El rango de mortalidad
involucrada de infeccion cutdnea para individuos sin compromiso del SNC es
aproximadamente 73%, mientras que infeccion cutdnea acompafiada de enfermedad
del SNC es 100%.

Foto N°19 Foto N°20

Acanthamebiasis cutanea, casos Peruanos, (Galarzay col, 2006)
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En el Peru, en el 2006, se reportaron lesiones cutaneas por Acanthamoeba en 4
casos, (Galarza C. et al, 2006). En otra publicacion se describieron lesiones en la
extremidad inferior y dispersas en el tronco como nodulos eritematosos que van
desde 0,5 a 3,0 cm de diametro, en un paciente trasplantado de pulmon con
infeccion cutanea por Acanthamoeba que fueron tratadas exitosamente con el
complejo lipidico de anfotericina B y voriconazol, ambos intravenosos, (Walia et al,
2006).

9.2 Encefalitis Granulomatosa Amebiana (EGA): descrita en los afios 60 como
una enfermedad oportunista y es la segunda infeccién asociada con Acanthamoeba.
El acceso al SNC puede ser por diseminacion hematdgena desde un sitio primario en
los pulmones o la piel o directamente a través del neuroepitelio olfatorio, (Marciano-
Cabral et al, 2003; Khan et al, 2006). EGA es ahora reconocida como una
enfermedad que ocurre mas a menudo en gente con sistema inmune debilitado u
otro problema de salud debilitada. Factores predominantes incluyen; condiciones
autoinmunes, didlisis, diabetes, insuficiencia renal, cirrosis, tuberculosis, Ulceras de
la piel, enfermedad de Hodgkin, terapia con radiacién, alcoholismo, embarazo,
fumadores o sindrome de inmunodeficiencia adquirida, (Visvesvara et al, 2013). Los
factores predisponentes incluyen alcoholismo, abuso de drogas, el tratamiento con
corticoides, quimioterapia, radioterapia, cancer, y trasplante de 6rganos, (Marciano-
Cabral et al, 2003). Recientemente, ha aumentado el nimero de casos y han sido
descritos en nifios y adultos inmunocompetentes (Kahnna et al, 2014), los casos de
EGA por Acanthamoeba pueden ocurrir en cualquier época del afio, (Visvesvara
Govinda, 2013).

Los casos de EGA son comunmente mal diagnosticados, los signos clinicos no son
especificos, por lo tanto, la enfermedad se diagnostica a menudo como
leptomeningitis bacteriana, meningitis tuberculosa, encefalitis viral, toxoplasmosis,
infeccion por hongo, neurocisticercosis, o tumor cerebral. Alto indice de sospecha
por los clinicos y expertos de laboratorio es requerido para detectar esta infeccion
potencialmente mortal y comenzar una terapia apropiada. Muchas especies de
Acanthamoeba (A. culbertsoni, A. castellanii, A. polyphaga, A. astronyxis, A. healyi y

A. divionensis), (Nwachuku et al, 2003), han sido conocidas como causantes de
61



EGA. El comienzo es lento e insidioso y se desarrolla como una enfermedad crénica
gue abarca desde varias semanas a meses. La caracteristica usual consiste en dolor
de cabeza, fiebre, rigidez en el cuello, estado mental anormal, nauseas, vomitos,
febriculas, letargo, ataxia cerebral, dipoplia, hemiparesis, convulsiones, disminuidos
los niveles de conciencia y coma. Paralisis de nervios craneales, signos meningeos,
o hemiparesia pueden ser vistos en el examen fisico. En la causa de muerte
generalmente se incrementa la presion intracraneal con herniacion cerebral, lo que
lleva a un paro cardio pulmonar y edema pulmonar, (Da Rocha-Azevedo et al, 2009;

Visvesvara Govinda, 2013).

En pacientes con infecciones no queratitis por Acanthamoeba, también predomina el
genotipo T4, en un estudio en 29 casos, se identificaron 23 genotipo T4, 3 genotipos
T3, 2 genotipos T10 y 1 genotipo T12, (Booton et al, 2005). EGA con frecuencia se
disemina en piel, pulmones, trAquea, rifiones, higado, glandulas suprarrenales,
pancrea, préstata, nodulos linfaticos, médula ésea vy tiroides, (Marciano-Cabral et al,
2003). También se ha descrito un caso de una acanthamebiasis diseminada en un
receptor de trasplante renal, (Steinberg J.P. et al, 2002). En pulmén, trofozoitos y
quistes han sido encontrados en alvéolo pulmonar de individuos infectados y
neumonitis es un rasgo caracteristico. Se describié un caso de un paciente que
estaba en dialisis y encontraron Acanthamoeba spp. en el liquido peritoneal, (Tilak R
et al., 2008). Otro caso fue el hallazgo de amebas patégenas como agente causal
emergente de neumonia, (Lamoth F. et al, 2010). Acanthamoeba lenticulata,
genotipo T5, fue aislada en trasplantado cardiaco, el paciente con acanthamebiasis
diseminada involucro piel, hueso, pulmones, érganos intraabdominales y represento
el primer caso en un receptor de trasplante al corazon. La primera biopsia fue
diagnosticada falsamente negativa, los trofozoitos habian sido erréneamente
identificados como histiocitos, una segunda muestra de biopsia mostré quistes y

trofozoitos de amebas, (Barete S. et al, 2007).

9.3 Infeccion en paciente con SIDA: El primer caso reportado de infeccion de
Acanthamoeba en paciente con SIDA fue en 1986. Un aumento en el niumero de
casos de infeccion diseminada por Acanthamoeba ha sido publicado en estos

pacientes. Tales individuos suelen exhibir enfermedad avanzada por VIH con un
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recuento bajo de células T CD4 * (menos de 200/mm?3). La mayoria de los pacientes
muere 1 mes después del comienzo de los sintomas neuroldgicos. Las lesiones en la
piel son la presentacion mas a menudo de la infeccion de Acanthamoeba en estos
pacientes, (Marciano-Cabral et al, 2003). Ademas, se sabe que los pacientes con
VIH / SIDA tienen sinusitis crénica, otitis, Ulceras y/o abscesos en las fosas nasales,
y/o nddulos eritomatosos en el cuerpo y extremidades, (Visvesvara Govinda, 2013).

9.4 Queratitis por Acanthamoeba: es una dolorosa amenaza de la vision causada
por infeccidn de esta ameba. Los factores de riesgo son un proceso multifactorial que
involucra el uso de lentes de contacto por periodos prolongados de tiempo, limpieza
inadecuado de las lentes de contacto y de las cajas que las almacenan, la formacion
de biofilms en lentes de contacto, la exposicion al agua contaminada, (Siddiqui et al,
2012), frotarse los ojos, trabajar con suelo, uso de solucion salina hecha en casa
para limpiar los lentes de contacto, manejo de lentes de contacto con manos sucias,
reuso de lentes de contacto sin limpieza apropiada, incubacion de lentes de contacto
en desinfectantes por menos tiempo que el recomendado, desinfectantes basados
en cloro son menos efectivos en matar a Acanthamoeba, uso de agua potable, uso
de agua embotellada, uso de soluciones no estériles, uso de saliva para humedecer
las lentes, uso de lentes en la natacion, en bafios de hidromasaje y en termas. En
paises desarrollados, la infeccion de queratitis por Acanthamoeba generalmente no
esta asociada con usuarios de lentes de contacto, por lo contrario, la mayoria de los
casos son el resultado de trauma ocular. En la India el trauma corneal es la causa
usual de QA, (Nwachuku et al, 2003; Khan et al, 2006; Siddiqui et al, 2012).

El diagnostico de QA es problemético y es a menudo mal diagnosticado como
queratitis bacteriana, viral o micética. En la primera etapa del diagnéstico, puede ser
facilmente confundido con queratitis por Herpes simplex, (Lorenzo-Morales et al,
2015), mientras que en la etapa avanzada, la infeccion se parece al cuadro clinico de
una queratitis micética o una Ulcera corneal. EI paso mas importante en el
diagnoéstico de QA es pensar en ello, (Lorenzo-Morales et al, 20015). Generalmente,
la QA debe considerarse en todos los usuarios de lentes de contacto y en algunos
casos de trauma corneal con exposicidn a suelo o agua contaminada. Una ulcera

corneal que no sana es a menudo el primer indicio de que QA puede ser el
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problema. Si el diagndstico se retrasa, las amebas ya han penetrado profundamente
en el estroma de la cornea y la terapia con éxito es extremadamente dificil. QA es
generalmente unilateral, sin embargo, queratitis bilateral también ha sido reportada,
QA se caracteriza por inflamacion de la cornea, severo dolor ocular y fotofobia. El
cuadro  progresa lentamente, desde epitelial a la enfermedad estromal. La
caracteristica clinica mas relevante de QA es la presencia de un infiltrado estromal
de anillo. El infiltrado caracteristico en anillo sélo se ve en aproximadamente el 50%
de los pacientes, (Lorenzo-Morales, 2015). Los trofozoitos pueden infiltrarse en los
nervios de la cornea, causando neuritis y necrosis. En raras circunstancias,
Acanthamoeba puede propagarse de la cOrnea a la retina, causando coriorretinitis,
(Marciano-Cabral, et al, 2003). Al comienzo de la infeccion, se encuentra una
gueratopatia superficial difusa, mas tarde los infiltrados multifocales son casi siempre
observados en el estroma. Acanthamoeba escleroqueratitis es una complicacion
poco comun de QA y presuntamente tiene un origen inmune, (Lorenzo-Morales et al,
2015).

El uso in vivo de microscopia confocal ha emergido como una valiosa herramienta no
invasiva para el diagnéstico clinico en queratitis infecciosa severa, con alta
sensibilidad. Si la infeccién no se trata rapida, oportuna y agresivamente, puede
conducir a la ulceracion de la cornea, pérdida de la agudeza visual y eventualmente
ceguera Yy enucleacion. Diferente a EGA esto ocurre en individuos
inmunocompetentes, sin embargo, estos individuos no desarrollan inmunidad
protectora y pueden ocurrir reinfecciones. Ningun caso de EGA ha sido informado de
haberse desarrollado de un caso de QA, aunque un caso de uveitis fue asociado con
una fatal EGA, (Lorenzo-Morales et al, 2015).

La mayoria de los casos de QA son causados por el Grupo Il de Pussard, aunque
cepas del grupo Il también han sido descritas como agentes causales de QA,

(Lorenzo-Morales et al, 2015).
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Foto N°21

Queratitis por Acanthamoeba, primer caso en Paraguay.
Tincion con fluoresceina (biomicroscopia), que evidencia una queratopatia punteada

superficial con tendencia a un patrén anular, (Ramirez L. et al, 2005).

En resumen, en el caso de queratitis, una vez introducida la ameba en el ojo, esta se
adhiere a la superficie corneal, secreta enzimas proteolitica y colagenolitica que
pueden dafiar el epitelio corneal y asi contribuir a la patogenicidad de QA. Estudios
recientes indican que el proceso inicial de la invasion se produce cuando la PUM,
una lectina, expresada en la superficie de Acanthamoeba, se adhiere a las
glicoproteinas de manosa en la superficie de la célula epitelial y la destruye. Una vez
conectado, las amebas se infiltran en el estroma y causan necrosis tisular. En el
infiltrado de células inflamatorias se encuentran leucocitos polimorfonucleares en las
capas superficial y media del estroma corneal. La secuencia de eventos en queratitis
por Acanthamoeba implica ruptura de la barrera epitelial, invasion del estroma por
amebas, el agotamiento de queratocitos, la induccién de una respuesta inflamatoria
intensa, fotofobia y finalmente necrosis estromal con consecuencias que pueden

causar ceguera, (Siddiqui et al, 2012; Visvesvara Govinda, 2013).

10. Endosimbiosis: la primera vez que se mostré a Acanthamoeba estar infectada
con bacterias fue en el afio 1954 y en 1975 se demostré que albergaba bacterias
como endosimbiontes, (Khan et al, 2006). Acanthamoeba puede jugar un rol
significativo en la transmision de algunas bacterias en agua potable, especialmente
de algunas bacterias patdgenas al servir como hospederos de ellas, siendo descrita
como “Caballo de Troya”. La localizacion intracelular de estos microorganismos
protegidos de condiciones adversas, le permite ademas a las bacterias evadir las
defensas del hospedero, resistir la accion de los antibidticos y aumentar su

virulencia, (Trabelsi et al, 2012). Se describié que aproximadamente del 20 al 24%
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de los aislados de Acanthamoeba clinicos y ambientales albergan bacterias

intracelularmente, (Visvesvara et al, 2013).

Figura N°3. Caballo de Troya (Acanthamoeba spp.-Balamuthia mandrllaris)

(Nwachuku et al, 2003)
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Acanthamoeba se alimenta de bacterias en el ambiente, capturandolas dentro de su
citoplasma mediante la fagocitosis. Las bacterias fagocitadas son usualmente
muertas y digeridas por la ameba, sin embargo, algunas especies de bacterias
pueden crecer y reproducirse dentro del citoplasma y llegar a ser simbionte,
(Nwachuku et al, 2003). La mayoria de las Acanthamoeba spp. hospedan
endosimbiontes que pueden incluir, virus, hongos, protistas y bacterias, algunas de
las cuales son potencialmente patdgenas para el ser humano. Ademas puede
aumentar la virulencia de algunas bacterias llamadas Microorganismos Resistentes a
Amebas (MsRA), (Coskun et al, 2013). Rowbotham, en 1980, publica el primer
reporte de asociacion de las amebas Naegleria y Acanthamoeba con los simbiontes
Legionella pneumophila, la cual tiene la capacidad de reproducirse en el interior del
trofozoito. Se ha propuesto que puede ser importante en la persistencia y dispersion
de este organismo en el ambiente y que seria mas virulenta después de una
permanencia en Acanthamoeba, también se ha sugerido que algunas bacterias que

habitan dentro de la ameba son protegidas de los desinfectantes que son usados en
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las plantas de tratamiento del agua y sobrevivir, lo que podria plantear un problema
de salud publica. Autores han mostrado que el crecimiento de L. pneumophila en
agua potable ocurre solamente en presencia de amebas y puede permanecer en
cultivo sobre 6 meses en un medio con Acanthamoeba castellanii. Las
Acanthamoeba encontradas como hospedero de Legionella spp intracelular son: A.

castellani, A. culbertsoni, A. hatchetti, A. polyphaga, A. palestinensis, A. royreba.

Acanthamoeba es conocida por hospedar una variedad de virus: Mimivirus,
coxsackievirus, adenovirus, poliovirus, ecovirus, enterovirus 0 Vvirus vesicular
estomatitis. Levaduras como Cryptococcus neoformans, Blastomyces dermatitidis,
Sporothrix schenckii, Histoplasma capsulatum, y Exophiala dermatitidis. Entre las
bacterias patdgenas estan. Aeromonas spp, Bacillus cereus, Bartonella spp,
Burkholderia spp, Burkholderia pickettii, Campylobacter jejuni, Chlamydophila
pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Coxiella burnetti, Escherichia coli 0157,
neuropathogenic Escherichia coli K1, Flavobacterium spp, Francisella tularensis,
Helicobacter  pylori, Legionella  pneumophila, Listeria  monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Methicilin-resistant Sthaphylococcus aureus, Mycobacteria
tuberculosis, M. avium, M. leprae, Pastereulla multocida, Prevotella intermedia,
Porphyromona gingivalis, Pseudomona aeruginosa, Rickettsia, Salmonella
typhimurium, Shigella dysenteriae, S. sonnei, Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus,
Waddlia chondrophila, (Winiecka-Krusnell J. et al, 2002; Nwachuku et al, 2003; Khan
et al, 2006; Lau. et al, 2009; Visvesvara et al, 2009; Shanan S. et al, 2011; Trabelsi
et al, 2012; Siddiqui et al, 2012; Coskun et al, 2013; Visvesvara Govinda, 2013;
Wheat W. H. et al, 2014; Goiii et al, 2014).

Entre los protistas estan Cryptosporidium y Toxoplasma gondii.

En Cryptosporidium spp el estudio consistié en cultivo de Acanthamoeba sp. Grupo I
en presencia de ooquistes de Cryptosporidium parvum. En Acanthamoeba
encontraron un maximo de 3 ooquistes por trofozoito, promedio 1. Los autores dicen
que los trofozoitos de las amebas pueden hospedar temporalmente Cryptosporidium
y pueden actuar como transporte pero no proliferar y ademas pueden jugar un rol

importante en la transmision, (Scheid, et al, 2011). Con Toxoplasma gondii se
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demostré la supervivencia por mas de 2 semanas en Acanthamoeba castellanii, sin

reducir la infectividad y la patogenicidad del ooquiste, (Winiecka-Krusnell et al, 2009).

Imagenes de endosimbiosis de Acanthamoeba spp con bacterias y Cryptosporidium

Spp.

Foto N°22 Foto N°23

0pm|

SeonHee Choi et al, 2009 Scheid et al, 2011

En un estudio realizado con algunas bacterias patdégenas oportunistas de brotes de
origen alimentario en presencia de A. polyphaga (genotipo T4), los resultados
confirmaron la capacidad de las bacterias evaluadas de crecer dentro de la ameba
hospedera, observandose 2 tipos de interaccion. ElI 1° caracterizado por una
temprana replicacion, probablemente seguido por la muerte y digestion de la
bacteria. El 2° tipo, caracterizado por la persistencia y crecimiento dentro del
hospedero sin lisis, el recuento extracelular mostré aumento de estas ultimas
bacterias. El estudio sugiere ser potencialmente diseminador en el medio ambiente,
destacando el posible rol de este protozoo en contaminacién alimentaria, (Anacarso
I. etal, 2011).

11. Tratamiento

11.1 Terapia de infeccion cutanea: tratamiento exitoso se ha logrado en
infecciones cutaneas por Acanthamoeba spp, sin involucrar el SNC, el tratamiento se
ha realizado con una combinacion de isotienato de pentamidina, sulfadiazina,
flucitosina, fluconazol o itraconazol. Aplicaciones tépicas de gluconato de

clorhexidina y crema de ketonazol. Resultado exitoso se logré utilizando 40 mg de 5-
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fluocitosina por kg durante 2 semanas en un paciente con SIDA, lesiones cutdneas y
de los senos paranasales, (Marciano-Cabral et al, 2003).

11.2 Terapia en EGA: no hay tratamiento especifico y la mayoria de los casos son
diagnosticados post mortem. Los pocos casos exitosos involucraron el uso de
ketoconazol, fluconazol, sulfadiaina, pentamidina isetionato, amfotericina B,
azithromicina, itraconazol or rifampicina pero en general el prondstico sigue siendo
pobre. Otra droga, miltefosina, ha sido exitosamente usada en tratamiento de un
paciente con EGA en Austria. Tratamiento con combinacion de drogas que incluyen,
pentamidina, fluconazol, 5 fluocitosina y sulfadiazina se han obtenido resultados
exitosos Yy los pacientes han sobrevivido. En muchos casos, sin embargo, la terapia
fue discontinuada debido a efectos secundarios indeseables de la medicacion,

(Visvesvara Govinda, 2013).

11.3 Infeccion diseminada por Acanthamoeba con compromiso del SNC, ha sido
satisfactoriamente tratada con combinacion isetionato de pentamidina,
hidroxistilbamidina, polimixina, paromomicina, 5-fluorocitosina, sulfadiazina,
trimetoprim-sulfametoxazol, azitromicina, flucitosine and fluconazol, itraconazole,
ketoconazol y extractos de plantas medicinales, (Marciano-Cabral et al, 2003; Walia
et al, 2007; Visvesvara G. et al, 2007; Lorenzo-Morales et al, 2011; Siddiqui et al,
2012).

11.4 Terapia de Queratitis: una variedad de drogas se han utilizado incluyendo
clorhexidina, polihexametileno biguanida (PHMB), o clorhexidina digluconato,
polyhexametileno  biguanida, isetionato propamidina (Brolene), isetionato
dibromopropamidina, hexamidina, neomicina, paromomicina, polimixina B,
clotrimazol, ketoconazol, miconazol e itraconazol, (Nwachuku et al, 2003; Ramirez et
al, 2005). Isetionato de dibropropamidina se han encontrado ser efectiva en el
tratamiento de infeccién por Acanthamoeba sin embargo puede presentar toxicidad y
desarrollar resistencia, (Visvesvara et al, 2007). Un reporte de tratamiento exitoso en
QA fue usando 0,1% de Brolene tdopicamente con 0,15 dibromopropamidina.
Tratamiento tépico con miconazol, sin embargo, ha llevado a toxicidad epitelial,

(Marciano-Cabral et al, 2003). También se ha aplicado Polihexametileno biguanida
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(PHMB), o clorhexidina gluconato con o sin Brolene. Un un paciente con QA usuario
de lentes de contacto blando, fue tratado con tobramicina (Tobradex), Brolene y
povidona yodada (Betadine), (Lorenzo-Morales J. et al, 2007; Lorenzo-Morales et al,
2011; Siddiqui et al, 2012; Visvesvara G. et al 2013).

12. Prevencion: educacion a los pacientes en los cuidados adecuados en el uso de
los lentes de contacto. En la limpieza meticulosa en el almacenamiento de ellos, en
seguir las recomendaciones de uso de los fabricantes y de los oftalmélogos, en no
usar los lentes durante la natacién, en deportes acuaticos, en jacuzzi, entre otros.
Una solucion al 3% de peroxido de hidrogeno se ha utilizado para la desinfeccion de
lentes de contacto y cajas de los lentes ya que se ha demostrado su actividad contra
los quistes y trofozoitos. Se ha recomendado que se utilice un sistema de peroxido
de hidrégeno de dos pasos a concentraciones de 3% en lugar del 0,6% ya que las
bacterias presentes en las cajas de los lentes producen catalasa, que neutraliza el

peréxido, (Marciano-Cabral et al, 2003; Visvesvara Govinda, 2013).

13. Infeccion en animales: Acanthamoeba spp. también causa infeccion del SNC
de animales, incluyendo gorilas, monos, perros, conejos, bovinos, caballos y
canguros, asi como palomas, pavos, tucan, reptiles, anfibios, peces e incluso
invertebrados, (Siddiqui et al, 2012; Visvesvara Govinda, 2013; Carlesso et al, 2014;
Grin et al, 2014). Una Acanthamoeba fue aislada del higado de un tucén y crecio a
44°C, fue identificada como genotipo T4, (Visvesvara et al, 2007). Estos estudios,
basados sobre la secuencia de la subunidad pequeia del gen rRNA, ha mostrado
gue varios aislados de Acanthamoeba de pescado, reptiles y aquellos asociados con
queratitis por Acanthamoeba en humanos pertenecen al mismo grupo filogenético
T4, lo que sugiere que las caracteristicas que permiten a estas amebas infectar a los
animales también pueden ayudarles a infectar a los humanos. En larvas de Aedes

aegypti se encontro Acanthamoeba en un 87%. (Otta et al, 2012).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la distribucion ambiental de Acanthamoeba spp, mediante analisis
fenotipico y genotipico en muestras de agua, suelos y vegetales de las diferentes
Regiones y Zonas de Chile, agrupandolas en las diferentes estaciones del afio,
clasificandolas en los Grupos de Pussard y Pons e identificando las de mayor riesgo

del pais en relacién a los genotipos detectados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar las poblaciones de Acanthamoeba que habitan en Chile,

clasificandolas en funcion de:
1. Su morfologia, segun los grupos definidos por Pussard y Pons
2. Su genotipo

- Estudiar si dichas poblaciones se ven influidas por la localizacion, el clima o la

estacionalidad.

- Identificar las poblaciones que se distribuyen en las aguas naturales utilizadas
con fines recreativos y las de consumo publico, y por lo tanto identificando los

genotipos predominantes de mayor riesgo.
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MATERIAL Y METODO

1 Disefio metodolégico: Estudio descriptivo de corte transversal.

2 Poblacién objetivo: Aguas, suelos y vegetales de las XV Regiones de Chile.

3 Calculo del tamafio de la muestra

Se estim6 el tamafio de muestra en base al antecedente del estudio de
Acanthamoeba spp. en muestras de agua de equipos de aire acondicionado, en
el cual se tomaron 48 muestras de agua, resultando positivas 34 (p=71%).
Considerando para la estimacion un error de estimacién del 5% y un nivel de

confianza del 95%, el tamafo de muestra estimado resulté en 317.

Calculo del tamafio de muestra para proporciones:

z
Z_ onXPXQ

donde: d*
Za2= 1,96
p=0, 71
g=0,29
d= 0,05

4 Toma de las muestras
Se tomaron muestras de agua, suelo y vegetales en las XV Regiones de Chile y
en 109 de las 346 comunas del pais, el universo estuvo constituido por 532
muestras las que fueron recolectadas en los 4.200 km de Chile continental
(17°29'57" Sy 56°32' S) y en Isla de Chiloé e Isla de Pascua de Chile insular (Lat.
27° 9" Sur y Long. 109°Oeste), entre los afios 2009 y 2011 durante las 4

estaciones del afio. El 30% de las muestras fueron recepcionadas en el
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laboratorio, el resto fueron tomadas en salidas peridédicas a terreno a las

diferentes Regiones del pais.

Foto N°24

Muestras de suelo y agua

Figura N°4. Mapa de Chile con numero total de muestras por Regiones

Isla de Pascua
(V Region)
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4.1 Muestras de agua:

Se tomaron 362 muestras en 106 comunas de todas las Regiones del pais, que
estuvieron integradas por los siguientes tipos de agua: 72 potable, 78 potable
clorada, 33 de rio, 58 de mar, 35 canal de regadio, 16 de laguna y lago, 13 de
pozo, 8 pozo agua clorada, 6 de terma, 5 de embalse , 4 destilada, 3 de cascada,
2 agua potable rural, 2 de noria, 2 de vertiente, 1 de acequia, 1 de salar, 1 de

volcan, 2 de humedal, 13 mineral con gasy 7 mineral sin gas.

Se recogieron 100 ml de agua por duplicado, a unos 10 a 20 cm de profundidad,
en recipientes estériles de polipropileno de 250 ml y se conservaron a
temperatura ambiente durante su transporte al laboratorio. Para tomar muestras
de dificil acceso, como por ejemplo, agua de mar, se empled un balde con mango

extensible, que se muestra en las fotos N°40 y 41.

Foto N°25 Foto N°26

Muestreador a distancia Puerto Talcahuano-VIIl Regién

Foto N°27 Foto N°28
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Foto N°29 Foto N°30

Humedal Lenga-VIIl Regiébn Cascada La Virgen-Aysén- Xl Region

Foto N°31 Foto N°32

Laguna Los Patos-Concepcion Salto Rio Laja-VIII Region
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Foto N°33 Foto N°34

Agua de Pozo-V Regién Agua de pozo clorada-V Regién

Foto N°35 Foto N°36

Agua salar Atacama-Il Region Agua crater Rano Kao-Isla de Pascua

(Rapa Nui)-VRegion
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Figura N°5. Mapa de Chile con numero de muestras de agua por Regiones
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4.2 Muestras de suelo

Se tomaron 99 muestras de suelo en 46 comunas del pais, integradas por 25
muestras de suelo de orilla del rio, 25 muestras de arena, 20 muestras de suelo
rural, 10 de suelo urbano, 9 suelo de orilla de laguna y lago, 6 de orilla de canal
de regadio, 3 suelos de cascada, 1 de humedal. Se utilizé la técnica de muestreo
de la Norma Mexicana NMX-AA-132-SCFI-2006, realizando un muestreo
exploratorio y tomando una muestra superficial de aproximadamente 250 g, con

una profundidad de hasta 5 cm.
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Foto N°37 Foto N°38

Suelo rural-La Higuera. Muestras de arena y suelo urbano
IV Region Isla de Pascua. V Region
Foto N°39 Foto N°40

Suelo de rio Maule-VII Region  Transporte de las muestras
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Figura N°6. Mapa de Chile con nimero de muestras de suelo por Regiones
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4.3 Muestras de vegetales

Se tomaron 71 muestras de vegetales en 12 comunas del pais integradas por 10
muestras de lechuga (Lactuca sativa), 2 achicorias (Cichorium intybus var. sativa), 6
acelgas (Beta vulgaris var. cicla), 6 cilantros (Coriandrum sativum), 6 zanahorias
(Daucus carota), 5 repollos (Brassica oleracea var. capitata), 5 perejil (Petroselinum

sativum), 3 espinacas (Spinacia oleracea), 3 coliflores (Brassica oleracea), 3
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betarragas (Beta vulgaris), 3 apios (Apium graveolens var. dulce), 3 mentas (Mentha
piperita), 2 berros (Nasturtium officinale), 2 oréganos (Origanum vulgare) y 1 muestra
de puerro (Allium porrum), rabanito (Raphanus sativus L), haba (Vicia faba),
ciboulette (Allium schoenoprasum), albahaca (Ocimum basilicum), mentacoca
(Tanacetum balsamita), paico (Dysphania ambrosioides), ruda (Ruta graveolens),
hierbabuena (Mentha spicata), hoja poroto verde (Phaseolus vulgaris var.vulgaris),

pifia (Ananas comosus) y teina. Las muestras se recogieron en ferias vecinales y
predios agricolas.

Figura N°7. Mapa de Chile con numero de muestras de vegetales por Regiones
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5 Procesamiento de las muestras
El andlisis fenotipico se realiz6 en su totalidad en el Laboratorio de Referencia de
Parasitologia Ambiental del ISP (fotos N°41 y 42).

Foto N°41 Foto N°42

5.1 Muestras de agua

Para el aislamiento e identificacion de Acanthamoeba spp. en muestras de agua se
utilizé el Standard Method for the examination of water and wastewater, 215tEdition,
2005, mediante la metodologia 9711 C. El método descrito es adecuado para la
deteccion de especies de Acanthamoeba en muestras de agua potable, no potable,
suelo y en este caso, ademas vegetales. La metodologia consiste en concentrar la
muestra al pasar a través de un filtro. Las Acanthamoeba spp. al tener un tamafio
mayor que los poros de la membrana son retenidas en la superficie. Posteriormente
los filtros se depositan en forma invertida en una placa con agar no nutriente y se
incuban a 25°C y 37°C.

5.2 Muestras de suelo
Para obtener la cantidad de muestra para analisis se trabajé mediante la
metodologia del cuarteo (Norma Mexicana) que consiste en dividir la muestra en 4

partes, tomar una de las partes y dividirla nuevamente hasta obtener la cantidad
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final de 2 g, la que se diluyé en 100 ml de agua destilada estéril. Las muestras se

procesaron en duplicado mediante la misma metodologia de las muestras de agua.

5.3 Muestras de Vegetales
Se tomo una parte de cada una de las muestras, la que se diluyé en 100 ml de agua
destilada estéril y se procesd en duplicado mediante la metodologia mencionada

anteriormente.

5.4 Procesamiento de muestras de agua, suelo y vegetales mediante
membrana filtrante, para aislamiento de Acanthamoeba spp. (PRT-712.06-089)
(PRT: Procedimiento técnico).

5.4.1 Equipos
Bomba de vacio (Merck Millipore, EZ-Stream).
Manifold para 6 muestras.

Incubadoras reguladas a 25°C (Thelco), 37°C (ShelLab), 42°C (Jouan) y 60°C
(Jouan).

Microscopio 6ptico (Nikon Eclipse E200).

Mechero.

5.4.2 Materiales
Copas plasticas de filtracion, graduadas y estériles de 47 mm de didmetro.
Porta filtros estériles

Filtros de membrana estériles de ésteres de acetato y nitrato de celulosa de 47mm y

poro de 0,45 um, superficie cuadriculada, fondo blanco.
Placas Petri plasticas estériles de 60 x 15mm.
Kitazato de 3 L.

Pinzas planas y lisas
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Lentes de bioseguridad

Guantes

5.4.3 Medios de cultivo y reactivos
Solucion Page’s

Agar no nutritivo.

Agar tripticase

Solucién Page’s

Reactivos:

Cloruro de sodio 0.12 g.
Sulfato de magnesio 0.004 g.
Cloruro de calcio dihidratado 0.004 g.
Fosfato disodico 0.142 g.
Fosfato potasico 0.136 g.
Agua destilada 1000 ml

Preparacion:

Pesar y mezclar todos los reactivos

Traspasar a matraz y aforar a 1000 ml.

Alicuotar en tubos tapa rosca con 10 ml de solucion Page’s.

Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.

Etiquetar con nombre del reactivo, fecha e iniciales de la persona que lo preparé.

Almacenar a 4°C hasta 3 meses.
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Agar no nutritivo

Reactivos
Agar no nutritivo 15 g.
Solucion Page’s 1000 ml

Preparacion:

Pesar 15 g de agar no nutritivo.

Calentar 1000 ml de solucion Page’s y agregar al agar.

Disolver hasta que la solucion se observe transparente, evitando ebullicion.
Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

Enfriar aproximadamente a 50°C y vaciar en forma aséptica 15 a 20 ml a placa Petri.
Dejar solidificar.

Almacenar a 4°C hasta 3 meses.

Etiquetar con nombre del agar, fecha e iniciales de la persona que lo preparé.

Agar soya tripticase.

Pesar 40 g. de agar soya tripticase.

Disolver en 1000 ml de agua destilada, calentando hasta su completa disolucion.
Medir pH 7.3 + 0.2.

Dispensar 7 ml en tubos de 16 x 160mm, con tapa rosca.

Autoclavar a 121°C por 15 minutos.
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Dejar solidificar en una bandeja inclinada para obtener el agar tendido.

Almacenar bien cerrado a 4°C hasta 3 meses.

5.5 Cultivo de Escherichia coli, cepa ATCC N°25922.
Se mantuvo la cepa de Escherichia coli, realizando traspaso diario en 5 tubos con

agar soya tripticase.

5.5.1 Emulsion de Escherichia coli.
A tubos de cultivo con buen desarrollo se le agregd 5 ml de solucion Page’s,

removiendo suavemente las colonias para formar una emulsion.

5.6 Preparacién de agar para cultivo de amebas de vida libre.
Se recoge la emulsion de Escherichia coli preparada anteriormente, se deposita en
foma de pelicula superficial en las placas de agar no nutritivo, quedando el agar listo

para siembra o traspaso de amebas de vida libre.

5.7 Procedimiento de filtracion de las muestras:

Encender el mechero.

Con una pinza estéril, plana y lisa poner la membrana filtrante de 0,45 pum con el
cuadriculado hacia arriba sobre la placa porosa del receptaculo del portafiltro.

Ubicar las copas de filtraciobn asegurandose que queden bien cerradas.
Homogeneizar la muestra agitandola vigorosamente.

Verter 100 mL de muestra en la copa de filtracion en forma aséptica.

Cerrar la tapa.

Aplicar vacio y filtrar la muestra, la que pasara a través de la membrana a un flujo de
no méas de 1.3 mL/min.

Una vez terminada la filtracion, detener la bomba y retirarla copa de filtracién.
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5.8 Cultivo de las muestras

Inmediatamente tomar con una pinza estéril el filtro de membrana y ponerlo en forma
invertida sobre el agar no nutriente que contenga una pelicula de suspension de
Escherichia coli.

Incubar las placas a temperaturas de 25°C y 37°C = 0,5°C, el crecimiento de la
ameba en el cultivo se realiza colocando la placa invertida sobre la platina del
microscopio oOptico usando lente objetivo 10x, observando la placa diariamente en
busca de trofozoitos y/o quistes. Las muestras fueron consideradas negativas
cuando no hubo crecimiento después de 10 dias de incubacion.

En las placas que se observen trofozoitos y/o quistes de Acanthamoeba spp., se
debe marcar la zona en la cara posterior de la placa, con lapiz marcador de tubos.
Con un bisturi cortar el agar en la zona marcada y depositar en forma invertida en
una nueva placa, incubar a la temperatura respectiva (25°C 6 37°C) y observar

diariamente al microscopio.

Foto N°43 Foto N°44

Equipo de filtracion Ubicacion filtro en copa filtracion

Foto N°45 Foto N°46
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Filtracion de muestra de agua  Depdsito del filtro en placa con ANN

5.9 Aislamiento de Acanthamoeba spp.

La eliminacién de larvas, acaros, hongos y aislamiento de diferentes géneros de
AVL, se realiz6 mediante sucesivos traspasos en cultivo en placa Petri. Una vez que
se obtuvo un cultivo puro o0 mas o menos puro con Acanthamoeba spp., se traspaso

a 5 nuevas placas con medio de cultivo.

Foto N°47 Foto N°48

Revision microscopico de cultivos Quiste Acanthamoeba spp. con tincién tricromica.

6 Andlisis fenotipico

La identificacion morfolégica de los trofozoitos y/o quistes cultivados en las placas se
realizé siguiendo los criterios morfolégicos documentados por Smirnov and Goodkov

(1999), que proponen una lista de 19 morfotipos basicos para miembros de la clase
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Lobosea, subclase Gymnamoebia. La identificacion morfol6gica fue complementada
utilizando las claves de identificacion de Page (Page, 1988).

6.1 Clasificacion de Pussard y Pons

Para llevar a cabo el analisis, se tom¢ fotografia con mediciones a 10 quistes de
Acanthamoeba spp. por muestra en microscopio Leica DM 2000 LED, con objetivo
40x y camara fotogréfica DFC 450C. Las especies aisladas fueron clasificadas de
acuerdo a lo establecido por Pussard y Pons en 1977, dividiendo el género
Acanthamoeba en tres grupos en base a las diferencias de tamafio y caracteristicas

morfologicas de los quistes.

El grupo | consiste en especies caracterizadas por grandes quistes y trofozoitos, con
endoquiste en forma estrellada y ectoquiste que pueden ser lisos o0 rugosos, con un

diametro promedio del quiste = 18 um.

Foto N°49

20,27 pm

Acanthamoeba spp. Grupo |

Al grupo Il pertenecen amebas con quistes < 18 ym, donde el ectoquiste es rugoso,
mientras que el endoquiste puede ser poligonal, triangular, ovalado o redondeado.
Foto N°50
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Acanthamoeba spp. grupo I
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En el grupo lll, el diametro promedio de los quistes es < 19 ym y el ectoquiste es
delgado y ondulado mientras que el endoquiste es generalmente redondeado.

Foto N°51

Acanthamoeba spp. grupo I

6.2 Obtencion de amebas concentradas para extraccion de ADN (acido
desoxirribo nucleico).

Se seleccionaron las placas de cultivo con mayor cantidad de amebas. A cada placa
se le agregaron 1-2 ml de solucion Page’s y con un asa de Drigalski se removieron
los quistes de la pelicula superficial del cultivo, posteriormente se aspird el liquido
con una pipeta y se deposité en criotubos, que se centrifugaron a 6.000 rpm durante
10 minutos, enseguida se elimind el sobrenadante, dejando unos 0.5 ml de
sedimento. Para comprobar la calidad del material obtenido se tom6 una gota del
sedimento y se observd al microscopio con el fin de seleccionar los criotubos que

presentaron mayor concentracion de amebas para realizar la extraccion de ADN.

7 Analisis genotipico

La confirmacion de los aislamientos morfolégicos de Acanthamoeba spp. por PCR se
realizaron en una primera etapa en el Laboratorio de Referencia de Parasitologia de
la Universidad de Zaragoza y posteriormente en el Laboratorio de Parasitologia
Ambiental del Instituto de Salud Publica de Chile. Para la primera etapa se enviaron
los concentrados de las amebas desde Santiago de Chile, de acuerdo a las normas

de bioseguridad de la OMS y de la legislacion Espafiola.
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Foto N°52 Foto N°53 Foto N°54

Recepcién de concentrados y cultivos de muestras enviadas desde Chile

7.1 Extraccion de ADN

Se realiz6 con reactivos comerciales y con shock térmico.
Los reactivos comerciales utilizados fueron los siguientes:
7.1.1 Extraccion con reactivos comerciales

- Kit Favor PrepTissue genomic-DNA extraction Minikit Favorgen para 50

determinaciones.

- Ron’sTissue DNA Mini Kit, Bioron, catdlogo N°803496 para 50
determinaciones. Lote PL10013751-3 y Lote P105552
Reactivos adicionales requeridos: etanol a 70%, RNeasa A 20 mg/ml, catalogo
N°405155, perlas de zirconio (0.5 mm glass beads, catdlogo11079105, Biospec
Products, Inc).

El volumen total del criotubo se dividié en dos partes para dejar una contramuestra,
cada criotubo se centrifugd a 10.000 rpm por 10 segundos y se eliminé el
sobrenadante. Se realiz6 la metodologia de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, incubando a 52°C toda la noche.

7.1.2 Extraccion por shock térmico
Al no llegar a tiempo al laboratorio el kit de extraccion solicitado, se decidié realizar
algunas extracciones mediante la técnica de fenol-cloroformo y shock térmico. Con
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las dos metodologias se obtuvieron resultados positivos al realizar el PCR y aunque
las imagenes de los PCR se observaron mejor con el método de fenol-cloroformo,

por razones practicas se decidio realizar la extraccion con shock térmico.
Equipos

CentrifugaMarcaHermle, modelo Z326K.

Freezer marca Haier

Bafio de agua
Procedimiento

Se centrifug6 el criotubo con Acanthamoeba spp. a 6.000 rpm durante 10
minutos y se retir6 el sobrenadante.

Se congelé a -20 °C por 10 minutos.

Se calenté en bafio maria a 100°C por 10 minutos.

Se repitieron 3 veces los pasos 2 y 3.

El ADN resultante se congeld a -20°C hasta su utilizacion.

7.2  Anélisis por PCR

PCR: es la sigla en inglés de Polymerase Chain Reaction o Reaccién en Cadena de
la Polimerasa, técnica dada a conocer por Kary Mullis en 1983, es una técnica in
vitro utilizada para amplificar enziméaticamente una regién determinada de ADN
situada entre dos regiones de ADN cuya secuencia se conoce. Los elementos
estructurales del ADN son los nucledtidos y son los siguientes: dATP
(desoxiadenosina-trifosfato), dGTP (desoxiguanosina), dTTP (desoxitimidina
trifosfato), dCTP (desoxicitidina-trifosfato). Los 4 nucleétidos se denominan dNTPs
(desoxinucleosido-trifosfato). Un nucledtido estd formado por una base purica,;
adenina (A) o Guanina (G), o una base pirimidinica; citosina (C) o timina (T), un
azucar pentosa (desoxirribosa) y un grupo trifosfato. La replicacion del ADN es el
proceso en que se basa la amplificacion por PCR y consiste en que la molécula de
ADN se desenrolla y cada cadena se convierte en un ADN molde para la sintesis de
una cadena complementaria nueva, el ADN bicatenario se desenrolla y pasa a ADN
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monocatenario. Para desenrollar la doble hélice y sintetizar una nueva hebra de ADN
hacen falta varias enzimas, la ADN polimerasa es la que se encarga de la sintesis

progresiva de nuevas hebras de ADN y actua desde el extremo 5’ hacia el 3'.
La técnica consiste en ciclos repetitivos de:

Desnaturalizacion del ADN por fusion a temperatura elevada para convertir el ADN
bicatenario en ADN monocatenario.

Union de dos oligonucledtidos, utilizados como cebadores al ADN diana.

Extension de la cadena de ADN por adicién de nucle6tidos a partir de los cebadores
utilizando ADN polimerasa Tag como catalizador, en presencia de iones Mg?*

7.2.1 Equipos:
A. Termociclador marca Applied Biosystem, version 2.09.
B. Termociclador marca G-Storm, modelo GS482, con 2 bloques independientes

para 48 muestras.

7.2.2 Reactivos

Los primers son pequefios fragmentos de ADN que son complementarios a cada una
de las extremidades de la secuencia de ADN de interés. Los oligonucleétidos JDP1 y
JDP2 amplifican una region complementaria al gen 18SrDNA. El amplicén generado
se denomina ASA.S1, el cual tiene una region variable que permite la consiguiente
identificacion por secuenciacion y clasificacibon en los diferentes genotipos
(Schroeder y cols, 2001).

Primer JDP1: GGC CCA GAT CGT TTA CCG TGA A
Primer JDP2: TCT CAC AAG CTG CTA GGG AGT CA

7.2.3 MIX por reaccion

Agua : 5.5 pl
Tampon MgClz : 5.0 ul
MgCl2 50Mm : 4.0 ul
dNTPs : 0.5 pl
JDP1 : 5.0 pl
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JDP2
Polimerasa Taq

7.2.4 Reaccion de amplificacion

Tubo de PCR
Agua

DNA

Mix

5.0 pl
0.3 ul

23 ul
2 ul
25 yl

Volumen total

Ademas se utilizo el reactivo GoTag® Green Master Mix.

Control positivo, muestras genotipadas en Espania.

Control negativo (Agua DEPC)

Control de reactivos (Master Mix)

7.2.5 Amplificacion:

50 ul

Los tubos se colocaron en el termociclador y se aplicaron los siguientes programas:

A. Termociclador (45 ciclos)

95°C
95°C
60°C
72°C
72°C
4°C

7 minutos
1 minuto

1 minuto

2 minutos
10 minutos

Término

B. Termociclador (35 ciclos)

94°C
94°C
60°C
72°C
72°C
10°C

5 minutos
30 segundos
30 segundos
1 minuto

7 minutos

término

Retiro del equipo y almacenamiento del producto del PCR a -20°C hasta su posterior

uso. El amplicén generado corresponde a una banda entre 423 a 551 pb (pares de

base).
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7.3  Electroforesis en gel

Es una técnica que consiste en aplicar corriente eléctrica a las moléculas para que
atraviesen una placa de gel, es utilizada para separar, identificar y purificar
fragmentos de ADN, en este caso, analizar los fragmentos obtenidos en el PCR,
permitiendo la separacion de acuerdo al tamafio de cada uno. Cuando se aplica un
campo eléctrico a un gel, los grupos fosfato del ADN cargados negativamente lo
hardn migrar hacia el anodo. Los fragmentos del gel se visualizan por la
incorporacion, por ejemplo; de bromuro de etidio, que es una molécula que se
intercala en las bases del ADN y brilla con luz UV a una longitud de onda
determinada con lo cual podemos observar las bandas de ADN en el gel.

7.3.1 Equipos
Balanza Metter AE160

Balanza marca Radwag, modelo AS 220/c/2

Cémara de electroforesis horizontal (Biocom Direct. Com. Serial N°BCMS
1509101219 y Vari-Gel serial N°502).

Céamaras de electroforesis, marca Hoefer, modelo Sub13 y Sub6

Fuente de poder marca Major Science, modelo MP-500V, para 4 camaras.
Transiluminador de luz UV ViberLourmet

Capturador de imagenes ViberLourmet

Transiluminador marca Bio-Rad modelo Gel Doc XR

Microondas marca Samsung

7.3.2 Materiales
Micropipetas

Probetas

Gradilla para tubos
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Peines

Material de vidrio
Bandeja nivelada
Espatula

7.3.3 Reactivos
Agarosa al 1.5% vy 1,8%

Tampon TBE (Tris Borato EDTA) al 0.5%, pH 8

Bromuro de etidio (0.5 pg/ml)

Azul de bromofenol (buffer de carga)

Marcador 100pb DNA Ladder

Migracién a 100 voltios

Los tubos con el resto de producto del PCR se conservaron a -20°C.
Procesamiento

Preparacién del agar

Se pesd 1,5 g y se disolvié en 100 ml de tampon TBE al 0.5%, en horno microondas.
Lograda la total disolucion se dej6é enfriar alrededor de 60°C y se le agreg6 3 pl de

bromuro de etidio.

7.3.4 Llenado del soporte con el agar.
El agar se agrega en el soporte 0 molde con sus extremos sellados previamente para
evitar el escurrimiento y que contiene ademas el peine respectivo para formar las
ranuras que contendran los controles y muestras, si quedan algunas burbujas,
rapidamente con la punta de una pipeta se pueden pinchar y eliminarlas, ya que
podrian entorpecer la migracibn homogénea. El agar se dejo solidificar,
posteriormente se retir0 el peine, el sellado de los extremos y se ubico el soporte con
el agar en la camara de electroforesis.
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7.3.5 Llenado de las ranuras del agar con los controles y muestras.

Sobre papel parafilm se realiza la mezcla de 2 pul de azul de bromofenol (solucion de
carga) mas 5 pl de marcador de peso molecular, controles negativo, positivo y
muestras. Estas mezclas se introducen en cada una de las ranuras del agar ubicado
en la camara de electroforesis. Se llena la camara de electroforesis con tampén TBE
al 0.5 % hasta cubrir el agar. Este tampon es muy estable por lo cual puede
reutilizarse varias veces. Al completar esta etapa se cierra la cdmara, se conecta a la
fuente de poder, realizandose la migracion de catodo a anodo, entre 97 a 100 volt en
un tiempo aproximado de 1 hora. Pasado este tiempo se desconecta la fuente de
poder, se retiran los cables conectados a la camara de electroforesis, se abre y se

retira el soporte con el gel.

7.3.6 Ubicacion del gel en el transiluminador y fotografia.
El gel se coloca directamente en el transiluminador, se enciende para observar las
bandas resultantes, posteriormente se ubica sobre el gel la camara fotogréfica, la

imagen obtenida se almacena en formato digital.

7.3.7 Purificacion de banda para secuenciacion.
Se realiz6 una segunda PCR de las muestras que dieron positivas, se juntaron las 2

PCR por muestra en un solo tubo y se le agregé 8 pl de azul de bromofenol.

Se preparé agar al 2 % y se ubica un peine al cual se le sell6 una ranura por medio
para lograr ranuras de mayor tamafio, las que se llenaron con todo el material
preparado descrito en el parrafo anterior. A 5 pl de marcador de peso molecular se le
agreg6 3 pl de azul de bromofenol. La electroforesis se desarrollé entre 99 y 100
voltios. Posteriormente se traslad6 el agar al transiluminador en el cual se observd
las bandas fluorescentes, las que se cortaron con bisturi y fueron introducidas en el

tubo eppendorf respectivo.

El producto obtenido se proceso6 de acuerdo al protocolo de Purificacién de ADN del
reactivo: “illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit”. EI ADN purificado

obtenido se almacend a -20°C hasta su envio a secuenciar.
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7.3.8 Repeticion de muestras no confirmadas por PCR.
Las muestras con diagnoéstico morfolégico de Acanthamoeba spp. que no se

confirmaron por PCR, se cultivaron nuevamente y se repitié el PCR.
7.4  Secuenciacion

7.4.1 Secuenciacién en Espafia
Algunas muestras que fueron positivas por PCR se enviaron a secuenciar al Centro
de Andlisis Genético de Zaragoza. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con

la base de datos disponible del Genbank.

7.4.2 Secuenciacién en Chile

En el laboratorio del Subdepartamento Genética Molecular del ISP, el analisis del
amplicon ASA.S1 (regibn DNAr 18S) para la genotipificacion de Acanthamoeba se
realiz6 con secuentamiento automatico en equipo ABI 3500. Las muestras fueron
comparadas nucleotidicamente con las cepas de referencia de los distintos genotipos
descritos (Tabla N°4), entregando un informe de resultados con el tipo genético

encontrado en la muestra.

7.4.3 Repeticion de muestras no secuenciadas
Las Acanthamoeba spp. que no se lograron secuenciar se cultivaron nuevamente, se

repitié el PCR y se volvid a enviar a genotipar.
7.4.4 Elaboracion de arboles filogenéticos

Los arboles filogenéticos seran generados con software bioinformatico Mega v6.06
con método estadistico Maxima verosimilitud, test de filogenia 1000 bootstrap y

modelo de sustitucién Tamura 3-parameter model

Tabla 4. Secuencias de referencia usadas para la genotipificacion de los aislados

de Acanthamoeba.

Nombre de cepa de referencia Gbank Genotipo
Acanthamoeba castellanii CDC:0981:V006 U07400 T1
Acanthamoeba sp. E_5C AB425955 T2
Acanthamoeba sp. SE2_6F AB425949 T2
Acanthamoeba sp. OB3b_3A AB425945 T2
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Acanthamoeba pustulosa GE3a
Acanthamoeba polyphaga OX-1
Acanthamoeba sp. EI5

Acanthamoeba sp. El4

Acanthamoeba sp. KA/MSG27
Acanthamoeba polyphaga strain ATCC30872
Acanthamoeba sp. WR

Acanthamoeba palestinensis Reich ATCC 30870
Acanthamoeba sp. EFW7

Acanthamoeba sp. EFW9

Acanthamoeba sp. EFW15

Acanthamoeba pearcei

Acanthamoeba polyphaga Panola Mountain
Acanthamoeba griffini S-7 ATCC 30731
Acanthamoeba griffini H37

Acanthamoeba sp. AcaVNO06
Acanthamoeba polyphaga Page-23
Acanthamoeba lugdunensis

Acanthamoeba polyphaga Nagington
Acanthamoeba triangularis

Acanthamoeba polyphaga strain ATCC30461
Acanthamoeba sp. GERF3

Acanthamoeba castellanii Neff ATCC 50373
Acanthamoeba royreba Oak Ridge ATCC 30884
Acanthamoeba castellanii Castellani U07413
Acanthamoeba sp. CDC # V328
Acanthamoeba sp. KA/E13

Acanthamoeba sp. KA/E14

Acanthamoeba sp. KA/E6

Acanthamoeba sp. Jin-E5

Acanthamoeba sp. KA/E18

Acanthamoeba sp. ATCC 50498
Acanthamoeba hatchetti 2AX1
Acanthamoeba hatchetti strain 2HH
Acanthamoeba polyphaga

Acanthamoeba sp. ATCC 50496
Acanthamoeba palestinensis
Acanthamoeba sp. KA/MSG26
Acanthamoeba sp. KA/E27

Acanthamoeba sp. AcaVN14
Acanthamoeba castellanii strain AA2
Acanthamoeba sp. PAT05

Acanthamoeba sp. ATCC 50497
Acanthamoeba sp. COHH 55

Acanthamoeba sp. KA/MSG12

AF019050
AF019051
AMA408800
AMA408799
AY173011
AY026244
HM159368
uo7411
DQ992192
DQ992193
DQ992189
AF019053
AF019052
uo7412
581337
GQ397468
AF019061
AF005995
AF019062
AF316547
AY026243
HM363628
u07416
uo7417
uo07413
AY702999
AY148959
AY148960
AF349044
AF019054
AY148964
u07404
AF019060
AF260722
AF260725
U07408
AF260719
AY173010
EF140628
GQ397476
EF176006
EF429130
u07410
GU320592
AY173006

T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T3
T3
T3
T3
T3
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
TS5

103



Acanthamoeba lenticulata strain PD2S
Acanthamoeba lenticulata strain 407-3a
Acanthamoeba lenticulata strain 118
Acanthamoeba lenticulata strain 45
Acanthamoeba lenticulata strain 53-2
Acanthamoeba lenticulata strain 25/1
Acanthamoeba lenticulata strain 68-2
Acanthamoeba hatchetti 11DS
Acanthamoeba sp. KA/MSS1
Acanthamoeba palestinensis 2802
Comandonia operculata
Acanthamoeba sp. EFW5
Acanthamoeba astronyxis Ray & Hayes
Acanthamoeba tubiashi OC-15C
Acanthamoeba astronyxis
Acanthamoeba sp. Ac_E2b
Acanthamoeba sp. Ac_E2a
Acanthamoeba sp. Ac_E2c
Acanthamoeba healyi
Acanthamoeba sp. Ac_P4
Acanthamoeba hatchetti BH-2
Acanthamoeba stevensoni RB:F:1
Acanthamoeba sp. Ac_E13
Acanthamoeba sp. PN14
Acanthamoeba hatchetti 4ARE
Acanthamoeba healyi
Acanthamoeba sp.

Acanthamoeba sp. UWC9
Acanthamoeba sp. UWET39
Acanthamoeba sp. PN13
Acanthamoeba sp. PN15
Acanthamoeba sp. AcaVNAKO1
Acanthamoeba jacobsi AC194
Acanthamoeba jacobsi ACO80
Acanthamoeba jacobsi ATCC 30732
Acanthamoeba sp. U/H-C1
Acanthamoeba sp. cvX
Acanthamoeba sp. Ac_Elc
Acanthamoeba sp. Ac_E1b
Acanthamoeba sp. Ac_E9b
Acanthamoeba sp. Ac_Ela
Acanthamoeba sp. Ac_E9a
Acanthamoeba sp. CDC:V621 clone 1
Acanthamoeba sp. USP-AWW-A68
Acanthamoeba sp. OSU 04-023 clone 2

us4741
uo4734
U94736
U94730
uo4737
U94740
uo94733
AF251939
AY172999
AF019063
AY033896
DQ992178
AF019064
AF019065
AY026242
GU808281
GU808280
GU808282
AF019070
GU808320
AF019068
AF019069
GU808311
AF333608
AF251937
AF019070
AY102615
AF132134
AF132136
AF333609
AF333607
GQ905495
AY262362
AY262361
AY262360
AY026245
GQ380408
GU808279
GU808278
GU808302
GU808277
GU808301
KC822461.1
KJ413084.1
DQ451162.1

T5
T5
T5
T5
T5
T5
T5
T6
T6
T6
T6
T7
T7
T8
19
19
19
19
T10
T10
T11
T11
T11
T11
T11
T12
T13
T13
T13
T14
T14
T15
T15
T15
T15
T16
T16
T17
T17
T17
T17
T17
T18
T19
T20
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8 Parametros de analisis

8.1 Agrupacion de regiones en 3 zonas.

Con fines de andlisis estadistico se decidi6 agrupar las XV Regiones actuales del
pais en 3 grupos, basados en la definicion de Regiones naturales en Chile realizado
por la Corporacion de Fomento de la Produccion (CORFO) en 1950, que agrupé al

pais en zonas.

Zona norte agrupo las Regiones XV (Region Arica-Parinacota), | (Region de
Tarapacd), Il (Region de Antofagasta), Ill (Region de Atacama) y IV (Regién de
Coquimbo).

Zona centro agrupé las Regiones V (Region de Valparaiso), Xl (Region
Metropolitana), VI Region del Libertador Bernardo O”Higgins), VII (Region del

Maule).

Zona sur agrupé a las Regiones VIl (Region del Bio Bio), IX (Region de la
Araucania), XIV (Region de los Rios), X Region de Los Lagos), Xl (Regién de Aysén
del General Carlos Ibafiez del Campo) y Xll (Region de Magallanes y de la Antéartica
Chilena).
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Figura N°8. Mapa de Chile con el total de muestras por zonas
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8.2 Clasificacién de las muestras de acuerdo a la estacion de toma de
muestras.
Con los registros de fecha de toma de las muestras se agruparon las muestras con

cultivo positivo a Acanthamoeba spp. de acuerdo a las estaciones del afio.

8.3 Clasificaciéon de las muestras de agua de acuerdo a su uso.

Las aguas se clasificaron en recreacionales, de consumo y otros usos.

8.4 Diade positividad de los cultivos
Se evaluaron los registros de dia de positividad de los cultivos a 25°C y 37°C con el

fin de determinar si los 10 dias de incubacién fueron los adecuados.
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8.5 Muestras de agua de piscinas

Las muestras de agua de piscinas, que en su mayoria fueron tomadas por la
Secretaria Regional Ministerial (SEREMI), que es el organismo fiscalizador
dependiente del Ministerio de Salud, proporcionaron el registro de los parametros
evaluados en su fiscalizacion, con los cuales ellos clasifican las piscinas en dos
grupos, las que cumplen y las que no cumplen el reglamento de piscinas de uso
publico (Decreto N°209, de 2002, modificado 43/06, 2006 del Ministerio de Salud).

Foto N°55 Foto N°56 Fotro N°57

Equipo y reactivos para analisis de cloro y ph en piscinas

Foto N°58 Foto N°59

Piscina Abierta Publica (municipal) Piscina Cubierta Pablica (municipal)

8.6 Determinacion del grado de termotolerancia a las amebas aisladas
Los cultivos positivos inicialmente a 25°C y 37°C, se sometieron a temperatura de
42°C por 7 dias, para lo cual se sembraron 7 placas por muestra, marcandolas con

letras “@” hasta la “g”, diariamente se revisaron microscépicamente marcando el

crecimiento o el aumento de crecimiento de Acanthamoeba spp. en la placa “a” y
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diariamente se retiraba de la incubadora una placa de las marcadas desde “b” hasta
“g” marcando el area de crecimiento con el fin de traspasarlas a dos nuevas placas e
incubarlas a 25°C y 37°C, para verificar su sobrevida. La placa de cultivo marcada
con “@” estuvo los 7 dias en la incubadora y fue la ultima en la que se verifico la
sobrevida de las amebas. Posteriormente se sembr6 una placa incubandola a 60°C

por 24 horas y se observo el crecimiento de las amebas.

9 Conservacion de Acanthamoeba spp genotipadas

Una vez genotipadas las muestras, los criotubos con los concentrados de los
sedimentos de las Acanthamoeba genotipadas se rotularon y almacenaron en cajas
en el refrigerador, ademés las amebas se sembraron en tubos con agar no nutriente
tendido con Escherichia coli, almacenandolos a temperatura ambiente, con el fin de
mantener un cepario con Acanthamoeba genotipadas.

Foto N°60

10 Disefo de diptico de prevencién de infeccion por Acanthamoeba spp.
Se disefié un diptico con medidas de prevencion de infeccibn ocular por
Acanthamoeba spp., para ser distribuidos a la poblacién usuaria de piscinas.

Foto N°61
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11 Andlisis estadistico
Las variables cualitativas fueron representadas graficamente a través de tablas de

distribucion de frecuencias y graficos de barras o circulares.

Para las variables cuantitativas discretas se informaron los valores de las modas, los

minimos y maximos.

Se estimaron “proporciones” de variables cualitativas, con sus respectivos intervalos

de confianza (95%).

La evaluacion de asociaciones de variables categoricas se realizé a través de la
prueba de Chi Cuadrado, o de Fisher, considerandose un nivel de significacion del
5%.

Se compararon variables de tipo ordinales utilizando pruebas no paramétricas de

Kruskal-wallis.

Los andlisis estadisticos se hicieron con Statgraphics.

109



Tabla N°5. Variables de interés en el analisis estadistico

Variable Tipo Escala Operacionalizacion
Acanthamoeba spp. Cualitativa Dicotémica Presencia o ausencia
Tipo de agua Cualitativa Categérica agua potable, potable

clorada, rio, mar, canal
de regadio, laguna y
lago, pozo, pozo agua
clorada, terma, embalse,
destilada, cascada,
potable rural, noria,
vertiente, acequia, de
salar, de volcén,
humedal, mineral con
gas y mineral sin gas.

Tipo de suelo Cualitativa Categodrica Suelo urbano, rural, de
rio, laguna, lago,
cascada, canal de
regadio, arena.

Tipo de vegetal Cualitativa Categorica Lechuga, achicoria,
acelga, cilantro,
zanahoria, repollo,
perejil, espinaca, coliflor,
betarraga, apio, menta,
berro, orégano, puerro,
rabanito, haba,
ciboulette, albahaca,
mentacoca, paico, ruda,
hierbabuena, hoja poroto
verde, pifia y teina.

Regiones Cualitativa Categoérica | ala XV

Zonas Cualitativa Categoérica Norte, Centro y Sur.

Estacién del afio Cualitativa Categorica Otofio, Invierno,
Primavera, Verano.

Dia de cultivo positivo 25 y Cuantitativa Discreta Dia 1 al dia 10.

37°C.

Temperatura de aislamiento | Cualitativa Dicotémica Positivo o negativo.

en cultivo a 25 y 37°C.

Termotolerancia a 42°C Cualitativa Dicotémica Positivo o negativo.

Termotolerancia a 60°C Cualitativa Dicotémica Positivo o negativo.

Clasificacion de Pussard y Cualitativa Categorica Grupos |, Iy 1l

Pons

PCR Cualitativa Dicotémica Positivo 0 negativo.

Genotipado Cualitativa Categérica Genotipos T1 al T20

Piscinas Cualitativa Dicotémica Cumple o no cumple

reglamento de piscinas
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Figura 9. Fases del estudio

ECOLOGIA DE ACANTHAMOEBA SPP EN CHILE

Toma de muestras de aguas, suelos y vegetales en las XV
Regiones de Chile
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Procesamiento delas muestras seglin metodologia del
Standard method S7T11C.
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Il RESULTADOS

Aunque en el calculo del tamafio de la muestra, ésta resultdé de 317 muestras, se
decidié aumentar el nimero con el fin de lograr una mejora en el estudio y conocer la

distribucion ambiental de Acanthamoeba spp. en el pais.

En el gréfico N°1 se muestra la distribucion de las muestras recogidas segun su
origen. Como se observa, las 532 muestras estudiadas, estuvieron constituidas por
362 (68%) muestras de agua, 99 (19%) muestras de suelo y 71 (13%) muestras de

vegetales.

GRAFICO N°1

DISTRIBUCION DE MUESTRAS DE
AGUAS, SUELOS Y VEGETALES

B Aguas
H Suelos

u Vegetales
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A. RESULTADOS DE LA TOTALIDAD DE LAS MUESTRAS

1. RESULTADOS MORFOLOGICOS DE LA TOTALIDAD DE LAS MUESTRAS

1.1 Contaminacion de los cultivos con larvas de nematodos, 4caros y hongos.

Algunas muestras ambientales estaban muy contaminadas, por lo tanto, en cultivos
positivos, el aislamiento de Acanthamoeba spp. signific6 muchos subcultivos
sucesivos para eliminar larvas, acaros, hongos y otros géneros de AVL, que fueron
diferenciados por observacion microscopica de sus caracteristicas morfologicas. Los
cultivos de las muestras que presentaron larvas de nematodos y acaros, fueron 28

en total, en 16 muestras se encontraron larvas y en 12 muestras acaros.

1.1.1. Contaminacién por larvas

Las muestras en que crecieron larvas fueron 16. De estas muestras 3 eran de agua
(2 rios y 1 canal de regadio), de ellas 1 fue positiva a Acanthamoeba spp., en cultivo
incubado a temperatura de 25°C. En 5 muestras de suelo (2 suelos de rio, 1 suelo
rural, 1 canal de regadio y 1 arena) se observaron larvas y las 5 fueron positivas a
Acanthamoeba spp., 4 a temperatura de 25°C y 1 a temperatura de 37°C. En 8
muestras de vegetales se encontraron larvas, 3 a temperatura de 25°C y 5 a
temperatura de 37°C, 2 de ellas fueron positivas a Acanthamoeba spp. en cultivos a
37°C (lechuga y ruda) y 1 fue positiva a Acanthamoeba spp. a 25°C (orégano), lo que

se presenta en la Tabla N°5.
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TABLA N°6
CONTAMINACION DE CULTIVOS DE Acanthamoeba spp. CON LARVAS

Aguas 3 1 2 2 1
Suelos 5 5 0 4 1
Vegetales 8 3 5 3 5
Total 16 8 8 9 7

1.1.2 Contaminacién por acaros

En relacién a la contaminacion por acaros, estuvieron presentes en 12 muestras, dos
de ellas de agua (1 agua mineral con gas y 1 agua de pozo), en cultivo incubado a
temperatura de 25°C, las que fueron negativas a Acanthamoeba spp. En 6 muestras
de suelo se observaron acaros y las 6 fueron positivas a Acanthamoeba spp., las 6 a
temperatura de 25°C (3 suelos de rio, 2 arenas y 1 suelo urbano). En 4 muestras de
vegetales se encontraron acaros, 3 a temperatura de 25°C y 1 a temperatura de
37°C. Dos de ellas fueron positivas a Acanthamoeba spp. a temperatura de 25°C (1

espinaca y 1 achicoria), esto se presenta en la Tabla N°6.

TABLA N°7

CONTAMINACION DE CULTIVOS DE Acanthamoeba spp. CON ACAROS

Cultivo
Tipo Total de Positivo a Cultivo Cultivo a 252C Cultivo a
de muestras | Acanthamoeba Negativo a con acaros 372C con
muestras = con acaros Spp. con Acanthamoeba acaros
acaros Spp. con acaros
Aguas 2 0 2 2 0
Suelos 6 6 0 6 0
Vegetales 4 2 2 3 1
Total 12 8 4 11 1
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Foto N°62 Foto N°63

Cultivo contaminado con acaros y hongos Cultivo contaminado con larvas

1.1.3 Contaminacién por hongos

En la contaminacién por hongos, se realizaron subcultivos a primera hora de la
mafiana (8:00 AM) y a ultima hora de la tarde (17:00 PM), hasta lograr que el
crecimiento de los trofozoitos se observara antes que el crecimiento del hongo. Al
lograrse esto, se cortaba el agar donde se ubicaban los trofozoitos y se transferia a
una placa con medio nuevo y luego se verificaba si el crecimiento era sélo de la
ameba, si esto no ocurria, se repetia el proceso hasta lograrlo, en algunos casos

esto supuso prolongar los cultivos durante meses.

Foto N°64 Foto N°65

Q AP
L
Quistes Acanthamoeba spp e hifas Eliminacion de hongos. Cultivo 8:00 hrs. AM

hifas y trofozoitos de Acanthamoeba spp.
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Foto N°66 Foto N°67

Cultivo 17:00 hrs, trofozoitos separados Corte del agar en sectores so6lo con trofozoitos
de las hifas y traspaso a cultivo con medio nuevo
Foto N°68

8:00 hrs. AM crecimiento sélo de trofozoitos de Acanthamoeba spp.

1.1.4. Contaminacién con otras AVL

En el analisis morfolégico, ademéas de eliminar larvas, acaros y hongos, se aislo
Acanthamoeba spp. de otras especies de AVL de acuerdo a observacion
morfoldgica, en las fotos N° 85 a la N° 87 se muestran ejemplos de otras AVL, las

que se identificaran molecularmente en un fururo estudio.
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Foto N°69 Foto N°70 Foto N°71
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1.2 Analisis morfolégico de Acanthamoeba spp.

En el grafico N°2 se observa el aislamiento de Acanthamoeba spp. en la totalidad de
las muestras, el protozoo se encontré en un 32% (170/532) y en un 68% (362/532)

las muestras fueron negativas.

GRAFICO N°2

RESULTADO ANALISIS MORFOLOGICO

M POSITIVOS i NEGATIVOS

68%
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En las fotos N°72 a la N°74 se muestran trofozoitos y quistes de Acanthamoeba spp.

Foto N°72
O e i
7 “_) P N
D
S o I
Quistes

Foto N°73

Trofozoito

Foto N°74

Trofozoito en division
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En el grafico N° 3 se observa la distribucion de muestras positivas encontradas

segun la muestra de procedencia. En las muestras de agua se encontré6 un 40%
(145/362) de AVL, de las cuales, el 43% (63/145) correspondieron a Acanthamoeba

spp. En muestras de suelos, el 83% (82/99) correspondieron a AVL, de las cuales el

91% (75/82) correspondieron a Acanthamoeba spp. En muestras de vegetales el
55% (39/71) correspondieron a AVL, de las cuales el 82% (32/39) se identificaron
morfoldégicamente como Acanthamoeba spp. Los resultados de Acanthamoeba spp.

en relacion a los totales de las muestras segun procedencia, fueron los siguientes:

en las muestras de aguas se encontré una positividad de 17% (63/362), en suelo un

76% (75/99) y en vegetales un 45% (32/71), destaca el porcentaje de positividad de

las muestras de suelo.

Grafico N°3

RESULTADOS TOTALES POR TIPO DE

100
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E 60 | I
u
o 40 [ —
< — o
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Aguas Suelos Vegatales
m Positivos 17 76 45
Negativos 83 24 55
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En el gréafico N°4 se observa los porcentajes de las Regiones donde se tomaron los

distintos tipos de muestras, se puede ver que muestras de agua fueron analizadas

en las 15 Regiones del pais, las muestras de suelo en 12 Regiones y muestras de

vegetales en 5 Regiones.

Gréafico N°4
MUESTRASTOMADAS POR REGION
SEGUN SU ORIGEN
100
&0
vl
Q
® 60
5
b 40
g
20
0
| Il PNV P VE VI VI X | X | X | X XHE XV | XY
m Aguas 100, 83 |77 |54 |65 |53 69|64 75 |100| 50 | 87 | 68 | 75 |100
W Suelos 0 1723 |38 |25|34 31|36 25| 0 |33 |13| 3 |[25]| 0O
W Vegatales| 0 |0 |0 |8 |10|13/ 0 | O | 0O |0 17| 0 |29|0 | O
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En el grafico N° 5 se observa que en todas las Regiones se encontraron muestras
positivas, los mayores porcentajes de positividad se obtuvieron en la XV Region con
un 60% (6/10), seguido por la VIII Region con un 44% (16/36), la IV Regidén con un
42% (11/26), la VII Region con un 40% (17/42), encontrandose en la Il Region el

menor porcentaje de positividad, con un 7% (2/29).

Grafico N° 5
RESULTADOSDE MUESTRASTOTALES
POR REGIONES
100 B
30 B | | )
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L V VI IX | X | X[ X x| Xiv | x
m Positivas |29 7 |2342(34|26|40|4417|17|38|13|30|19|60
m Negativas|71(93 |77 58|66 |74|60|5683|83|62|87 70|81 |40
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En el grafico N° 6 se observa que en muestras de suelo se encontré positividad en
las 12 regiones donde se tomaron muestras, en un rango que va de 50 a 100% de
positividad, exceptuando la XIII Regidén con un 4%. En el caso de las muestras de
agua se encontr6 positividad en 13 de las 15 Regiones en que se tomd muestras, los
porcentajes de positividad estuvieron en un rango entre 11 al 100%. En muestras de
vegetales se encontro positividad en las 5 Regiones donde se tomé muestras, en un

rango de 11 a 39% de positividad.

Grafico N°6

POSITIVOS POR REGION SEGUN
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En el grafico N°7 se observa la distribucion por zonas del nimero total de las

muestras del estudio, habiendo tomado el mayor nUmero de muestras en la zona

centro, con un 64% (339/532), seguido por la zona sur con un 20% (108/532) y un

16% (85/532) en la zona norte

Grafico N°7
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En el grafico N° 8, los resultados muestran los siguientes porcentajes de positividad:
en el norte 28% (24/85), en el centro 33% (112/339) y en el sur 31% (33/108).

Los porcentajes de positividad de las muestras en las diferentes zonas, no muestran

diferencias significativas (3°=0,93; p-valor=0,63).

Grafico N° 8
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En el grafico N°9 se observa los resultados totales obtenidos con las muestras
tomadas en las diferentes estaciones del afio. En otofio con un 19% (25/132),
Invierno con un 33% (40/120), Primavera con un 39% (44/113) y en Verano un 37%
(61/167). En Otoflo se observa menor positividad, resultando significativamente

diferente a las observadas en las demas estaciones (y >= 14,53; p-valor=0,0023).

Grafico N°9
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RESULTADOS DE TERMOTOLERANCIA

Todos los cultivos incubados a temperatura de 42°C fueron positivos y todos los

cultivos incubados a 60°C fueron negativos.

128



RESULTADOS DE Acanthamoeba spp. DE ACUERDO A LA CLASIFICACION DE
PUSSARD Y PONDS.

Se tomaron méas de 1700 fotografias con sus respectivas mediciones. En el producto
final del aislamiento de Acanthamoeba spp. varias veces se encontraron mezclas de
especies, en el registro de las 10 fotos con mediciones realizadas a cada muestra, se
decidi6 que el tamafio y morfologia que predominara determinaria el grupo al que
perteneceria la Acanthamoeba spp. Las amebas pertenecientes al grupo | no
predominaron en ninguna de las series de 10 fotografias, por lo tanto, solo fueron

clasificadas las Acanthamoeba spp. en los grupos Il y Ill.

En relacion al tamafo del total de muestras, la medicibn minima encontrada

correspondio a 9,44um y la maxima a 25,5um.

En el grafico N°10, se observa que en el grupo Il de Pussard quedaron incorporadas
el 84% (142/170) de las Acanthamoeba spp.

Grafico N°10
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En las fotos N°75 a la 77 se puede observar quistes de Acanthamoeba spp.

pertenecientes a los 3 Grupos de Pussard y Pons

Foto N°75
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Las muestras cultivadas se incubaron simultaneamente a temperaturas de 25°C y

37°C, en el grafico N°11 se observa que el 94% (160/170) de los aislamientos fueron

positivos a ambas temperaturas, un 5% correspondieron a Acanthamoeba spp.

aisladas a 25°C (8/170) y un 1% (2/170) solo se aislé a 37°C.

GRAFICO N°11

TEMPERATURA DE AISLAMIENTO DE
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En el registro de los dias en que los cultivos dieron positivo, en el grafico N°12, se

observa la positividad de los cultivos con trofozoitos y/o quistes de Acanthamoeba

spp. en relacién a los dias de incubacion a 25°C. La mayor positividad se obtuvo

entre los 2 a 4 dias de incubacion con un 70% (117/168) encontrandose 1 cultivo

positivo a los 10 dias de incubacién y 2 cultivos negativos a esta temperatura, que

correspondié a 2 muestras de agua y que fueron positivas a 37°C, posteriormente

estos cultivos fueron transferidos a placas con medio de cultivo nuevo e incubados a

25°C, a esta temperatura el crecimiento de las amebas fue muy lento.

Grafico N°12
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En el grafico N°13 se presenta el nUmero de cultivos positivos en relacion al nUmero

de dias de incubacién a 37°C. En este caso la mayor positividad se obtuvo en los

dias 2 y 3 con 54% (87/162) Hubo 8 muestras que resultaron negativas a esta

temperatura y positivas a 25°C y correspondieron a 2 muestras de arena, 2 muestras

de agua y 4 muestras de vegetales. En este caso se pudo observar que 1 cultivo

resultd positivo a los 13 dias de incubacién, este hecho ocurrié al volver a revisar la

placa que por error no se elimind en el dia 10.

Grafico N°13
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2. RESULTADO DEL ANALISIS MOLECULAR DE LA TOTALIDAD DE LAS
MUESTRAS

2. 1 GENOTIPIFICACION DE Acanthamoeba spp.

Por técnicas moleculares de PCR y secuenciacion se identificaron 6 genotipos en las
170 muestras, que corresponden a los genotipos T2 y T3 con un 2% (3 y 4 muestras
respectivamente), T4 con un 78% (132), T5 con un 9% (15), T11 con un 3% (6) y T15
con un 6% (10). Destaca el predominio del genotipo T4 con un 78%, seguido a una
gran distancia por el genotipo T5 (9%) y en tercer lugar el genotipo T15 (6%), lo que
se muestra en el grafico N°14

Gréafico N°14

PORCENTAJE DE GENOTIPOS DE
Acanthamoeba spp EN LAS 170
MUESTRAS
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En la Foto N°64 se observa un gel de agarosa con un marcador de peso molecular,

controles positivo, negativo y muestras positivas a Acanthamoeba spp.

Foto N°78
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En el grafico N°15 se observa que en los tres tipos de muestras se identificaron los
genotipos T4 y T11. El genotipo predominante fue T4, que en las 63 muestras de
agua se encontré en un 86% (54), en las 75 muestras de suelo en el 73% (55) y en
las 32 muestras de vegetales en un 72% (23). En aguas, el genotipo que le sigue en
frecuencia es el T11 con un 6% (4), en muestras de suelo el segundo corresponde al
genotipo T5 con un 18% (13) y en el caso de los vegetales fue el T15 con un 16%
(10).

Se evaluaron las asociaciones entre tipos de muestras y genotipo aislado a través de
la prueba estadistica de Chi-cuadrado, resultando las mismas significativas (p-valor
0,0013). El genotipo T5 se halla fuertemente asociado con suelo y genotipo T15 con
vegetales. En el caso de T11 se halla de manera mas frecuente en aguas. El
genotipo T4 se distribuye de manera homogénea en los 3 tipos de muestras,

observandose el predominio de este genotipo en todas ellas.

Grafico N°15
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En el grafico N°16 se confirma el predominio del genotipo T4, identificandose en
todas las Regiones en un rango entre el 34 al 100%, seguido por el genotipo T5 en 7
Regiones, luego el genotipo T15 en 5 Regiones, seguido por el genotipo T11 en 4

Regiones, genotipos T2 y T3 en 2 Regiones.

Grafico N°16
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En el grafico N°17 se observa nuevamente que los mayores porcentajes en las zona

norte, centro y sur corresponden al genotipo T4 con un 71% (17/24) en el norte, 81%

(91/113) en el centro y 73% (24/33) en el sur. Junto al genotipo T4, los genotipos T5

y T15 se identificaron en las 3 zonas.

Aunque se observa que el genotipo T15 es mas frecuente en el Norte y que T5 es

mas frecuente en el sur, al aplicar la prueba de chi- cuadrado, no se hallaron

asociaciones significativas (p-valor 0,44) entre Zonas y Genotipos encontrados.

Gréafico N°17
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En el grafico N°18 se observa que el genotipo predominante fue T4 sin importar la
estacion. Los genotipos T4 y T5 se encuentran en todas las estaciones. En el
genotipo T4 el mayor porcentaje de aislamiento 88% (22/25) se obtuvo en otofio,
seguido por el verano con un 84% (51/61), luego en primavera con 75% (33/44) y en
invierno con un 65% (26/40). En el caso del genotipo T5 el mayor porcentaje se
obtuvo en primavera con un 16% (7/44), luego invierno con un 10% (4/40), seguido
(1/25). El

genotipo T2 en el verano con un 3% (2/61) y en primavera con un 2% (1/44). El

por el verano con un 5% (3/61), terminando con el otofio con un 4%
genotipo T3 se identificd en el verano con un 3% (2/61), en el invierno con un 3%
(1/40) y el otofio con un 4% (1/25). El genotipo T11 se identifico en primavera con un
7% (3/44), en invierno con un 5% (2/40) y en otofio con un 4% (1/25). El genotipo

T15 se identificd en invierno con 17% (7/40) y en el verano con un 5% (3/61).

No es posible realizar andlisis estadistico de asociaciones, porgue algunos genotipos

no han aparecido y otros presentan bajas frecuencias.

Grafico N°18

DISTRIBUCION DE GENOTIPOS SEGUN

rd
Verano
Primavera
Invierno
Otofio
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Otofio Invierno Primavera Verano

mT15 0 17 0 5

mT11 4 5 7 0

mTS 4 10 16 5

mT4 88 65 75 84

mT3 il 3 3

mT2 0 0 2 3

138



En el grafico N°19 se observa que en el Grupo Il de Pussard y Pons el genotipo
predominante fue T4, con un 93% (132/142), seguido por T11l con un 4% (6/142) y
T3 con un 3% (4/142). En el Grupo lll el mayor porcentaje lo obtuvo el genotipo T5

con un 53% (15/28), seguido por el genotipo T15 con un 36% Yy luego el genotipo T2
con un 119% (3/28).

Se observa asociacion significativa (chi-cuadrado= 170, p-valor < 0,00001) entre el

genotipo y los Grupos de Poussard y Pons estando el genotipo T4 asociado al Grupo

II, mientras que los genotipos T5 y T15 estan asociados al Grupo lll.

Gréafico N°19
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Se compararon los tiempos que tardaron en crecer los diferentes genotipos a 25°C.
En el gréfico N°20, si bien las muestras con genotipo T2 mostraron un tiempo de
crecimiento menor (mediana=2) al realizar la comparacion de los “dias de incubacién
a 25°C” segun los diferentes genotipos encontrados, la prueba de Kruskal-
Wallis=10,1 resulté no significativa (K-W=10,1; p-valor=0,07), indicando que no hay
evidencias estadisticas para decir que hay diferencias en los dias de incubacién a
25°C.

Grafico N°20
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En el Grafico N°21, se compararon los tiempos que tardaron en crecer los diferentes
Genotipos a 37°C. Al realizar la comparacion de los “Dias de Incubacion a 37°C”
segun los diferentes “Genotipos” encontrados, la Prueba de Kruskal-Wallis, resultd
no significativa (K-W=7,48; p-valor= 0,18), indicando que no hay evidencias

estadisticas para decir que hay diferencia en los dias de Incubacion a 37°C.

Grafico N°21
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Muestras tomadas simultaneamente

De las muestras que se tomaron simultdneamente, en el mismo lugar y dia, hubo 82
binomios, de muestras de agua y suelo. Los resultados mostraron solo 6
coincidencias y todas correspondieron a genotipo T4. En 3 binomios agua-suelo,

cuyos genotipos no fueron coincidentes se obtuvieron los siguientes resultados:
Binomio 1: Agua genotipo T11y suelo genotipo T4
Binomio 1: Agua genotipo T4 y suelo Genotipo T5

Binomio 3: Agua genotipo T11 y suelo genotipo T5.
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B. RESULTADOS DE LAS MUESTRAS DE AGUAS
1. RESULTADOS MORFOLOGICOS DE LAS MUESTRAS DE AGUA
1. 1 Resultados de acuerdo a tipo de muestras de agua

En el grafico N°22, la mayor frecuencia de positividad se obtuvo con las muestras de
agua potable rural (1/2) y agua de noria (1/2) con un 50 % cada una, agua potable
clorada (piscinas) con un 35% (27/78), seguido por canal de regadio (11/35) y agua
de pozo (4/13) con un 31% cada una, agua de pozo con un 20% (1/5), Agua de
laguna-lago (3/16) y agua de mar (11/58) con un 19%, agua de terma con un 17%
(1/6) y agua de rio con un 9% (3/33). Las muestras de agua potable (72/72) mineral
con y sin gas (13-7 respectivamente), pozo clorada (8/8), destilada (4/4), cascada
(3/3), humedal (2/2), vertiente (2/2), de acequia (1/1), volcan (1/1) y salar (1/1),

resultaron negativas.
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En el gréfico N°23, se muestra la distribucion de los resultados por Regiones, en las

muestras de agua se tomaron en todas las Regiones, en dos de ellas, las Regiones

IV y XIl no se encontraron muestras positivas. Se puede observar que

la mayor

positividad se encontro en la XV Region con un 60% (6/10), en la | Regidén un 29%
(2/7), en la Xlll un 26% (31/121), en la VIII Region con un 22% (5/23), la X Region

con un 17% (2/12), la menor positividad estuvo en la 1l Region con un 4% (1/24).

Gréafico N°23
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En el grafico N° 24, se observa la distribucién de las muestras de agua por zona, los
resultados se presentan en este gréafico, en el cual se observa que se encontré 63
muestras de agua con Acanthamoeba spp. y es la zona centro la que muestra la
mayor positividad con un 19% (43/222), zona norte con un 15% (10/65) y zona sur
con 13% (10/75).

Grafico N°24
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En el gréfico N°25 se presentan los resultados de las muestras de agua por

estaciones, en el cual se observa que el mayor porcentaje de muestras positivas se

identificaron en verano, con un 27% (31/115), seguido en primavera con un 18%
(12/66) y otofio de 11% (12/108) y en invierno con 11% (8/73).

En las muestras de agua se observaron mayores proporciones de positividad durante

los meses de verano, resultando significativas las diferencias halladas con la

primavera, otofio e invierno (x°=12,41; p-valor= 0,0061)

Grafico N°25
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En relacion a los resultados obtenidos de las muestras de agua de acuerdo a su uso,
en el gréfico N°26, se puede observar que las aguas recreacionales (piscinas, rios,
lagunas, mar, termas), representan el mayor numero con 195, de las cuales
resultaron positivas 23% (45/195), el segundo grupo correspondi6 a aguas de
consumo con 153 muestras: (potable, potable rural, canal de regadio, noria,
acequias, vertiente, pozo, pozo clorada, embalse, mineral con y sin gas) resultando
positivas 12% (18/153) y el tercer grupo correspondié a muestras que no clasificaron

en los grupos anteriores y fueron 14, en el que no hubo muestras positivas.

Se observaron asociaciones significativas entre el uso de las aguas y la positividad
(x*=10,7; p-valor=0,0047), sin embargo, el resultado de la prueba estadistica puede

no ser valida al no encontrarse muestras positivas en “otro”.

Grafico N°26
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En el grafico N°27, se observa que en las muestras de aguas, al grupo Il
pertenecieron un 97% (61/63) Acanthamoeba spp. (97%) y al grupo Il un 3% (2/63).

Grafico N°27
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Resultado de andlisis de agua de piscinas

El tipo de agua que contenian las piscinas fue de 78 con agua potable clorada, 3 con
agua de mar (V regién) y 1 con agua de pozo clorada (XIlI region). En las visitas de
inspeccion realizadas por los inspectores del SEREMI de Salud de la Region
Metropolitana, notifican el cumplimento o no de la normativa descrita en el
Reglamento de piscinas de uso publico, Decreto N°209, con modificaciones del
decreto 43/06, MINSAL. El pH debe estar en el rango entre 7,2 a 8,2, el cloro libre
residual 0,5 a 1,5 ppm, bacterias aerdbicas <200 colonias/ml, ausencia de coliformes

fecales, coliformes totales < 20 colonias/100 ml, entre otros parametros.
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En el grafico N°28, se observa que las 82 piscinas incluidas en el estudio fueron
mayoritariamente de la Regién Metropolitana (RM) 83% (68/82), 16% (13/82) de la V

Region y 1% (1/82) de la VII. Todas las piscinas que resultaron positivas pertenecian

a la RM, con un 33% (27/82).

En relacion al cumplimiento del reglamento de piscinas, Decreto N°209, fueron 55 las

piscinas que tenian registro de las visitas de inspeccion realizadas por los

inspectores de Salud Ambiental de los SEREMI con el fin de verificar el cumplimiento

del Decreto N°209, las piscinas sin datos de haber sido controladas por los

inspectores correspondieron a 27 que fueron tomadas en forma particular, algunas

qgue no estaban en funcionamiento en el momento de la inspeccion y que fueron

tomadas las muestras de agua posteriormente.
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En el grafico N°29 se presenta el numero total de las piscinas del estudio, las que no

tuvieron inspeccién y las inspeccionadas que cumplian el reglamento que fueron
53% (29/55).

Grafico N°29
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En el grafico N°30 se presentan los resultados que se obtuvieron con las piscinas

inspeccionadas y no inspeccionadas y las que cumplian o no el Decreto N°209. Dos

de las piscinas no inspeccionadas resultaron positivas (7%), de las inspeccionadas

gue cumplian el reglamento 34% (10/29) y las que no cumplian el reglamento 58%

(15/26) fueron positivas, resultando significativas las diferencias en las proporciones
de positividad (x*= 15,1; p-valor=0,0005).

Grafico N°30

100

RESULTADO DE AGUADE PISCINAS Y
CUMPLIMIENTO DE REGLAMENTO

80

60

40

Porcentajes

20

0

Cumple

Nocumple

Sindato

H Positivas 34

58

7

b Negativas 66

42

93

150



Termotolerancia a 42°C en muestras de aguas

En relacion a las muestras de agua, se muestran como ejemplo 4 fotos donde se
puede observar el crecimiento de Acanthamoeba spp. A las 24 horas de incubacion
la placa con el cultivo se observaba al microscopio y se marcaba con rojo el
crecimiento de la ameba, en el 2° dia si habia aumento el crecimiento de la ameba,
se marcaba con azul, el tercer dia con verde y el 4° dia con negro. Se observa que
en la foto N°79 de la muestra N°17 en el tercer dia el crecimiento de la ameba cubrio
toda la placa, en la foto N81, en la muestra N°108 el crecimiento fue parcial (menos
del total de crecimiento de la superficie de la placa de cultivo) y en la foto N°82, la

muestra N°313 sélo hubo crecimiento hasta las 24 hrs.

Crecimiento de Acanthamoeba a 42°C

Foto N°79 Foto N°80

Foto N°81 Foto N°82
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2. RESULTADO DEL ANALISIS MOLECULAR DE LAS MUESTRAS DE AGUAS

En el grafico N°31, relacionado con los genotipos en los diferentes tipos de muestras,

se observa que en las muestras de agua se encontraron los genotipos T2, T3, T4y

T11. El genotipo T4 se encuentra en todos los tipos de agua, excepto en agua de

embalse, en rangos que van entre 64 al 100%. El genotipo T3 se encontrdé en agua

potable clorada, canal de regadio y agua de embalse. El genotipo T2 se identificd en

agua potable clorada y en agua de mar. El genotipo T11 se encontré en agua de mar

y en agua de laguna-lago.
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En el grafico N°32, se observa el genotipo T4 en 12 Regiones, entre el 50 al 100%

de positividad. El genotipo T2 se encontrd en las Regiones X y Xlll con un 50% y 3%

respectivamente. El genotipo T3 se encuentra en la Ill Region en un 100% y un 7%

de positividad en la Xl Region. El genotipo T11 se identificd en la V Region con un
17%, en la VIl un 25% y en la VIl un 40%.
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En el grafico N°33 se observa la distribucion de los genotipos por zonas del pais. En
el norte se encontrd 9 muestras positivas el genotipo T4 en 90% (9/10) y el genotipo
T3 en un 10% (1/10). En la zona centro se encontr6 43 muestras positivas el
genotipo T4 en un 88% (38/43), los genotipos T3 (2/43) y T11 (2/43) con un 5% y el
genotipo T2 con un 2% (1/43). En la zona sur se identifico genotipos en 10 muestras
positivas, el genotipo T4 en un 70% (7/10), el genotipo T11 en un 20% (2/10) y
genotipo T2 con un 10% (1/10)
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En el grafico N°34 se describen los genotipos por estaciones. En invierno, se
identificaron 2 genotipos en las 8 muestras positivas, el genotipo T4 en un 75% (6/8)
y el genotipo T11 en 25% (2/8). En otofio, se identificaron 3 genotipos en las 12
muestras positivas, el genotipo T3 con un 8% (1/12), el genotipo T4 con un 84%
(10/12), el genotipo T11 con un 8% (1/12). En primavera, se identificaron 2 genotipos
en las 12 muestras positivas, el genotipo T4 con un 92% (11/12) y el genotipo T11
con un 8% (1/12). En verano se identificaron 3 genotipos en las 31 muestras
positivas, el genotipo T2 con un 7% (2/31), el genotipo T3 con un 6% (2/31), el
genotipo T4 con un 87% (27/31).

Andlisis estadistico de asociaciones no se pudo realizar porque hay muchas
frecuencias muy bajas (menores que 5) o iguales a cero, predominando el genotipo
T4.

Gréafico N°34
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En el grafico N°35 se muestra la distribucion de genotipos por uso de aguas. En 45
muestras de aguas recreacionales se encontraron 4 genotipos, el genotipo T4 con un
84% (38/45), el genotipo T11 con un 9%, (4/45) el genotipo T2 con un 5% (2/45) y el
genotipo T3 con un 2% (1/45). En las 18 muestras de aguas de consumo se
identificaron 2 genotipos, el genotipo T4 con un 89% (16/18) y el genotipo T2 con un
11% (2/18).
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En el grafico N°36, se observa los genotipos incluidos en los Grupos Il y Il de
Pussard y Pons. En el Grupo Il se incluyeron 61 Acanthamoeba spp., en ellas fueron
identificados los genotipo T3, T4y T11. El genotipo T3 con un 5% (3/61), el genotipo
T4 con un 88% (54/61) y el genotipo T11 con un 7% (4/61). En el grupo Ill de
Pussard se identificd un solo genotipo correspondiente al T2 con un 100% (2/2).
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En el grafico N°37 se observa la distribucién de los genotipos en agua de piscinas,
encontrandose positivos (27/82) sélo en la Region Xlll, en un 92% (25/27) el
genotipo T4, un 4% (1/27) el genotipo T2 y un 4% (1/27) el genotipo T3.
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En el grafico N°38, se observa que en las 10 piscinas que cumplian el Reglamento

de piscinas se identificaron los genotipos T2, T3 y T4. El genotipo T4 se encontrd en
un 80% (8/10), los genotipos T2 y T3 se identificaron en un 10% cada uno (1/10). En

las piscinas que no cumplian el Reglamento, en el 100% (15/15se encontro el

genotipo T4. En las piscinas sin informacion al respecto, en el 100% (2/2) también se

identifico el genotipo T4.
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C. RESULTADOS DE LAS MUESTRAS DE SUELOS

1. RESULTADOS MORFOLOGICOS DE LAS MUESTRAS DE SUELOS

1. 1 Resultados de acuerdo a tipo de muestras de suelos

En el grafico N°39, se observa que en todos los tipos de muestras de suelo se aislo

Acanthamoeba spp., los resultados de mayor a menor positividad son los siguientes:
suelo de cascada 100% (3/3), suelo de humedal 100% (1/1), arena 84% (21/25),
suelo de rio 84% (21/25), suelo canal de regadio 83% (5/6), suelo urbano 67%

(8/12), suelo rural 61% (11/18), suelo de laguna-lago 56% (5/9).
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1.2 Resultado de muestras de suelo por Regiones

En las muestras de suelo la distribucion de los resultados por Regiones se presenta

en el grafico N°40, en este caso, no se tomaron muestras de suelo en las Regiones,

I, Xy XV. En todas las Regiones donde se tom6 muestras se encontraron positivos.

De mayor a menor los resultados fueron los siguientes: las Regiones VII

y XII

presentaron un 100% de positividad (13/13 y 1/1, respectivamente), en la IV Regién
se obtuvo un 90% (9/10), en la Xl se obtuvo un 87% (7/8), en las Regiones V y VIl

Regiones se obtuvo un 85% (17/20 y 11/3 respectivamente), en la Region VI un
69% (9/13), en la Regién Il un 67% (2/3), en la Regidén XIV un 50% (2/4), en las
Regiones IX y Xlll un 33% (1/3 y 2/6 respectivamente) y en la Region Il un 20% (1/5).
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En el grafico N°41 se presentan los resultados de las muestras positivas de suelos
por zonas, en la zona centro se identificO Acanthamoeba spp. en 79% (41/52), en la
zona sur 76% (22/29) y en el norte 67% (12/18).

No se observaron diferencias estadisticas significativas en los porcentajes de

positividad en las diferentes zonas (y %= 1,08; p-valor= 0,58).
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En el grafico N°42, se puede observar la distribucion de las resultados de las
muestras de suelos por estaciones. La mayor positividad estuvo en invierno con un
88% (23/26), seguido por la primavera con 84% (26/31), luego por el verano con 64%
(14/22) y finalizando con el otofio con 60% (12/20).

En el caso de las muestras de suelo, se observaron asociaciones significativas con

las estaciones del afio (y%=7,8; p-valor=0,005).
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En el grafico N°43, en las 75 Acanthamoeba spp. clasificadas en los Grupos Il y Il de

Pussard y Pons, de acuerdo al tamafio y morfologia de los quistes se observo que la

medicion minima fue de 10,59um, la medicibn maxima de 24,13um. En el grupo I

quedaron incluidas el 75% (56/75) de Acanthamoeba spp. y 25% (19/75) al grupo 1l
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Termotolerancia a 42°C en muestras de suelos

Se presenta un ejemplo de crecimiento del cultivo en 4 muestras. En la foto N°83 se
observa que el crecimiento del cultivo de la muestra 23S el que se completé a las
48horas (crecimiento completo de la placa) y en la foto N°84, la muestra 26S
muestra crecimiento hasta las 72 horas. En la foto N°85, la muestra 92S presenta
crecimiento parcial (crecimiento menor al total de la placa) y en la foto N°86 la
muestra 59S sélo tuvo crecimiento hasta las 24 hrs.

Foto N°83 Foto N°84

Foto N°85 Foto N°86
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2. RESULTADO DEL ANALISIS MOLECULAR DE LAS MUESTRAS DE SUELOS

El grafico N°44 muestra el predominio del genotipo T4 entre 57 a 100%, el mayor

porcentaje se encontr6 en suelo de rio con un 86% (18/21). El genotipo T5 se

identifico entre el 9 al 100%, este ultimo porcentaje se obtuvo en muestra de suelo

de humedal. El genotipo T2 s6lo se encontré en suelo rural con un 9% (1/11).

El

genotipo T11 so6lo se encontrd en suelo urbano con un 13% (1/8). El genotipo T15

so6lo se encontrd en arena con un 24% (5/21).
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En el grafico N°45 se observa la distribucion de los suelos en las 12 Regiones donde
se tomO muestras. El genotipo T4 se encontré en 10 Regiones con positividad entre
55 a 100%. El genotipo T5 se identifico en 6 Regiones entre 8 a 100%. El genotipo
T15 se encontré en 3 Regiones con porcentajes de 100, 22 y 18%. El genotipo T2
sélo se encontr6 en la VII Region con un 8% (1/13). El genotipo T11 también sélo se
encontro en la VII Region con un 8%.
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En el grafico N°46, se presenta la distribucion de los genotipos por zona. Los

genotipos T4 y T5 se encontraron en las 3 zonas. El genotipo T4 con un 58%
(7/12en el norte, 78% (32/41) en el centro y 73% (16/22) en el sur. El genotipo T5
con un 17% (2/12) en el norte, 17% (7/41) en el centro y 18% (4/22) en el sur. El
genotipo T15 con un 25% (3/12) en el norte y un 9% (2/22) en el sur. El genotipo T2

con un 2% (1/42) en el centro.
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En el grafico N°47 se observa que en todas las estaciones se identificaron los

genotipos T4 y T5. El genotipo T4 en otofio con 92% (11/12), en invierno con 74%
(17/23), en primavera con 73% (19/26) y en verano con 57% (8/14). El genotipo T5
con un 8% (1/12) en otofio, 17% (4/23) en invierno, 19% (5/26) en primavera y 22%
(3/14) en verano. El genotipo T15 con 21% (3/14) en verano y 9% (2/23) en invierno.

Los genotipos T2 y T11 con 4% cada uno (1/26) se enconbtraron solo en primavera.
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El grafico N°48 muestra la distribucion de los genotipos en los Grupos Il y Il de
Pussard y Pons. En el Grupo Il el genotipo T4 en un 98% (55/56) y el genotipo T11
en un 2% (1/56). En el Grupo lll se identificaron 3 genotipos, el genotipo T5 se
encontré en un 69% (13/19), El genotipo T15 se encontré en un 26% (5/19). El
genotipo T2 se encontré en un 5% (1/19).
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D. RESULTADOS DE LAS MUESTRAS DE VEGETALES
1. RESULTADOS MORFOLOGICOS DE LAS MUESTRAS DE VEGETALES
1. 1 Resultados de acuerdo a tipo de muestras de vegetales

En el grafico N°49 se presenta los tipos de muestras de vegetales que dieron
positivos y que fueron los siguientes: achicoria 100% (2/2), orégano 100% (2/2),
puerro 100% (1/1), albahaca 100% (1/1), ruda 100% (1/1) y hoja poroto verde con un
100% (1/1), acelga 67% (4/6), apio 67% (2/3), lechuga 60% (6/10), cilantro 50%
(3/6), berro 50% (1/2), perejil 40% (2/5), zanahoria 33% (2/6), espinaca 33% (1),
coliflor 33% (1/3), menta 33% (1/3), repollo 20% (1/5). Los vegetales negativos
fueron los siguientes: Betarraga (3/3) ciboulette (1/1), haba (1/1), mentacoca (1/1),
paico (1/1), rabanito (1/1), hierbabuena (1/1), teina (1/1) y pifia (1/1).
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En el grafico N°50 se puede observar que se tomaron muestras de vegetales en 5
Regiones, IV, V, VI, Xl y XIlll. En la IV Regién se encontr6 un 100% (2/2) de
positividad. En la VI Region un 80% (4/5). En la V Region con un 50% (4/8). En la

XIII Region un 40% (21/52) y en la Region Xl con 25% (1/4).
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En el gréfico N°51 se observa los resultados de las muestras positivas de vegetales

por zonas. En la zona norte con un 100% (2/2), en la zona centro un 45% (29/65) y

en la zona sur un 25% (1/4).

No se pudo realizar una comparacion estadistica entre zonas por

muestras muy diferentes en cada una de ellas.
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En el grafico N°52 se observa las muestras de vegetales por estaciones, en el
verano se aislaron Acanthamoeba spp. en 53% (16/30), seguido por 43% (9/21) en

invierno, 38% (6/16) en primavera y 25% (1/4) en otofio.

En este caso, las asociaciones entre estacion del afio y positividad no resultaron
significativas (x °=1,89; p-valor=0,59), pero debe tenerse en cuenta que el test
estadistico podria no ser valido ya que durante el otofio las muestras son menores a
5.
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En el grafico N°53, se observa que en las muestras de vegetales la medicion minima

fue de 9,87um, la medicion maxima de 24,54um. En el grupo Il se incluyeron 78%
(25/32) y 22% (7/32) al grupo lll.
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Termotolerancia a 42°C en muestras de vegetales

En las fotos N°87, 88, 89, 90 que corresponden a las muestras 9V, 58V, 16V y 51V,

se observan situaciones similares a las descritas anteriormente.

Foto N°87 Foto N°88

Foto N°898 Foto N°90
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2. RESULTADO DEL ANALISIS MOLECULAR DE LAS MUESTRAS DE
VEGETALES

En el grafico N°54 se observa que al igual que en las otras muestras, el predominio
también lo obtiene el genotipo T4, el que se encontrd en 15 tipos de vegetales, entre
el 50 al 100%. El genotipo T15 se encontro en 5 tipos de vegetales entre un 17 a
100%. El genotipo T5 se identificd en 2 tipos de vegetales, 17 y 50%. El genotipo T3

y T11 solo en 1 vegetal cada uno.
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En el grafico N°55, se observa que el genotipo T4 se encuentra en todas las
Regiones entre el 50 al 100% de positividad. El genotipo T15 en 3 Regiones entre 14
a 50%. Los genotipos T3, T5 y T11 se aislaron so6lo en la XIIl Region, en la cual se

identificaron los 5 genotipos identificados en este tipo de muestras.
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El grafico N°56 muestra la distribucidén de los genotipos por zona. En la zona centro

se identificaron todos los genotipos, lo que esté representado por la Xlll Region tal

como se explico en el grafico anterior. El genotipo T4 se identifico en las 3 zonas

entre el 50 al 100% de las muestras. El genotipo T15 fue aislado en la zona norte
con un 50% (1/2) y en la zona centro con un 14% (4/29). Los genotipos T3 con un
4% (1/29), T5 con un 7% (2/29) y T11 con un 3% (1/29), s6lo se encontraron en la

zona centro.
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En el grafico N°57, se observa que el Gnico genotipo que se encuentra en las cuatro
estaciones es el genotipo T4. En otofio y verano se identificaron sélo genotipo T4 en
un 100% (1 y 16 muestras respectivamente). En primavera se identificaron 3
genotipos, T4 en un 50% (3/6), T5 en un 33% (2/6) y T11 en un 17% (1/6). En
invierno se encontraron 3 genotipos, T3 en un 11% (1/9), T4 en un 33% (3/9) y T15
en un 56% (5/9).

Gréafico N°57

GENOTIPOS EN VEGETALES POR
ESTACIONES
Verano
Primavera
Invierno
Otofio
0 20 40 60 80 100
Otofio Invierno Primavera Verano

mT15 0 56 0 0

mT11 0 17 0

T5 0 33 0

mT4 100 33 50 100
mT3 0 11 0 0




En el grafico N°58, se observa que en las muestras de vegetales, en el grupo Il de
Pussard fueron identificados el genotipo T3 con un 4% (1/25), el genotipo T4 con un
92% (23/25) y el genotipo T11l con un 4% (1/9). En el grupo Il de Pussard se
identifico el genotipo T5 con un 29% (2/7) y el genotipo T15 con un 71% (5/7).

Grafico N°58

GENOTIPOSEN VEGETALES Y
CLASIFICACION DE PUSSARD Y PONS
100 P
2 80 ——
£ 60
s 40 _ o
- 20 B
T3 T4 T5 T11 T15
= Grupo |l 4 92 0 4 0
Grupo Il 0 0 29 0 71
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E. RESULTADOS DE ANALISIS FILOGENETICO DE Acanthamoeba spp.

Figural0. Genotipificacién de muestras de Acanthamoeba aisladas de Aguas,
Suelos y vegetales.
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Fig 9. Arbol filogenético generado con software bioinforméatico Mega v6.06 con método estadistico Maxima Verosimilitud, test

de filogenia 1000 bootstrap y modelo de sustitucién Tamura 3-parameter model. El genotipo T4 fue representado de forma

resumida por un triangulo debido al gran nimero de aislados (132). La secuencia analizada corresponde a un fragmento de 523

pb del amplicén ASA.S1
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Figura 11. Genotipificacion de muestras de Acanthamoeba aisladas de Agua
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Fig 10. Arbol filogenético generado con software bioinformatico Mega v6.06 con método estadistico Maxima Verosimilitud, test
de filogenia 1000 bootstrap y modelo de sustitucion Tamura 3-parameter model. La secuencia analizada corresponde a un

fragmento de 523 pb del amplicén ASA.S1
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Fig 11 Arbol filogenético generado con software bioinforméatico Mega v6.06 con método estadistico Maxima Verosimilitud, test

de filogenia 1000 bootstrap y modelo de sustitucion Tamura 3-parameter model. La secuencia analizada corresponde a un

fragmento de 523 pb del amplicon ASA.S1



Figura 13. Genotipificacion de Acanthamoeba aisladas de Vegetales.
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Fig 12. Arbol filogenéfidé generado con software bioinformatico Mega v6.06 con método estadistico Maxima Verosimilitud, test
de filogenia 1000 bootstrap y modelo de sustitucion Tamura 3-parameter model. La secuencia analizada corresponde a un

fragmento de 523 pb del amplicén ASA.S1
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Andlisis de zona variante DF3 para la determinacion de variantes en los
genotipos identificados.

Figura 14. Alineamiento nucleotidico de la region variable de DF3 del genotipo T4
mediante la herramienta bioinformética ClustalW. Donde la primera columna es la
variante (Var) y la segunda columna es la cantidad de aislados de cada variante (N°).
Cada variante detectada presenté un 100% de homologia nucleotidica.
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El grafico N° 59, mediante el analisis de la zona variable DF3 se determind que
existen 43 variantes del genotipo T4 en el estudio, siendo las predominantes T4/1
(16 aislados), T4/2 (13 aislados), T4/3 (11 aislados), T4/4 (10 aislados) y T4/5 (9

aislados).

Grafico N°59

GENOTIPO T4
VARIANTES PREDOMINANTES SEGUN SU
ORIGEN

mT4/1 WT4/2 mT4/3 mT4/4 mT4/5
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Figura 15. Alineamiento nucleotidico de la region variable de DF3 del genotipo T5
mediante la herramienta bioinformatica ClustalwW. Donde la primera columna es la
variante (Var) y la segunda columna es la cantidad de aislados de cada variante (N°).
Cada variante detectada presenté un 100% de homologia nucleotidica.

Genotipo T5 - DF3

Var N°
N o o S e I L
10 20 30 40
T5/1 6 CGCCGTTAAT CCTTT-—-—-—- CGGGGGT—-—- —-—-— TAATGGT TGGTG
T5/2 6 CGCTGTTAAT CCTTT----—- CGGGGGET——= ——-— TAATAGT TGGTG
T5/3 2 CGCCATTGAT CCTCT--—-—- CGGGGGET——- ——-— TAATGGT TGGTG
T5/4 1 TGCCGTTGAA CGTTCACCCG CAAGGGTGGA TTTCAACGGT TAGTG

En el grafico N°60 se observa que mediante el andlisis de la zona variable DF3 se
determind que existen 4 variantes en el genotipo T5, siendo las predominantes T5/1

y T5/2 (ambas con 100% de identidad nucleotidica en los 6 aislados presentes.

Grafico N°60

VARIANTES GENOTIPO T5 SEGUN MUESTRA

Suelo Vegetales

mT5/1 mT5/2 mT5/3 mMT5/4
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Figura 16. Alineamiento nucleotidico de la region variable de DF3 del genotipo T15
mediante la herramienta bioinformética ClustalW. Donde la primera columna es la
variante (Var) y la segunda columna es la cantidad de aislados de cada variante (N°).
Cada variante detectada presenté un 100% de homologia nucleotidica.

Genotipo T15 - DF3

Var N°
AU N IR DN IR BAUN RPN N BN IR ERPRN IAURN SRR S BN DA
10 20 30 40 50 60 70 80
T15/1 3 CGGGTCG--- --- GCCGTCC TTGGC----C GTCGTGCGCG GCGACGCGCG CGGCGGCGAG GGCGGT---- GTCTG---—- ——--—
T15/2 2 CGGTTCG--- --- GCCGTCC TTGGC----C GTCGTGCGCG GCGACGCGCG CGGCGGCGAG GGCGGT---- GTCTG---—- ——--—
T15/3 2 TGGGTCG--- --- GCCGTCC TTGGC----C GTCGTGCGCG GCGACGCGCG CGGCGGCGAG GGCGGT---- GTCTG----—- ——--—
T15/4 2 TGGGTCGTGG CGGGCCGTGC CCCGCGGTCC GTCGTGCGCE GCGACGCGTG CGGCGGCCAC GGGGACCGCG GTCCGTATCA GCCA
T15/5 1 -GGGTCG--- --- GCCGTCC TTGGC----C GTCGTGCGCG GCGACGCGCG CGGCGGCGAG GGCGGT---- GTCTG-—--- ——--—

En el grafico N°61, mediante el analisis de la zona variable DF3 representa que se
determind la existencia de 5 variantes en el genotipo T15 siendo predominante la
variante T15/1 con 3 aislados en un total de 10 muestras, esta variante solo se hallé

en muestras de suelo.

Gréafico 61
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Figura 17. Alineamiento nucleotidico de la region variable de DF3 del genotipo T11
mediante la herramienta bioinformética ClustalW. Donde la primera columna es la
variante (Var) y la segunda columna es la cantidad de aislados de cada variante (N°).
Cada variante detectada presenté un 100% de homologia nucleotidica.

Genotipo T11- DF3

Var N° B I I P | .
10 20

T11/1 3 GCGTCGY-GG CTTG---CYG CGGCGT

T11/2 2 GCGTCGT-GG CTTG---CTG CGGCGT

T11/3 1 ACATCATTGG CGCAAGCCAG TGGTGG

En el gréfico N° 62 se presenta la existencia de 3 variantes en el genotipo T11,
siendo las predominantes T11/1 con 3 aislados de un total de 6 muestras. Esta
variante se encontré en muestras de agua y suelo, y contiene nucle6tidos ambiguos

lo que indicaria una mezcla de distintas variantes.

Grafico N°62

VARIANTES GENOTIPO T11 SEGUN MUESTRA
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Figura 18. Alineamiento nucleotidico de la regién variable de DF3 del genotipo T3
mediante la herramienta bioinformética ClustalW. Donde la primera columna es la
variante (Var) y la segunda columna es la cantidad de aislados de cada variante (N°).
Cada variante detectada presenté un 100% de homologia nucleotidica.

Genotipo T3 - DF3

Var N° B e e A
10 20 30 40
T3/1 4 TTTCTGCCAC CGAATACATT AGCATGGGAT AATGGAATAG GACC

En el grafico N°63 se observa que todas las muestras identificadas como genotipo
T3 presentaron un 100% de similitud nucleotidica para el fragmento ASA.S1 por lo

gue la zona variable DF3 fue idéntica.

Grafico N°63

GENOTIPO T3
UNICA VARIANTE T3/1

mT3/1
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Figura 19. Alineamiento nucleétido de la region variable de DF3 del genotipo T2
mediante la herramienta bioinformética ClustalW. Donde la primera columna es la
variante (Var) y la segunda columna es la cantidad de aislados de cada variante (N°).
Cada variante detectada presenté un 100% de homologia nucleotidica.

Genotipo T2 DF3

Var N° B e T e I e
10 20 30 40

T2/1 2 A-———————- - - TGGT TGTGTATTGT TTGTA

T2/2 1 CATAATTCAG TATATGGCCA GTCAAATGGT TGTATATTGT TTGTG

En el grafico N°64 mediante el analisis de la zona variable DF3 se determin6 que
existen 2 variantes en el genotipo T2, siendo las predominantes T2/1 con 2 aislados

de un total de 3 muestras.

Grafico N°64

VARIANTES GENOTIPO T2 SEGUN
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Tabla 8. Informacion detallada sobre la genatipificacion de los aislados de

Acanthamoeba spp. de agua en este estudio.

Fuente
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua

N° muestra
w-17-2010
w-35-2010
w-79-2010
w-83-2010
w-104-2010
w-107-2010
w-114-2010
w-123-2010
w-127-2010
w-138-2011
w-152-2011
w-169-2011
w-186-2011
w-197-2011
w-199-2011
w-200-2011
w-201-2011
w-204-2011
w-212-2011
w-217-2011
w-225-2011
w-235-2011
w-242-2011
w-245-2011
w-262-2011
w-265-2009
w-271-2009
w-272-2009
w-274-2009
w-275-2009
w-276-2009
w-277-2009
w-278-2010
w-279-2010
w-281-2010
w-282-2010
w-302-2010
w-303-2010
w-304-2010

N° de muestra en Gbank

CHI17W-10
CHI35W-10
CHI79W-10
CHI83W-10
CHI104W-10
CHI107W-10
CHI114W-10
CHI123W-10
CHI127W-10
CHI138W-11
CHI152W-11
CHI169W-11
CHI186W-11
CHI197W-11
CHI199W-11
CHI200W-11
CHI201W-11
CHI204W-11
CHI212W-11
CHI217wW-11
CHI225W-11
CHI235W-11
CHI242W-11
CHI245W-11
CHI262W-11
CHI265W-09
CHI271W-09
CHI272W-09
CHI274W-09
CHI275W-09
CHI276W-09
CHI277W-09
CHI278W-10
CHI279W-10
CHI281W-10
CHI282W-10
CHI302W-10
CHI303W-10
CHI304W-10

Cdédigo Gbank
KT892870
KT892871
KT892872
KT892873
KT892874
KT892875
KT892876
KT892877
KT892878
KT892879
KT892880
KT892881
KT892923
KT892924
KT892882
KT892925
KT892883
KT892884
KT892885
KT892886
KT892887
KT892888
KT892889
KT892890
KT892891
KT892892
KT892893
KT892894
KT892895
KT892896
KT892897
KT892898
KT892899
KT892900
KT892901
KT892902
KT892903
KT892904
KT892905

Genotipo
T3
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T3
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4

T11
T4
T4

T11

T11
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T3
T4
T4
T4
T4
T4
T4

Aho
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
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Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua

w-305-2010
w-306-2010
w-307-2010
w-313-2010
w-314-2010
w-316-2010
w-317-2010

CHI305W-10
CHI306W-10
CHI307W-10
CHI313W-10
CHI314W-10
CHI316W-10
CHI317W-10

KT892906
KT892907
KT892908
KT892909
KT892910
KT892911
KT892912

T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4

2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
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Tabla 9. Informacion detallada sobre la genatipificacion de los aislados de
Acanthamoeba spp. de suelos en este estudio.

Fuente

Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo

Suelo

N° muestra
S-1-2010
S-2-2010
S-3-2010
S-4-2010
S-5-2010
S-6-2010
S-7-2010
S-8-2010
S-9-2010
S-10-2010
S-11-2010
S-12-2010
S-14-2010
S-19-2010
S-20-2010
S-23-2010
S-26-2010
S-27-2010
S-28-2010
S-29-2010
S-30-2010
S-31-2010
S-32-2010
S-33-2010
S-34-2010
S-35-2010
S-36-2010
S-38-2010
S-39-2010
S-41-2010
S-42-2010
S-43-2010
S-44-2010
S-45-2010
S-46-2010
S-48-2011
S-50-2010

N° de muestra en Gbank Cddigo Gbank Genotipo

CHI1S-10
CHI2S-10
CHI3S-10
CHI4S-10
CHI5S-10
CHI6S-10
CHI7S-10
CHI8S-10
CHI9S-10
CHI10S-10
CHI11S-10
CHI12S-10
CHI14S-10
CHI19S-10
CHI20S-10
CHI23S-10
CHI26S-10
CHI27S-10
CHI28S-10
CHI29S-10
CHI30S-10
CHI31S-10
CHI32S-10
CHI33S-10
CHI34S-10
CHI35S-10
CHI36S-10
CHI38S-10
CHI39S-10
CHI41S-10
CHI425-10
CHI43S-10
CHI44S-10
CHI455-10
CHI46S-10
CHI48S-11
CHI50S-10

KT892800
KT892801
KT892802
KT892803
KT892804
KT892805
KT892806
KT892807
KT892808
KT892809
KT892810
KT892811
KT892850
KT892851
KT892852
KT892853
KT892854
KT892812
KT892813
KT892814
KT892815
KT892816
KT892817
KT892818
KT892819
KT892820
KT892821
KT892855
KT892856
KT892857
KT892858
KT892859
KT892822
KT892823
KT892824
KT892825
KT892826

T4
T4
T4
T4
T4
TS5
T4
T4
T5
T4
T4
T4
T4
T4
T5
TS5
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T5
T11
T4
T4
TS5
T4
T4
T4
T4
T4
T2
T4
T4
T4
T4

Aio
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2011
2010

195



Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo

Suelo

S-51-2011
S-53-2011
S-54-2011
S-55-2011
S-56-2011
S-58-2009
S-59-2009
S-64-2011
S-66-2011
S-67-2011
S-68-2011
S-70-2011
S-71-2011
S-72-2011
S-73-2011
S-74-2011
S-75-2011
S-76-2011
S-78-2011
S-79-2011
S-80-2011
S-82-2011
S-83-2011
S-85-2011
S-87-2011
S-92-2011
S-93-2011
S-94-2011
S-95-2011
S-97-2011
S-98-2011
S-99-2011
S-100-2011
S-101-2011
S-13-2011
S-17-2011
S-25-2011
S-57-2011

CHI51S-11
CHI53S-11
CHI54S-11
CHI55S-11
CHI56S-11
CHI58S-09
CHI59S-09
CHI64S-11
CHI66S-11
CHI67S-11
CHI68S-11
CHI70S-11
CHI71S-11
CHI72S-11
CHI73S-11
CHI74S-11
CHI75S-11
CHI76S-11
CHI78S-11
CHI79S-11
CHI80S-11
CHI82S-11
CHI83S-11
CHI85S5-11
CHI87S-11
CHI92S-11
CHI93S-11
CHI94S-11
CHI95S-11
CHI97S-11
CHI98S-11
CHI99S-11
CHI100S-11
CHI101S-11
CHI13S-11
CHI17S-11
CHI25S-11
CHI57S-11

KT892827
KT892828
KT892829
KT892830
KT892845
KT892831
KT892832
KT892833
KT892834
KT892835
KT892860
KT892861
KT892862
KT892863
KT892864
KT892865
KT892866
KT892867
KT892868
KT892869
KT892836
KT892837
KT892838
KT892926
KT892839
KT892840
KT892841
KT892842
KT892843
KT892844
KT892846
KT892847
KT892848
KT892849
KT892762
KT892763
KT892764
KT892765

T5
T15
T4
T15
T15
T5
T4
T4
T4
T4
T5
T5
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T5
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T5
T15
T15
T5
T4
T4
T4
T4

2011
2011
2011
2011
2011
2009
2009
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
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Tabla 10. Informacion detallada sobre la genotipificacion de los aislados de

Acanthamoeba spp.

Fuente
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales
Vegetales

Vegetales

de vegetales en este estudio.

N° muestra  N° de muestra en Gbank Cddigo Gbank Genotipo  Afo

V-4-2010 CHI4V-10 KT892774 T15 2010
V-6-2010 CHIGV-10 KT892775 T15 2010
V-9-2010 CHI9V-10 KT892776 T15 2010
V-13-2010 CHI13V-10 KT892777 T15 2010
V-14-2010 CHI14V-10 KT892778 T3 2010
V-16-2010 CHI16V-10 KT892779 T4 2010
V-19-2010 CHI19V-10 KT892773 T15 2010
V-24-2010 CHI24V-10 KT892780 T4 2010
V-25-2010 CHI25V-10 KT892781 T4 2010
V-30-2010 CHI30V-10 KT892782 T5 2010
V-34-2010 CHI34V-10 KT892783 T4 2010
V-35-2010 CHI35V-10 KT892784 T11 2010
V-36-2010 CHI36V-10 KT892785 T5 2010
V-41-2011 CHI41V-11 KT892786 T4 2011
V-43-2011 CHI43V-11 KT892787 T4 2011
V-45-2011 CHI45V-11 KT892788 T4 2011
V-46-2011 CHI46V-11 KT892789 T4 2011
V-48-2011 CHI48V-11 KT892790 T4 2011
V-49-2011 CHI49V-11 KT892791 T4 2011
V-51-2011 CHI51V-11 KT892792 T4 2011
V-53-2011 CHI53V-11 KT892793 T4 2011
V-56-2011 CHI56V-11 KT892794 T4 2011
V-58-2011 CHI58V-11 KT892795 T4 2011
V-59-2011 CHI59V-11 KT892796 T4 2011
V-65-2011 CHI65V-11 KT892797 T4 2011
V-66-2011 CHI66V-11 KT892798 T4 2011
V-69-2011 CHIG9V-11 KT892799 T4 2011
V-10-2011 CHI10V-11 KT892757 T4 2011
V-20-2011 CHI20V-11 KT892758 T4 2011
V-52-2011 CHI52V-11 KT892759 T4 2011
V-54-2011 CHI54V-11 KT892760 T4 2011
V-60-2011 CHIGOV-11 KT892761 T4 2011
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IV DISCUSION

|
El territorio de la Republica de Chile es largo y angosto, con una longitud de
4.300 km, caracteristica esta que junto a su ubicacion entre el mar y cordillera,
son factores que son determinantes en la variedad de clima. La extension
latitudinal de Chile determina que la temperatura media disminuya 11,7°C entre
las ciudades de Arica (primera ciudad del norte) y Punta Arenas (ciudad del
extremo sur). La influencia del océano Pacifico y de la corriente marina fria de
Humboldt hacen posible que las temperaturas de norte a sur disminuyan en forma
gradual, homogeneizandolas, es decir, permiten que las temperaturas del norte
sean mas bajas y las del sur mas altas que en otros paises que estan a igual
latitud.

La diversidad climatica es observable por la frecuencia de las lluvias, las cuales
se hacen notablemente mas intensas a medida que se avanza hacia el sur. La
época de lluvia también varia segun las regiones. En el altiplano Tarapaquefio

caen en verano, en invierno en el Norte Chico y todo el afio desde Valdivia al sur.

En la formacion de los suelos en Chile, intervienen una serie de factores, entre
los que destaca la gran extension latitudinal del pais, implicando diferentes
condiciones climaticas y ambientales, por lo tanto, diferentes tipos de suelo. Uno
de los principales peligros que podria ocasionar un suelo contaminado seria la
contaminacion de las aguas superficiales y subterraneas y, por tanto, también de
los cultivos y animales de granja, por utilizacion de dichas aguas para regadio de
alimentos de huerta y pastos. (CONAMA, 1994).

Las caracteristicas del clima y ambientales también influyen, en la variedad de la

disponibilidad del recurso hidrico, que abunda en la zona sur.

Las muestras incorporadas en este estudio, fueron tomadas tanto en regiones
con precipitaciones casi inexistentes, como de lugares donde estas son diarias y
abundantes. El Norte Grande es la regién arida del pais, donde se encuentra el

Desierto de Atacama, uno de los mas secos del mundo. El Norte Chico se
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caracteriza por los grandes valles transversales que se extienden de cordillera al
mar, con un clima semiarido, mientras que la regién del Valle Central disfruta de
un clima templado. En la regidn de los canales el clima es de lluvia y nieve. En las
muestras de suelo, estas fueron tomadas tanto en suelos aridos como el que se
encuentra en el Desierto de Atacama, hasta en el sur donde existe una
abundante vegetacion. También se tomaron muestras a nivel del mar y muestras
a 4.200 m sobre el nivel del mar, como es el caso de los Geiser del Tatio o el
Salar de Atacama a 2.300 m sobre el nivel del mar. Ademas, dichas muestras no
solo fueron tomadas en Chile continental, sino que también en Chile Insular, en
ciudades de la Isla de Chiloé y en Isla de Pascua, entre ellas agua del Volcan

Rano Kao, encontrando muestras positivas en ambas Islas.

Las temperaturas ambientales minimas y maximas obtenidas en los dias de
muestreo fueron: minima -3°C y maxima 35°C, lo que indica la diversidad de este

pardmetro en las diferentes zonas del pais.

Las muestras seleccionadas en el estudio fueron de una gran variedad de aguas,
suelos y vegetales, sumando un total de 532, las que estuvieron constituidas por
362 (68%) muestras de agua, 99 (19%) muestras de suelo y 71 (13%) muestras
de vegetales. Los numeros reflejan la mayor facilidad de incorporar muestras de
agua en el estudio, en los casos de colaboracién en la toma de muestras por
personas voluntarias, generalmente de Regiones alejadas de la Region
Metropolitana, era dificil que ademas de muestras de agua trasladaran suelos y
vegetales. Otro caso lo presentaron las muestras de agua de piscinas, las que
generalmente se encontraban en un recinto de concreto, por lo tanto, no existi6 la

posibilidad de muestras de suelo.

En el analisis morfolégico de las 532 muestras incluidas en este estudio, el 50%
(266/532) fueron positivas a AVL y del total de las muestras, el 32% (170/532)
correspondié a Acanthamoeba spp. En el 28% (47/170) de las muestras los
cultivos fueron mixtos y en el 72% (123/170) se identificaron solo Acanthamoeba
spp. En el 18% (96/532) de las muestras sélo se encontraron otras AVL las que

deberian ser identificadas molecularmente, existiendo la probabilidad de
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identificar otras Acanthamoeba spp. por la mayor sensibilidad de las técnicas
moleculares. Se encontraron muestras positivas desde Arica, extremo norte y en
Punta Arenas, extremo sur, por lo cual fue posible aislar el protozoo en diversidad

de aguas, suelos y vegetales.

A. ANALISIS DE LAS MUESTRAS TOTALES
1. Analisis morfoldgico en la totalidad de las muestras

1.1 Analisis de las muestras por Regiones: en el estudio general, se observo
gue en todas las regiones se encontraron muestras positivas. Los mayores
porcentajes se encontraron en Regiones del norte, XV y IV, en el centro en la VI
Region y en la Regién VIII ubicada en el sur, el menor porcentaje se obtuvo en la
Il Region ubicada en el norte. Si comparamos las Regiones del extremo norte y
extremo sur, se obtuvieron los siguientes resultados: en el extremo norte, Region
Arica-Parinacota se encontré un 60 % de positividad (6/10), todas las muestras
fueron de agua, genotipo T4. En la ciudad de Arica de esta region, la temperatura
atmosférica promedio minima de los dias en que se tomaron muestras fue de
17,4°C y la temperatura promedio maxima de 23,7°C, con precipitaciones de 1.5
mm/m? anual. En el extremo sur, Regién de Magallanes y de la Antartica Chilena,
se analizaron 8 muestras, encontrando 1 positiva (12,5%), que correspondia a
una muestra de suelo, de la ciudad de Punta Arenas de esta Region. La
temperatura atmosférica promedio minima en este punto fue de 2,4°C y la
temperatura promedio maxima de 10,7°C, con precipitaciones 395,3 mm/m?
anual. La ameba aislada pertenecio al genotipo T5, Aunque las Regiones tienen
climas totalmente distintos, se puede observar que en la region del norte la
positividad es muy diferente a la Region del sur, esta ultima con condiciones
climaticas extremas, pero aun asi es posible encontrar Acanthamoeba spp. en
ella. Analizando Regiones con numero de muestras parecidas, como es caso de
la Il Region Antofagasta y la penultima Region del Sur, la Xl Region del Aysén, se
observa que en la Il Regién se encontré un 6,9% (2/29) de positividad. En la

ciudad de Antofagasta de esta Region, la temperatura promedio minima es de
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11,9°C y la promedio maxima de 20,2°C, tiene precipitaciones 2 mm/m? anual. En
la Regién de Aysén se encontré un 38% (9/24) de positividad. En la ciudad de
Aysén de esta Region las temperaturas promedio minima de 4,0°C y de promedio
maxima 12,3°C, precipitaciones 2.961mm/m? anual, (Direcciéon Metereoldgica de
Chile). Estos resultados ratifican que Acanthamoeba puede sobrevivir en duras

condiciones ambientales, (Siddiqui et al, 2012).

1.2 Analisis de las muestras por Zonas: en la clasificacion de las muestras por
zonas, los porcentajes obtenidos del nimero de muestras del estudio, estan
relativamente aproximados a la distribucion poblacional del pais de acuerdo al
censo del 2012 (INE, 2012), segun el cual, en la zona norte se encuentra el 12%
de la poblacién. Aqui se tomaron el 16% de muestras. En la zona centro se
encuentra el 62% de la poblacion y por lo tanto se tomoé el 64% de las muestras y
en la zona sur se encuentra el 26% de la poblacién, habiendo tomado alli el 20%
de las muestras. De acuerdo a estos datos, los porcentajes de censo de
poblacion, con los porcentajes de las muestras tomadas en las diferentes zonas
estuvieron en cifras similares. La distribucion poblacional nos indica la posibilidad
y oportunidad de tomar las muestras, en lugares habitados, cercanos o en
caminos, de una comuna a otra. Los resultados de positividad obtenidos de 28%
en el norte, 33% en el centro y 31% en el sur, no mostraron diferencias
significativas (¢?>=0,93; p-valor=0,63), confirmando la ubicuidad de Acanthamoeba
sSpp. Y su capacidad de sobrevivir en diferentes condiciones ambientales, (Khan
N.A., 2006).

1.3 Estacionalidad: en el analisis de estacionalidad los resultados indicaron que
en otofio se obtuvo el menor porcentaje de positividad, resultando
significativamente diferente al resto de las estaciones, (x °= 14,53; p-
valor=0,0023). Por ello se analiz6 el promedio de las temperaturas minimas y
maximas de los dias en que se tomaron las muestras y el nimero de muestras
agrupadas por las 3 zonas del pais en otofio e invierno que es la estacion que
present6é un 33% de positividad. En otofio el promedio de temperatura minima fue
de 8,3°C y la maxima de 18,3°C, en invierno 5,7 la minima y 15,7 la maxima. En

relacion a la toma de muestras por ubicacion en zona norte, centro y sur, los
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datos indicaron que en otofio, en la zona sur se tomd el mayor porcentaje de
muestras que fue de 44%. En invierno, se obtuvo el 35% de las muestras en esa
misma zona. Sin embargo, al analizar estos datos, en invierno se encontraron las
temperaturas promedio mas bajas y el porcentaje de positividad fue de 33%,
mientras que en otoflo se encontr6 un 19% de positividad y presentd
temperaturas promedio mas altas. Investigadores dicen que los rangos de
Acanthamoeba spp. detectados en diferentes lugares puede ser influenciado por
el tipo de agua y condiciones geograficas (Kao et al, 2013). Totalmente distintos
fueron los resultados obtenidos en un estudio realizado en una planta de
tratamiento de aguas residuales, en el cual, la mayor cantidad de aislamientos de
Acanthamoeba spp. ocurrié en otofio, (Muchesa et al, 2014). Lo mismo ocurrio en
un estudio realizado en Espafia, en Plantas de Tratamiento de Agua donde
encontraron que en el depdsito 1 aislaron mas amebas en invierno, mientras que
en los depdsitos 2 y 3 la prevalencia fue mas alta en otofio, contrario a lo que

ocurrié en este estudio, (Garcia et al, 2013).

1.4 Clasificacién de Pussard y Pons: en esta experiencia, los valores
encontrados en las mediciones del total de las muestras fueron: medicién minima
correspondio a 9,44um y la maxima a 25,5um, las Acanthamoeba spp. aisladas
fueron incorporadas en los Grupos Il y lll . En un estudio realizado en muestras
de suelo y agua los diametros de los quistes midieron entre 10,6pm a 16,4um,

los aislados fueron incorporados en los Grupos Il y Il (Alves et al, 2012).
1.5 Termotolerancia

1.5.1 Termotolerancia a 42°C: en este trabajo los cultivos en un inicio se
incubaron a 25°C y 37°C, posteriormente se efectuaron incubaciones a
temperaturas de 42°C y a 60°C. Todos los cultivos resultaron positivos a 42°C,
algunos cultivos tenian un crecimiento en toda la placa de cultivo y otros
parcialmente, en los 7 dias de incubacion, incluso se observé crecimiento en los
cultivos que inicialmente fueron aislados en incubacibn a 25°C y que
posteriormente crecieron lentamente en incubacion a 37°C. Una experiencia

distinta obtuvieron Kiss et al, 2014 cuyos cultivos incubados a 42°C fueron todos
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negativos. Algunos investigadores plantean su termotolerancia a temperaturas
sobre los 302C y menos de 40°C. (Muchesa et al, 2014). En un estudio en agua
los cultivos se incubaron a 30°C y 37°C, el 55% crecio a esta Ultima temperatura.
(Alves et al, 2012). En otro estudio en un sistema de tratamiento de residuos
industriales, la termotolerancia se hizo a 30°C y 37°C, los resultados obtenidos
fueron que a 30°C tuvieron 20 aislados, a 37°C 31 aislados. (Ramirez et al,
2014).

1.5.2 Termotolerancia a 60°C: el estudio de termotolerancia realizado a las 170
muestras positivas, con cultivos incubados a 60°C, fueron todas negativas. De
acuerdo a estudios de termotolerancia, se observa que en varios de ellos los
estudios se limitan a temperaturas maximas entre 40 a 47°C, (Leiva et al, 2008)
sin embargo, hay unos pocos estudios, como el de Coskum et al, 2013, en que
ademas incubaron los cultivos a 52°C, obteniendo un 18% (7/33) de crecimiento.
En una tesis se analiz6 la viabilidad de Acanthamoeba spp. después de la
exposicibon a 70°C durante 1 hora, este estudio incentivd a realizar
termotolerancia de las amebas a 60°C con el fin de observar viabilidad a esa
temperatura, teniendo presente que con las temperaturas de 37°C y 42°C ya
habiamos establecido el posible factor patégeno de las amebas en estudio (Tesis
de OlgaTovar, 2006).

1.5.3 Temperatura de aislamiento de Acanthamoeba spp: en este trabajo los
cultivos se incubaron a temperaturas de 25°C y 37°C, obteniéndose un 94% de
aislamientos del protozoo a ambas temperaturas, en 8 muestras los cultivos
fueron positivos so6lo a 25°C, esto nos indicaria que incubando los cultivos sélo a
25°C seria suficiente, sin embargo, en un 1% (2 muestras) el aislamiento sélo se
produjo en cultivo incubado a 37°C. Temperaturas similares de incubacion fueron
empleadas por Jeong HJ, 2007. Los 8 cultivos positivos inicialmente so6lo a 25°C
se subcultivaron y fueron incubados a 37°C, fue dificil lograr el crecimiento, sin
embargo, después de varios subcultivos y semanas se logré, pasando a
incrementar el grupo de Acanthamoeba spp. potencialmente patégenas. De igual
forma los cultivos positivos sélo a 37°C se subcultivaron e incubaron a 25°C,

lograndose una pronto recuperacion de la Acanthamoeba spp. Entre 25°C y 30°C
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son las temperaturas mas utilizadas para aislamiento, se ha descrito que si las
Acanthamoeba spp. crecen a 37°C son potencialmente patégenas. (Walochnik et
al, 2000; Ghadar-ghadar et al, 2012; Kiss et al, 2014).

1.5.4 Dia de positividad del cultivo: en los cultivos a 25°C, a las 24 horas dieron
positivo 12 cultivos, entre los 2 y 4 dias dieron positivo el 70% (117/168), a partir
del 5° dia disminuyeron los porcentajes de positividad, llegando al dia 10, con 1
cultivo positivo. La prueba de Kruskal-Wallis resulté no significativa, al comparar

los tiempos que tardaron en crecer los diferentes genotipos.

En los cultivos a 37°C, en el primer dia fueron positivos 23 cultivos, los dias de
mayor positividad estuvieron entre el dia 2 y 3 con un 54% (87/162), los dias 8 al
10 tuvieron 1 cultivo positivo cada uno, La prueba de Kruskal-Wallis resulté no
significativa. En un caso, el olvido de eliminar las placas negativas, hizo que al
revisarlas el dia 13 se encontrd 1 positiva, esta experiencia indica que si se dejan
en incubacién los cultivos por 15 dias, se podria aumentar la sensibilidad del
cultivo debido a que se podria detectar un mayor nimero de casos positivos. El
tiempo de incubacion de 10 dias en este estudio se realiz6 basado en la
experiencia de diagndstico rutinario en casos de queratitis por Acanthamoeba
spp. realizado anteriormente, al revisar estos datos en la literatura disponible, los
dias de incubacion fluctuaron entre 3 dias a mas de un mes, en vista de estos
datos se decidio en el futuro realizar las incubaciones durante 15 dias. En un
estudio en suelo realizado en Irdn, los quistes se detectaron después de 1
semana y en algunos casos después de 1 mes. (Rezaeian et al, 2008; Adamska
et al, 2014; Ghadar-ghadar et al, 2012), 1 6 2 semanas fue lo mas frecuente.
(Baquero et al, 2014; Tanveer et al, 2013; Laconte et al, 2013).

En relacion al riesgo para la salud del ser humano por este protozoo, algunas
Acanthamoeba spp., son patdgenas Yy que ademas de ser activos posibles
agentes de queratitis y EGA, pueden transmitir numerosos microorganismos,
virus, bacterias, (Kiss et al, 2014). Este segundo aspecto se refiere a la

endosimbiosis, en el cual Acanthamoeba spp. se alimenta de bacterias del
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ambiente capturandolas dentro de su citoplasma, en un proceso conocido como
fagocitosis. Las bacterias fagocitadas son usualmente lisadas y digeridas por la
ameba, sin embargo, algunas especies de bacterias pueden crecer y reproducirse
dentro del citoplasma y llegar a ser simbiontes. La relacion simbidtica benefician a
ambos organismos, la sobrevida y virulencia de ambos organismos puede ser
aumentada por esta relacion, (Nwachuku, 2003). Las AVL sirven como
hospedador de un gran niamero de agentes bioldgicos patégenos para humanos y
puede aumentar la virulencia de algunas bacterias llamadas microorganismos
resistentes a las amebas (ARMs), Mycobacterium spp, Pseudomonas aeruginosa,
Legionella spp, Cryptococcus neoformans, etc. También pueden ser hospederos
de ooquistes de protozoo parasito Cryptosporidium, algunos de estos
microorganismos son capaces no sélo de sobrevivir la digestion de la ameba sino
también de proliferar dentro de ellas, siendo un riesgo asociado a la
patogenicidad que pudiera provocar Acanthamoeba spp. (Lass et al, 2014;
Coskun, 2013).

En Chile, en 1981, se aisl6 por primera vez, en el ISP, en una muestra de agua,
una  Acanthamoeba spp. y correspondid6 a Acanthamoeba palestinensis
confirmada en el Center for Disease Control and Prevention (CDC), Atlanta,
Estados Unidos (Herskovic y col, 1989). En la siguiente década, en 1993,
nuevamente en el ISP se aisl6 Acanthamoeba polyphaga en una paciente con
gueratitis bilateral usuaria de lentes de contacto, también confirmada en el CDC,
(Astorga y col, 1993). Hasta 1999, se habian diagnosticado 18 casos en Chile
(Astorga y col, 2007). Al igual que en todos los paises, los casos de queratitis
estan en la curva ascendente directamente relacionada al aumento de usuarios
de lente de contacto. Los 2 casos publicados sobre EGA han sido hallazgos en
autopsia y el agente causal fue otra AVL, Balamuthia mandrillaris. (Cuevas y col,
2006: Oddo y col 2006).
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2. Andlisis molecular de Acanthamoeba spp. en la totalidad de las muestras.

En algunos estudios no se logra realizar la confirmacion por PCR y secuenciar el
total de las muestras lo que quizas podria ser por no lograr un buen producto
morfoldgico o por el gran problema que ocasiona la contaminacion especialmente
por hongos (Lares et al, 2001), o porque no logran el crecimiento de
Acanthamoeba spp. en cultivo axénico, (Todd et al, 2015), en este trabajo no se
axenizaron los cultivos y se logré la secuenciacion del 100% de las muestras

positivas.

En este estudio fueron 6 los genotipos identificados en las 170 muestras
positivas, de mayor a menor porcentaje fueron T4 con un 78%, T5 con un 9%,
T15 con un 6%, T11 conun 3% y T2y T3 con un 2%. Al analizarlos por tipo de
muestras, los genotipos T4 y T11 se encontraron en aguas, suelos y vegetales.
En relacién a los genotipos por Regiones, el genotipo T4 fue Unico en 7 de ellas y
la Region en que se encontraron todos los genotipos fue en la Xl que
corresponde a la Region Metropolitana. En relacion a los genotipos por zonas, los
genotipos T4, T5 y T15 se identificaron en todas las zonas. Los genotipos
analizados por estaciones del afio, los genotipos T4 y T5 se identificaron en todas

las estaciones.

Todos los genotipos aislados en este trabajo se han identificado en casos clinicos
y los resultados indican que se encuentran en todas las Regiones de Chile
continental y también en Chile insular. Los 6 genotipos han sido aislados en
casos de queratitis y los genotipos T2, T4, T5 y T15 ademas, en EGA. De
acuerdo a la informacioén revisada son 8 los genotipos que han sido encontrados
en pacientes con queratitis T2, T3, T4, T5, T6, T11, T13 y T15 (Grun et al, 2014,
Lass et al, 2014;). Los genotipos T1, T2, T4, T5, T10, T12, T15 y T18 son
productores de EGA. (Adamska et al, 2014). Se ha descrito que el genotipo T4,
es el primero asociado a queratitis por Acanthamoeba, el segundo es T3 y el
tercero T11, (Maciver et al, 2013), ademas los estudios han mostrado que el 90%
de los aislados de Acanthamoeba spp. que producen infeccion pertenecen al

grupo T4. (Lorenzo-Morales et al, 2006). Se ha indicado que las cepas
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termotolerantes que crecen a 37°C son capaces de causar queratitis (la
temperatura del ojo es 34°C), aislados que toleran 42°C pueden causar EGA
(Walochnik, 2000). (Kiss et al, 2014). Los 6 genotipos del estudio crecieron a
37°C y a 42°C, por lo cual podrian ser un potencial riesgo de salud publica. Hay
un acuerdo general que queratitis y EGA han aumentado significativamente en
los dltimos 10 afios en los Estados Unidos, por el aumento de usuarios de lentes
de contacto en todas las edades y por el aumento de individuos

inmunosuprimidos. (Nwachuku et al, 2003).

En el caso de infeccién del sistema nervioso central, los casos de EGA por
Acanthamoeba son infrecuentes, ocurren en personas inmunosuprimidas y
ocasionalmente en personas inmunocompetentes, (Parija et al, 2015). Los casos
de EGA por Acanthamoeba spp. pueden ocurrir en cualquier época del afio y no
tiene relacion con exposicion a agua dulce. El diagnéstico de EGA es dificll
porque no tiene sintomas especificos y puede ser facilmente confundida con
otras enfermedades bacterianas y virales. Un aumento en el nUmero de casos
deberian ser esperados en los paises en desarrollo, especialmente en Africa sub-
Sahariana, Asia del sur donde la epidemia de VIH es préspera, ademas por
limitados especialistas en el diagndstico en muchos de estos paises, escasez de

recursos, bajas tasas de autopsias, (Visvesvara G., 2013).

B. ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE AGUA

1. Andlisis de aspectos generales sobre la diversidad de metodologias de

toma de las muestras y procesamientos.

En estudios ambientales se encuentra una gran diversidad de procesamiento de
las muestras, desde la toma de las muestras hasta las metodologias de analisis,
lo que hace dificil la comparacion de los resultados de diferentes investigadores,

(Magnet et al, 2012), basado en esto, otros investigadores preocupados por esta
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diversidad, realizaron una revisién con el fin de impulsar la estandarizacién de

las metodologias analiticas, (Goiii et al, 2014).

A continuacion se analizara la diversidad de los aspectos técnicos del diagndstico
fenotipico que estan involucrados en el resultado final del analisis, basada en

algunas de las publicaciones en area ambiental a las que se tuvo acceso.

1.1 Tomade las muestras

Uno de los factores importantes en la deteccion de Acanthamoeba spp., es la
cantidad de muestra tomada, de acuerdo a lo revisado se observé gran
diversidad al respecto, aun existiendo algunas normativas como la del Standard
Method for the Examination of Water and Waste Water, 9711 C, 2005, normativa
de la EPA (Health Protection Agency), National Standard Method W17, issue 2.
UK. “Isolation and identification of Acanthamoeba”, 2004. NOM-245-SSA1-2010,
Norma Oficial Mexicana, Documento técnico PNT-10-02, 2008, “Procesamiento
de muestras oculares para deteccion y cultivo de Acanthamoeba spp.” Sociedad

Espafiola de enfermedades infecciosas y microbiologia clinica.

En este estudio, la cantidad de muestra de agua se decidi6 basada en el
Standard Method, 2005, que establece un rango entre 10 a 1000 ml, de acuerdo
a esto se decidié tomar 200 ml de muestra de agua, por la disponibilidad en ese
momento de envases de 100 ml, las muestras se tomaron entre 10 a 20 cm de
profundidad, procesadas en 100 ml e incubadas a 25°C y 37°C. En algunas de las
publicaciones revisadas relacionadas a este aspecto, se observaron algunas
variaciones en la cantidad de toma de muestra como: 50 ml, (Leiva et al., 2008),
100 ml, (Lass et al., 2014); 200 ml, (Adamska et al., 2014), 250 a 450 ml, Nazar et
al, 2011), 500 ml, (Boost et al., 2008), 1000 ml, (Ramirez et al., 2012), 2000 ml,
(Kao et al., 2012), 3000 ml, (Al-Herrawy et al., 2013), 10 litros, (Fluvia et al, 1983),
50 litros y 100 litros, estas dos ultimas en plantas de tratamiento de agua,
(Magnet et al., 2013), incluso se ha tomado muestra de agua mediante un hisopo
con gasa estéril, (Garaycochea et al., 2008), también se han utilizado envases
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para tomar las muestras conteniendo tiosulfato de sodio con el fin de neutralizar

el cloro, (Muchesa et al, 2014).
1.2 Andlisis de aspectos metodologicos
1.2.1 Metodologias de concentracion de las muestras y medios de cultivo.

La metodologia empleada en este trabajo estuvo basada en la descrita en el
Standard Method for the Examination of Water and Wastewater, 21 st Edition,
2005, Método 9711. El andlisis se realizd en duplicado con el fin de efectuar

incubaciones de los cultivos a 25°C y 37°C.

En relacion a las metodologias de andlisis empleadas en diferentes
investigaciones, existe también una gran variedad, pocos emplean las
metodologias estandarizadas por los organismos internacionales anteriormente
descritos u otros. En la mayoria de los estudios revisados realizan la
concentracion del agua por método de filtracion con filtros de nitrocelulosa de
diferentes tamafos de poro, habiendo encontrado los que utilizan filtros de
0,45um de poro (Rhadar et al, 2012), poro de 0,2um (Tanveer et al, 2013), poro
de 0,22um, (Huang S-W et al, 2010) poro de 1.2um (Init et al, 2010), filtros
whatman 42 y centrifugacion (Mosayebi et al, 2013) (Wannasan et al, 2013),
fitrado en doble gasa y centrifugacion, (Laconte et al, 2013) e incluso otros
autores analizan las muestras sin concentrar, (Kilvington et al, 2004). En relacion
a lo descrito anteriormente, la metodologia mas utilizada es el filtro de
nitrocelulosa de 0,45um de poro, que normalmente se deposita en forma invertida
directamente sobre la placa con medio de cultivo. Como variante algunos raspan
el fitro y el raspado se lava con un buffer, centrifugando después y
posteriormente siembran gotas del sedimento en medio de cultivo, (Kao et al,
2012). El medio de cultivo universalmente utilizado es el Agar No Nutriente
(ANN), excepcionalmente se ha utilizado Medio YAS (Alves et al, 2012), Agar
Myast y Agar Metropolitano. (Suarez et al., 2002).
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1.2.2 Bacterias utilizadas en la preparacion del medio de cultivo.

La mayoria de los investigadores siembra la muestra en placa con agar no
nutritivo (ANN) cubierto con una suspension de Escherichia coli muerta por calor
(Maschio et al., 2015) o viva (Herskovic et al, 1989). En un estudio realizado en
aguas de una planta de tratamiento, realizaron cultivo con bacteria Escherichia
coli muertas preparando una suspension de cultivo la que se deposita en un bafio
con agua hirviendo por 20 minutos, inmediatamente antes del uso. Los mismos
autores compararon el crecimiento de las amebas en cultivo con Escherichia coli
vivas y muertas, no encontrando diferencia significativa, (Muchesa et al., 2014),
El procedimiento mas utilizado supone el mantenimiento de una suspension de E.
coli en suero fisiolégico a 65°C durante al menos 15 minutos. Ademas de esta
bacteria también se ha utilizado como alimento para las amebas: Enterobacter
aerdgenes, (Garaycochea et al., 2008), Enterobacer cloacae, (Brown et al, 1982),
Proteus mirabilis, (Napolitano J., 1982).

1.2.3 Medio de cultivo axénico

Algunos investigadores, después de aislar Acanthamoeba spp. en medio
monoxénico, transfieren un trozo de cultivo positivo a un medio axénico, aunque
este pasaje no siempre se logra o bien requiere de mucho tiempo, como es el
caso de necesitar 10 a 12 meses para lograr el crecimiento de Acanthamoeba
spp. De hecho, la capacidad para crecer en medio axénico es considerada como
un factor de virulencia. El medio de cultivo mas utilizado es el PYG, (Magnet et al,
2014; Mirjali et al, 2013). Otro medio utilizado es el YAS, (Alves et al, 2012),
también se ha utilizado el TYI-S-33, (Rahdar et al, 2012), el Liquido de Cerva,
(Lares et al, 2001), el PBSGM (modificado) y Bactocasitona (BC) al 2%, con 10%

de suero fetal bovino, (Ortiz et al, 2012).
1.2.4 Temperaturas de incubacion de los cultivos.

Otro aspecto para analizar, es la temperatura de incubacion de las muestras en

cultivo que va desde temperaturas de 23°C, (Booton et al., 2004), 25°C, (Jeong
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et al., 2005), 28°C, (Magnet et al., 2013), 30°C, (Maschio et al., 2015), 32°C,
Muchesa et al., 2014), .37°C, (Wannasan et al., 2013), 28°C y 42°C, (Fluvia et al
1983), 40°C, (Al-Herrawy et al.,, 2014), estas Ultimas temperaturas fueron
utilizadas desde el inicio con el fin de aislar Acanthamoeba spp. termotolerantes.

1.2.5 Tiempo de incubacion de los cultivos

El tiempo de incubacion de las placas de cultivo también varia segun los
diferentes investigadores: 3 dias, (Adamska et al., 2014), 4 dias, (Garaycochea
et al., 2008), 7 dias, (Kiss et al., 2014), 10 dias, (Bagheri et al., 2010), 2
semanas, (Kao et al., 2012), 20 dias, (Salazar et al, 1982), 1 mes (Jeong et al,
2007), mas de 1 mes. (Ghadar-ghdr et al., 2012).

1.2.6 Termotolerancia

Para el caso de la termotolerancia, una gran parte de los investigadores utilizan
temperaturas entre 30°C a 37°C. Algunos de los rangos utilizados han sido los
siguientes: 30°C y 37°C, (Alves et al., 2012), 30°C y 42°C, (Niyyati et al., 2014),
32°C y 37°C, (Muchesa et al., 2014); 33°C, 37°C y 42°C, (Magnet et al., 2014),
37°C, 42°C y 52°C, (Coskun et al, 2013), 45°C y 47°C, (Leiva et al., 2008), 37°C,
42°C y 45°C, (Ortiz et al, 2012).

1.2.7 Sensibilidad de las técnicas

Es conocido gue las técnicas moleculares son mas sensibles que las técnicas de
diagnostico morfologico, que la PCR Tiempo Real es mas sensible que la PCR
tradicional y que la PCR tradicional es mas sensible que el cultivo. Otro aspecto
es la posibilidad de obtener cultivos falsos negativos. En un estudio realizado en
una Planta de tratamiento de aguas residuales en Sud Africa, ademéas de
confirmar molecularmente las 22 muestras positivas del estudio, eligieron al azar
8 muestras negativas al cultivo, el resultado fue que una de las muestras
diagnosticadas negativas resultdé positiva, (Muchesa et al, 2014). En una
publicacion relacionada con analisis de agua en planta de tratamiento obtuvieron
un 94,5% por PCR-Tiempo Real y 85,2% por cultivo, (Magnet et al, 2013). Una

experiencia diferente tuvieron investigadores, los que en su estudio encontraron
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que por PCR diagnosticaron un 9,6% y por cultivo 15,4%. En muestras de agua
superficial en Gdynia, Sopot y Gdansk, Polonia, diagnosticaron 13 muestras
positivas por PCR Tiempo Real, sin embargo, solo 10 fueron diagnosticadas por
PCR tradicional, (Lass et al, 2014). En otro estudio, tuvieron una doble
experiencia en relacion a sensibilidad de las técnicas, en agua de planta de
tratamiento, en invierno encontraron 15 muestras positivas por cultivo (93,8%) y
16 (100%) por PCR-Tiempo Real y en primavera 89,3% por cultivo y por PCR-
Tiempo Real un 83,9%, (Magnet et al, 2012). El problema que presentan las
técnicas de PCR es que son capaces de detectar la presencia de DNA y no son

capaces de discernir entre microorganismos viables y no viables.

2. ANALISIS MORFOLOGICO DE MUESTRAS DE AGUA.

2.1 Acanthamoeba spp. en agua: la media de aislamientos positivos encontrada
fue del 17% (63/362), correspondiendo el 15% (10/65) a la zona norte, el 19%
(43/222) a la zona centro y el 13% (10/75) a la zona sur. En las 63 muestras
positivas el 44% (28/63) fueron cultivos mixtos. El hecho de analizar s6lo 200 ml
de muestra de agua pudo haber influido en el porcentaje del hallazgo de
Acanthamoeba spp, también pudo haber influido el numero de dias de
incubacion, que fueron 10 dias, lo que se pudo comprobar, en la muestra de agua
gue dio positiva a los 13 dias y que por olvido no se habia eliminado el dia 10. No
obstante, considerando que en su habitat natural, las amebas de vida libre se
encontraran en su mayoria formando parte de biofilms, aquellas que se detectan
en aguas superficiales seran las que se han separado del biofilm y viajan libres
por las aguas. Si se tomasen grandes cantidades de agua para el muestreo, por
ejemplo los 100 litros que la EPA recomienda para la detecciébn de otros
protozoos, el aislamiento de amebas de vida libre resultaria casi sin duda
positivo. Tomar menores cantidades de agua en las muestras, del orden de 100
ml y 200 ml, hace que la deteccibn en ellas de amebas de vida libre
potencialmente patdégenas permita definir el riesgo que suponen estas aguas

cuando son utilizadas con fines recreativos (Garcia et al, 2013)
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Porcentajes menores a este trabajo fueron encontrados en un trabajo realizado
en aguas de rios, lagos y mar en Taiwan con un 14,2%, (Kao et al, 2013). En el
analisis de 200 ml de agua, la misma cantidad de agua que en este trabajo, estos
autores encontraron un 6,5% de muestras positivas, (Adamska et al., 2014). En
aislamiento en é&reas extremas, ademas de la Antartica, también se ha
investigado en muestras de 4 areas de agua congelada en Oslo, Noruega,
identificando en 2 &reas Acanthamoeba castellanii, (Brown et al, 1977).
Porcentajes mayores fueron obtenidos en las siguientes investigaciones: en Ica,
Peru, en aguas de pozo, tanques de hidroterapia, embalses, obtuvieron un 21%,
(Suérez et al, 2002). En un estudio en el norte de Taiwan, 21,6%, en muestras de
agua de manantial, (Huang S-W et al, 2010). En un estudio realizado en
Nicaragua, en 294 muestras (rios, muelles, pozos, grifo y tanques de agua) con
un 31,2%, aunque ellos analizaron 540 ml de agua por muestra, (Leiva et al.,
2008). En la Region de Shiraz de Irdn, en 120 agua de pozos, tanques y red de
abastecimiento obtuvieron un 33% de positividad, (Ghadar-ghadr Sh, 2012). En
Italia, encontraron un 39,1% a Acanthamoeba spp., (Montalbano et al, 2015). En
Chile, en un estudio realizado sélo con diagnéstico morfoldégico en muestras de
canales de regadio, embalses, rios, vertientes, piletas, pozos, encontraron 31,5%
de positividad de Acanthamoeba spp., (Mufioz et al, 1993). En otra investigacion
realizada en Iran, obtuvieron un 71,6% de positividad en muestras de agua de
canales agricolas, rios, agua de grifo, cuencas fluviales, piscinas de natacion y
piscinas de parques, (Rahdar et al, 2012). En otro estudio realizado en Pakistan,
encontraron un 92% de contaminacién por Acanthamoeba spp., (Tanveer et al,
2013). En 16 muestras de agua, en Brasil obtuvieron un 100% de positividad,
(Alves et al, 2012). Todo esto lo que indica son unos resultados muy variables,
gue seran debidos tanto al nicho ecoldgico en que se realiza el estudio, ademas
de la variabilidad en la metodologia. En cualquier caso, cuanto menor sea el
volumen de muestra tomado mayor es el riesgo que supone para la salud la

presencia de Acanthamoeba.
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2.2 Tipo de muestras de agua

Los tipos de muestras que resultaron positivas fueron las siguientes: agua potable
clorada (piscinas), agua potable rural (APR), agua de canal de regadio, agua de
mar, agua de lago-laguna, agua de terma, agua de rio, agua de pozo, agua de

noria, agua de embalse.

2.2.1 Agua Potable: en este estudio se analizaron 72 muestras las que
resultaron todas negativas, sin embargo, en 4 de ellas se observaron AVL
pertenecientes a otros géneros, entre los cuales, podrian estar involucrados
amebas endosimbitticas que eventualmente podrian transmitir algun
microorganismo patdégeno. Otros autores también obtuvieron resultados negativos
en el analisis de s6lo 4 muestras, (Rezaeian et al., 2008), pero totalmente distinta
es la situacion en otros estudios como el realizado en Hong Kong en el analisis
de muestras de agua potable de tanques de agua y lavabo del bafio de hogares,
encontrando un 10% de positividad, (Boost M et al., 2008). En un estudio
realizado en Nicaragua, 74 muestras dieron 19% de positividad y con s6lo 50 ml
de muestra, (Leiva et al., 2008). En Egipto 58,6%, (Al-Herrawy et al, 2013), otros
autores encontraron un 5,8% en 207 muestras de agua del grifo domiciliario,
(Jeong et al., 2005). En Jamaica se encontr6 un 36,1% de muestras positivas,
(Lorenzo-Morales et al., 2005). En 94 muestras de agua de diferentes salas de
hospitales de 13 ciudades de Irdn, encontraron un 48% de positividad, (Bagheri,
et al, 2010). En la Isla Kish, al sur de Iran, estudiaron 55 muestras de agua
potable de tanques de almacenamiento de casas, mall o resort, encontrando
38,2% de AVL, de las cuales Acanthamoeba spp. fueron 66,7%, (Niyyati et al,
2015). En Sudan, en agua de fuentes ambientales y de consumo encontraron un
58% de Acanthamoeba, correspondiente a A. castellanii., (Shanan S et al., 2015).
En 150 muestras de agua del grifo de la Provincia de Sivas, Turquia, encontraron
9 Acanthamoeba, 8 A. castellanii y 1 A. polyphaga., (Cogkun et al, 2013). En
Tailandia encontraron en agua un 36,7% Yy en Hamamatsu, Japon 22,5%,
(Nacapunchai et al, 2001). En Madrid, en un estudio en 43 aguas de consumo
domiciliarias, encontraron 14% de muestras positivas en el sistema de agua

central, (Madrigal-Sesma et al, 1986). Sin duda, el indice de positividad de las
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aguas de red debe de estar relacionado, por una parte con la concentracién de
estas amebas en las aguas naturales de las que se abastecen las poblaciones,
pero también de la resistencia de estas amebas a los procesos de potabilizacion,
y a las posibilidades que las conducciones ofrecen para actuar como reservorio
de estas. Asi pues, los materiales de dichas conducciones juegan un papel
importante en la preservacion de las poblaciones, (FernAndez MT, Tesis 2014.

Universidad de Zaragoza).

Por ello, y dado que el resultado negativo en las 72 muestras es muy llamativo,
sobre todo cuando se compara con los datos de diferentes estudios mencionados
anteriormente, seria interesante analizar mayor cantidad de muestra y realizar
estudios en agua de plantas de tratamiento en las diferentes etapas del
procesamiento lo que podria ayudar a confirmar o no los resultados obtenidos.
Actualmente, el Decreto 735 relacionado con el Reglamento de los Servicios de
aguas destinadas al consumo humano esta en revision, y para ello, se organizo
una Jornada Nacional de Vigilancia Sanitaria de Agua Potable, el objetivo fue que
diferentes especialistas entregaran una propuesta de modificacion al Reglamento.
Por primera vez fueron considerados los parasitos en el programa de la Jornada,
sin embargo, los asistentes no encontraron importante analizar su incorporacion
en el Reglamento porque no se han denunciados brotes, los ocurridos en el
ultimo tiempo han sido de indole bacterioldgicos y eventos quimicos.

2.2.2 Agua Potable rural (APR): son servicios que se prestan en areas rurales o
agricolas, autorizados por los Servicios de Salud del Ambiente, dependientes del
MINSAL, quienes son los encargados de realizar vigilancia, mediante programas
de inspecciones, en los cuales estas aguas son sometidas a analisis
bacteriologico y quimico. En este trabajo se obtuvo un 50%, con 1 muestra
positiva de la zona norte, en un estudio en agua rural realizado en la Provincia de
Markazi, Iran, obtuvieron un 61% de positividad, (Mosayebi et al, 2013).
Probablemente, los procesos de potabilizacion a los que es sometido el agua en
estas zonas son menos exigentes que en las poblaciones urbanas. También las
caracteristicas de las conducciones pueden ser muy diferentes, en materiales y

en antiguedad.
218



2.2.3 Agua mineral embotellada: en este estudio, 20 muestras de agua mineral
embotelladas con y sin gas (13-7 respectivamente), no se aislé Acanthamoeba
spp., Sin embargo, en una muestra de agua mineral con gas se encontro un acaro
en el cultivo incubado a 25°C. y una AVL perteneciente a otro género, cuya
identificacion molecular es importante porque podria pertenecer a algin género
en los que se ha descrito endosimbiosis con algin agente microbiano patégeno,
lo que podria ser un riesgo en individuos con algun tipo de inmunocompromiso.
Muy diferentes fueron los resultados obtenidos en 14 aguas minerales en Porto
Alegre, Brasil, donde encontraron 8 muestras positivas. En el andlisis de las
secuencias, se identificaron 6 pertenecientes al genotipo T5, 1 genotipo T11y 1
genotipo T4, (Maschio et al., 2015), en otro estudio, también realizado en Brasil,
detectaron un 60% con Acanthamoeba spp., (Salazar et al., 1982) En 14 marcas
de aguas minerales, aislaron Acanthamoeba triangularis, los autores mencionan
gque dos marcas de agua mineral estdn especialmente aconsejadas para la
preparacion de biberones., (Fluvia et al, 1983). En analisis de agua mineral en
Italia, encontraron 15,8%., (Montalbano et al, 2015). La diferencia de cantidad de
muestra de agua podria ser una explicacion a estos resultados, debido a que en
dos de estos estudios analizaron 10 litros por muestra. Ademas influye también la
procedencia del agua embotellada, ya que el agua de manantial no esta exenta
de amebas. Otro procedimiento es la depuracién de agua de red ya potabilizada,
aunque en este caso se supone que se parte de agua inicialmente negativa. Por
otra parte, y como ya se ha comentado son organismos ubicuos, y no se ha
demostrado que la ingesta de agua con Acanthamoeba cause problemas, sino
gue en estudios en que se han buscado en heces humanas, no se ha obtenido
mas de un 2% de positivos. Los estudios de inmunidad han demostrado que una
gran parte de la poblacion posea anticuerpos anti_Acanthamoeba debido al

constante contacto con ellas.

2.2.4 Muestras de agua de mar: en 58 muestras de agua de mar en las que se
obtuvo un 19%, correspondieron a 2/16 (13%) del norte, 4/24 (17%) del centro y
5/18 (28%) del sur. Mayores porcentajes fueron encontrados en un estudio en

Jamaica con un 49,6%, (Lorenzo-Morales et al., 2005). Totalmente contrario
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fueron los resultados obtenidos en un estudio en 30 muestras de agua de mar
realizado en playas al sur de Florida, Estados Unidos, las cuales fueron todas
negativas, (Booton et al, 2004). Los hallazgos dependen de las caracteristicas de
la zona, de la temperatura, la salinidad, el ph que pueden hacer variar los

resultados.

2.2.5 Muestras de agua de canal de regadio: se obtuvo un 31% (11) de
positividad, las muestras positivas estuvieron distribuidas en las zonas norte y
centro. Porcentaje inferior obtuvieron en Irdn, en 12 muestras de agua de canales
agricolas con un 16,7%, (Rahdar et al, 2012).

2.2.6 Muestras de agua de pozo sin clorar: se obtuvo un 31% (4/13), todas las
muestras son de la zona central. Porcentaje muy inferior, de un 2,4%, obtuvieron
en el Estado de Hidalgo, México analizando agua de 6 pozos, (Ramirez et al,
2012), en Leon, Nicaragua, en 111 muestras de pozo encontraron una positividad
de 21%, (Leiva et al, 2008). Lo mismo ocurrié en un estudio realizado en la parte
occidental de Guinea-Bissau, en pozos de areas rurales con un 18%, (Baquero et
al, 2014). Un porcentaje mayor correspondiente a un 44,4%, obtuvieron en Iran,
(Ghadar-ghadr et al, 2012).

2.2.7 Agua de rio: se obtuvo un porcentaje de 9%, correspondiendo a 1 muestra
de centro y 2 muestras del sur, todas genotipos T4, las temperaturas del agua de
los rios eran similares, la temperatura del agua del rio del centro estuvo entre 4°C
y 26°C y la temperatura de uno de los rios del sur estuvo en un rango entre 6°C a
28°C. Porcentaje menor obtuvieron en un estudio entre los afios 2009 al 2012, en
Polonia, con un 2,5% de positividad, (Adamska et al, 2014). Otros estudios con
resultados de positividad mayores son: en Ledn, Nicaragua, en 88 muestras de
rio quienes encontraron una positividad de 13%, (Leiva B., et al, 2008), en
muestras del rio Puzih, al sur de Taiwan diagnosticaron 13,5% Acanthamoeba
spp., (Po Min Kao, 2012). En Taiwan, en 211 muestras encontraron 16,1%, En 55
muestras de agua del rio Kaoping, identificaron Acanthamoeba spp. en 23,6%. En
un estudio en Jamaica, encontraron un 26,4%, (Lorenzo-Morales et al, 2005). En

un estudio en Iran, obtuvieron un 25% de positivas. En Egipto, en el rio Nilo,
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encontraron 56% de positividad, (Al-Herrawy et al, 2013). En Alemania, en agua
de rio encontraron 79% de contaminacion por Acanthamoeba, (Hoffmann et al,
2001). Totalmente distintos fueron los resultados obtenidos en el andlisis de 3
muestras de rio en Cordoba, Argentina, las que resultaron todas negativas,
(Laconte et al, 2013). En los rios influye mucho la zona en que se toma la
muestra, y también la profundidad.

2.2.8 Agua de Laguna-Lago: se obtuvo un 19%, correspondiente a muestras de
la zona sur. Porcentaje inferior obtuvieron en Polonia, en un estudio realizado
entre los afios 2009 al 2012, en el que aislaron Acanthamoeba spp. en un 4%
(Adamska et al, 2014) y porcentaje superior obtuvieron en un estudio realizado en
agua de lagunas en Ica, Peru, con un 85,7% (Suarez et al, 2002).

2.2.9 Agua de embalse: se obtuvo un porcentaje de 20%, en una muestra del
norte correspondiente a genotipo T3. Muy diferente a lo obtenido en un estudio
realizado en Taiwan, con un 58%, (Tzeng et al, 2013), en Alemania, encontraron
56% de Acanthamoeba termofilicas, (Hoffmann et al, 2001). En Chile, el primer
aislamiento de Acanthamoeba palestinensis se realizé en 1981 en una muestra
de agua de embalse de la zona central, (Herskovic et al, 1989. En los resultados
puede influir el lugar y profundidad donde se tomé la muestra y el estado de

eutrofizacion del embalse.

2.2.10 Agua de Terma: en este trabajo se obtuvo un 17%, la muestra positiva
pertenece a la zona norte. Porcentaje similar obtuvieron en Taiwan, realizado en
la cordillera Central, con 16,4%, se identific6 Acanthamoeba griffini vy
Acanthamoeba jacobsi, (Hsu et al, 2009). Porcentaje inferior obtuvieron en la
Provincia de Ardebil, Iran, con 3,6%, la ameba fue identificada como
Acanthamoeba castellanii., (Badirzadeh et al, 2011). En Taiwan, obtuvieron un
10,4%, (Kao et al, 2013). Mayores porcentajes obtuvieron en otros estudios como
el realizado en el norte de Taiwan donde Acanthamoeba spp. fue detectada en un
21,2%, (Huang et al, 2010). En un estudio realizado en Italia, identificaron
Acanthamoeba spp en 33,3% en aguas termales, (Montalbano et al, 2015). En

Hidalgo, México, encontraron un 43%, (Rivera et al, 1989). Las temperaturas en
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las aguas termales son altas por lo cual es posible aislar AVL patdgenas
termoresistentes, tanto de especies de Acanthamoeba spp. como de otras

amebas, como Naegleria spp.

2.2.11.a Agua de piscina: las 78 muestras de agua clorada, que corresponde al
agua de piscinas, en este trabajo se obtuvo un 35%, las muestras pertenecian a
la zona centro, especificamente a la Regiébn Metropolitana. Porcentaje cercano
obtuvieron en un estudio realizado en la ciudad de Teran, Iran, con 33,3%,
(Rezaeian et al., 2008). Porcentaje parecido tuvieron en investigacion realizada
en Egipto 49,2% en agua de piscinas del Cairo, (Al-Herrawy, 2013). En estudio
realizado en Suiza, en piscinas publicas temperadas identificaron Acanthamoeba
lenticulata., (Gianinazzi et al, 2009). En San Luis de Potosi, México, obtuvieron un
53% en aguas recreacionales, (Ortiz et al, 2012). En Hermosillo, Sonora, México,
encontraron 56%, (Lares et al, 2001), En investigacién realizada en agua de
piscinas en Szczcin, Polonia, obtuvieron 59.7%, (Goérnik et al, 2004). Otros
investigadores lograron un 100% de positividad, como es el caso del estudio
realizado en Kuala Lumpur, en Malasia, (Init et al, 2010) y también en el estudio
realizado en Brasilia, en el que evaluaron 7 piscinas, con 100% de positividad,
(Alves et al, 2012). Porcentajes menores en otras investigaciones como el
realizado en el sur de Brasil, también identificaron un 20% de Acanthamoeba,
(Caumo et al, 2011).

2.2.11.b Piscinas que cumplen o no el reglamento.

Las piscinas deben cumplir los pardmetros exigidos por el Decreto N° 209, del
Ministerio de Salud que son: el pH debe estar en el rango entre 7,2 a 8,2, el cloro
libre residual 0,5 a 1,5 ppm, bacterias aerobicas <200 colonias/ml, ausencia de
coliformes fecales, coliformes totales < 20 colonias/100, entre otros parametros.
Las piscinas inspeccionadas que cumplian el reglamento y el analisis dio positivo
a Acanthamoeba spp. fueron 34% (10) y las que no cumplian y que el analisis
dio positivo fue 58% (15), fueron significativas las diferencias en las proporciones
de positividad (x?> =15,1; p-valor=0,0005). Diferentes resultados se obtuvieron en

un estudio realizado en agua de piscina en Hungria, en el que evaluaron 107
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piscinas desinfectadas y 57 no desinfectadas, los resultados obtenidos fueron
gue Acanthamoeba se encontr6 en 6,5% en piscinas desinfectadas y 7% en
piscinas no desinfectadas, fueron porcentajes muy cercanos, los autores

concluyen que los métodos de desinfeccion son inadecuados, (Kiss et al, 2014).

En Chile, no existe normativa que involucre los parasitos en los programas de
vigilancia del agua. En el Decreto 209, de 2002, modificado por Decreto 43/06,
del Ministerio de Salud que “Aprueba reglamento de piscinas de uso publico”, la
inspeccion se refiere a los parametros fisico-quimicos y microbiologicos, sin
embargo, no menciona especificamente los parasitos. En el articulo 11 del titulo
lll, que se refiere a la calidad del agua, especifica “ausencia de algas, larvas u
otro organismo vivo”, si no existe normativa que involucre vigilancia en relacion a
este parametro no es posible evaluarlo. Ademas, en este estudio se analiz6 sélo
200 ml de muestra, teGricamente si analizaramos 1000 ml podrian aumentar los
porcentajes. En relacion a Acanthamoeba spp., los resultados de este estudio
confirman lo encontrado por varios investigadores sobre la existencia de este
protozoo en diversos tipos de muestra y condiciones y la necesidad de evaluar la
posibilidad de incorporarlos en las normativas actuales, como ocurre en algunos
paises industrializados y en vias de desarrollo, como por ejemplo la NOM-245-
SSA1-2010, Norma Oficial Mexicana.

2.3 Estacionalidad: En las muestras de agua tomadas en otofio se obtuvo un
11%, en primavera con un 18%, invierno con un 11% y verano con un 27% , se
observd un mayor porcentaje con las muestras tomadas en el verano, resultando
significativas las diferencias halladas con la primavera, otofio e invierno (y
2=12,41; p-valor= 0,0061). En las muestras de agua, las temperaturas
atmosféricas promedio en otofio fue de 11,8°C como minima y 22,4°C como
maxima, en el invierno minima de 7,1°C y maxima 14,6°C, en primavera, minima
de 9,5°C y maxima de 25,4°C, en el verano, minima de 12,4°C y maxima 29,4%.
En estudios estacionales otros investigadores encontraron variados resultados:
en Espafa en estudio en agua de plantas de tratamiento de agua potable y
residuales, observaron que el mayor porcentaje de Acanthamoeba estaba en

Primavera, seguido por el verano, luego el otofio y finalmente el invierno, (Magnet
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et al, 2013). En otro estudio estacional efectuado en aguas de Oklahoma,
encontraron que Acanthamoeba tendi6 a ser aislada en primavera y verano,
(John et al, 1995). En aguas del Lago Willard, Estados Unidos, encontraron que
Acanthamoeba predominaba entre verano y otofio, (Kyle et al, 1986). En un
estudio realizado en Taiwéan, el mayor porcentaje de positividad lo encontraron en
otofio, con un 28,3% en invierno 21,7% y en primavera 8,3%, (Tzeng K et al,
2013). En un estudio realizado en Sud Africa, también obtuvieron el mayor
porcentaje en otofio con un 51,2%, en verano 2,3%, invierno y primavera fueron
negativos, (Muchesa et al, 2014). En analisis en dos estaciones de planta de
tratamiento de agua encontraron en invierno obtuvieron 100% y en primavera
89,3%, (Magnet et al, 2012). En un estudio en 7 piscinas cubiertas en Bahia
Blanca, Bs Aires, encontraron que en primavera e invierno tuvieron mas positivos
gue en verano Yy otofio, los autores explican que los mayores positivos en invierno
y primavera coinciden con mayor cantidad de bafistas, (Gertiser et al, 2010).
Otros estudios no muestran diferencia estacional, como es el caso de analisis de
aguas residuales tratadas en industria textil en México, (Ramirez E., et al, 2014),
la misma situacion observaron en Alemania, en muestras de agua de tres Plantas
de Tratamiento, en un periodo de 3 afios, durante los cuales Acanthamoeba spp.
no mostré estacionalidad, (Hoffmann et al, 2001). De Jonckheere en 1981 plantea
qgue el mayor porcentaje de aislamientos de Acanthamoeba ocurre mas en
primavera que en otofio, que las condiciones climéaticas mas favorables para la

infectividad de los parasitos son los meses mas calurosos.

2.4 Termotolerancia: el crecimiento a 42°C es considerado como un factor de
virulencia indirecto de Acanthamoeba, que muestra una mayor patogenicidad de
estas amebas, en este estudio todas las muestras fueron positivas a 42°C. En un
estudio en Egipto, con el fin de detectar Acanthamoeba termotolerante a 40°C, se
obtuvieron los siguientes resultados, 56% de agua del Nilo, 58,6% de agua del
grifo y 49,2% de agua de piscina, (Al-Herrawy et al, 2013). En otro estudio,
realizado en Tailandia, a 42°C hubo crecimiento de Acanthamoeba spp. en el
42,8% de las muestras estudiadas, (Wannasan et al, 2013) . En muestras de

agua de rio y lago, en Polonia, el 10% crecieron a 42°C, los cultivos se incubaron
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72 horas a 37°C y luego a 42°C, (Adamska et al, 2014). En Sonora, México se
investigaron AVL en muestras de aguas superficiales, se incubaron a 20°C, 37°C
y 45°C, a 45°C sOlo se desarroll6 1 Acanthamoeba spp., en los aislamientos a
37°C se aislaron 18 Acanthamoeba spp, en los aislamientos a 20°C se
encontraron 3 Acanthamoeba spp, (Lares-Jiménez et al, 2009). En un estudio en
piscinas en Hungria, encontraron 9 Acanthamoeba y se estudié su
termotolerancia a 25°C, 30°C, 36°C y 42°C, las Acanthamoeba no crecieron a
42°C, (Kiss et al, 2014). Estudio realizado en la Provincia de Ardebil, Iran, 20%
temperaturas de 30°C, 37°C y 42°C por 30 dias, todas crecieron a 30°C, 92%
crecieron a 37°C y 67% crecieron a 42°C, (Solgi et al, 2012), en un estudio
realizado en Nicaragua, los cultivos se incubaron a 40°C, 42°C, 45°C y 47°C por 5
a 7 dias, a 40°C crecieron 34 Acanthamoeba spp., a 42°C crecieron 5y a 45°C

ninguna, (Leiva et al, 2008).

2.5 Termotolerancia a 60°C: El estudio de la termotolerancia realizada a las 170
muestras positivas, con cultivos incubados a 60°C, fueron todas negativas al
cultivarlas nuevamente a 25°C y 37°C. A continuacion se mencionan algunos
estudios de termotolerancia a temperaturas mayores de 50°C. Un estudio
realizado con incubacion de cultivos a altas temperaturas se realizé en Turquia
en muestras de agua, las incubaciones se realizaron a 37°C, 42°C y 52°C por 2
dias. Fueron 50 las cepas de AVL que crecieron a 37°C, 12 a 42°C y 3
Acanthamoeba spp. crecieron a 52°C, (Ozcelik S. et al, 2012). En otro estudio en
agua, realizado también en Turquia, en la Provincia de Sivas, lograron el
crecimiento de 6 Acanthamoeba spp. a 52°C, (Coskun et al, 2013). En Barcelona
se evalu6 el tiempo necesario para lograr la reduccion de 3 log en viabilidad
después de ser expuestos a temperaturas de 50°C, 60°C y 70°C. Los trofozoitos
de A. castellanii CCAP 1534/2 lograron la reduccion de 3 log en temperatura de
50°C a los 24,23 minutos, a 60°C a los 4 minutos y a 70°C menos de 0,5 minutos.
Los quistes de A. castellanii CCAP 1534/2 lograron la reduccion de 3 log en
temperatura de 50°C a los 227,49 minutos, a 60°C a los 32,14 y a 70°C a 0,71

minutos, (Cervero-Arago et al, 2013).
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2.6 Clasificacion de Pussard y Pons: en las muestras de aguas la medicion
minima fue de 9,44um, la medicion maxima de 25,5um. En el grupo Il se
incluyeron el 97% de los quistes de Acanthamoeba spp. y en el grupo Il un 3%,
experiencias de varios investigadores fueron: en un estudio en Malasia evaluaron
los quistes de 23 aislados de piscinas, los que midieron entre 8 a 20um, la
mayoria midieron menos de 18um, presentando caracteristicas de los grupos Il y
lIl de Pussard, (Init et al, 2010). En estudio realizado en Brasilia, se midieron 100
guistes en muestras de 7 piscinas, los diametros estuvieron en un rango entre
10,6 a 16,4um, 3 aislados quedaron clasificados en el grupo 1l 'y 4 en el grupo lll,
(Alves et al, 2012). En piscinas de Bahia Blanca, Buenos Aires, se midieron 30
guistes que presentaron tamafnos entre 6.3um y 13,4um, 8 Acanthamoeba spp.
guedaron incluidos en el grupo 1l y 4 en el grupo lll, (Gertiser et al, 2010). Otros
autores solo encontraron Acanthamoeba spp. pertenecientes al grupo Il, como es
el caso del andlisis de aguas residuales tratadas en industria textil en México,
(Ramirez E. et al, 2014). En otro estudio se midieron quistes de 22 aislados,
fueron incluidos en el grupo 1l con mediciones entre 12,2 a 18,2 um de didmetro,
(Jeong et al, 2007). Otros investigadores, en el estudio en plantas de tratamiento
de aguas residuales, identificaron 5 Acanthamoeba spp., las que fueron

clasificadas en los grupos | y Il de Pussard, (Garcia et al, 2011).

La mayoria de los casos de queratitis por Acanthamoeba son causados por
representantes del Grupo Il de Pussard, aunque cepas del grupo IIl también han
sido publicados como agente causal de Queratitis por Acanthamoeba. Sin
embargo, en algunos casos, la identificacion morfolégica es ambigua y la
confirmacion de algunas especies descritas ha sido cuestionada, (Lorenzo-
Morales, 2005). En el 2013 se identifico el genotipo T18, llamada Acanthamoeba
byersi n. sp., clasificada en el Grupo I, cuyos quistes midieron entre 20 a 35um,
siendo el primer genotipo productor de patologia en el ser humano, incluido en el
Grupo | (Qvarnstrom et al, 2013). La clasificacion de Pussard ha comenzado a
ser poco fiable debido a sutiles diferencias en caracteristicas de los quistes y que
ha ido cambiando con el desarrollo de métodos moleculares especificos y

sensibles. (Lass et al, 2014).
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Entre los aspectos que pueden aumentar el riesgo de contaminacion del agua por
Acanthamoeba spp., estan los biofilms que son microorganismos que viven en
comunidades asociadas a las superficies, este modo de organizacion se asocia a
todas las superficies en contacto con agua potable en el procesamiento del agua,
almacenamiento y distribucién. Las amebas son capaces de colonizar los
sistemas de distribucién del agua en el &rea probablemente por la formacion de
biofilms, debido a que pueden persistir dentro de ellos, actuar como un reservorio
blindado ambientalmente y ser vectores para patdégenos, especialmente cuando
estan enquistadas. Los biofilms asociados con agua potable albergan bacterias
patdgenas ubicuas, patdgenos oportunistas, protozoos parasitos, virus, toxinas
liberadas por hongos y algas. Estos protozoos pueden servir como vehiculos para
la multiplicacién y dispersion de bacterias. Los biofilms proveen atractivos nichos
para Acanthamoeba por sus requerimientos nutricionales, ademas de proveer
resistencia a desinfectantes. La presencia de biofilms dentro del sistema de
distribucion, aumenta su resistencia de los microorganismos a los desinfectantes
tales como cloro y dioxido de cloro. Su presencia representa una doble amenaza
para la salud humana, por servir como reservorios de bacterias patdégenas tales
como Legionella spp y Mycobacterium spp, entre otras, que proliferan en el
protozoo aumentando asi la probabilidad de causar enfermedad en humanos.
Ademas, las amebas por si solas son patdgenos oportunistas en humanos y las
personas con problemas en su sistema inmune son especialmente vulnerables.
Los biofilms juegan un importante rol en la queratitis por Acanthamoeba en
usuarios de lentes de contacto y la prevencion de la formacion de biofilm es
guizas una importante estrategia preventiva, (Marciano-Cabral et al, 2010; Farkas
et al, 2012; Lorenzo-Morales, 2015: Retana-Moreira et al, 2015).

3. Andlisis molecular de Acanthamoeba spp. en agua.
3.1 Genotipos de Acanthamoeba spp. en agua.

3.1.1 Confirmacién de diagnostico morfolégico por PCR: en este trabajo los

genotipos identificados en las 63 muestras de agua fueron: el 3% (2) genotipos
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T2, el 5% (3) genotipo T3, el 86% (54) genotipo T4, el 6% (4) genotipo T11. En un
estudio realizado en Brasil, los genotipos T4 y T5 fueron encontrados en
muestras de agua, mientras que soélo hubo coincidencia con el genotipo T4, Alves
et al, 2012). En una investigacion realizada en Italia, identificaron 33 genotipos T4
y 10 genotipos T15, (Montalbano et al, 2015). En Alejandria, Egipto, los genotipos
identificados fueron el T1, el T2, el T3, el T4 y el T7, coincidiendo con este trabajo
en los genotipos T2, T4 y T3, (Lorenzo-Morales et al, 2006). En Polonia, en
muestras de agua de rios y lagos todas las Acanthamoeba spp. pertenecieron al
genotipo T4, (Lass et al, 2014). En Polonia, el andlisis de muestras de agua de
rios, lago y mar, los genotipos identificados fueron el T4y el T16, (Adamska et al.,
2014). Se tomaron muestras de agua recreacional en Tehran, Iran, encontrando
14 muestras positivas identificadas como genotipo T4 y 2 como genotipo T5. Este
altimo genotipo, los autores indican que es el 2° en frecuencia en muestras
ambientales, (Nazar et al, 2011). En este trabajo no se encontrd el genotipo T5 en
muestras de agua. El genotipo T4 es el mas comunmente encontrado en
muestras ambientales y también en clinicas procedentes de queratitis en mas del
90%, (Khan NA, 2006).

3.1.2 Genotipo en Agua Potable Rural (APR): la Unica muestra positiva fue
identificada como genotipo T4. En el estudio realizado en Irdn descrito

anteriormente, sélo presentaron resultados de analisis fenotipico.

3.1.3 Genotipos en muestras de mar: en este estudio se identificaron los
siguientes genotipos: 9% (1) genotipo T2, 64% (7) genotipos T4 y 27% (3)
genotipos T11. En el estudio realizado en Jamaica los autores encontraron 2
muestras pertenecientes al genotipo T1, 3 al genotipo T2, 6 al genotipo T4,y 2 al
genotipo T11. Hubo coincidencia de los genotipos T2, T4 y T11 con los
encontrados en este trabajo y también el genotipo T4 es el mayoritario en este

tipo de muestras. (Lorenzo-Morales et al., 2005)

3.1.4 Genotipos agua de canal de regadio: en este estudio, se encontraron

muestras pertenecientes al genotipo T3 en un 9% (1) y al genotipo T4 en un 91%
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(10). En Iran, en las 12 muestras de agua de canales agricolas con un 16,7%,
identificaron los genotipos T2 y T4, (Rahdar et al, 2012).

3.1.5 Genotipos de agua de pozo sin clorar: en esta investigacion se identificd
el genotipo T4 en un 100% (4). En un estudio realizado en Guinea-Bissau, fueron
identificadas 1 muestra genotipo T3 y 3 pertenecientes al genotipo T4 (Baquero et
al, 2014).

3.1.6 Genotipos en agua de rio: en este estudio, las muestras positivas fueron
identificadas como pertenecientes al genotipo T4 en un 100% (3). Similares
resultados obtuvieron en el andlisis de las muestras de agua del rio Puzih, al sur
de Taiwan, donde identificaron Acanthamoeba genotipo T4, (Kao, 2012). El
mismo genotipo T4 encontraron los autores de un estudio en Irdn, (Rahdar et al,
2012) En muestras de agua del rio Kaoping, identificaron Acanthamoeba genotipo
T15. En muestras de agua de rio ene Jamaica, identificaron 11 genotipos, 6
genotipos T2, sélo 1 hallazgo de amebas de los siguientes genotipos: T4, T5, T7,
T9y T11, (Lorenzo-Morales et al, 2005). Entre los afios 2009 al 2012, en Polonia,
se identificaron 5 Acanthamoeba genotipo T16 procedentes de agua de rio,
(Adamska et al, 2014).

3.1.7 Genotipos en agua de laguna-lago: en las muestras de este trabajo, se
obtuvo un 67% de amebas perteneciente al genotipo T4 y un 33% al genotipo
T11, ambos genotipo han sido agente causal de pacientes con queratitis y el
genotipo T4 se ha aislado en pacientes con EGA, por lo cual estas aguas
presentan un posible factor de riesgo a la salud de la poblacién. En un estudio en
Polonia, se encontraron 4 genotipos T4 y 4 genotipos T16, en este mismo tipo de

muestras. (Adamska et al, 2014).

3.1.8 Genotipo en agua de embalse: en este estudio, la muestra positiva
correspondio a genotipo T3, el cual ha sido identificado en casos de queratitis. En
un estudio realizado en Taiwan, ademas de identificar el genotipo T3, encontraron
los genotipos T4, T10y T11, (Tzeng et al, 2013).
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3.1.9 Genotipos en agua de termas: en este trabajo, la Unica muestra positiva
se identific6 como genotipo T4, aislado en casos de queratitis y EGA,
constituyendo un posible riesgo en personas visitantes de estos centros
recreacionales y sobretodo personas con sistema debilitado. EI mismo genotipo
encontraron en un estudio realizado en ltalia, (Montalbano et al, 2015),
identificando 2 genotipos T4. En un estudio en el norte de Taiwan, identificaron
los siguientes genotipos: T15, T6, T5, genotipos T1, T2, T3 y T4 con 1 hallazgo,
(Huang et al, 2010). En 28 muestras de agua de termas en Ardebil, Iran, aislaron
1 Acanthamoeba castellanii y correspondio a genotipo T4, (Badirzadeh et al,
2011).

3.1.10 Genotipos de agua potable clorada (piscinas): en esta investigacion los
genotipos identificados en agua de piscinas fueron: 92% Acanthamoeba
pertenecientes al genotipo T4, un 4% al genotipo T2 (aislado en pacientes con
gueratitis y EGA) y un 4% al genotipo T3. El genotipo T4 encontrado en alto
porcentaje en este tipo de agua y siendo el mayoritario aislado en pacientes con
queratitis, se debe educar a la poblacion, especialmente a los usuarios de lentes
de contacto en tomar las medidas preventivas al bafiarse en las piscinas, con
este objetivo se disefid un diptico para ser distribuido a la poblacién. En un
estudio realizado en Brasilia, 4 piscinas fueron genotipo T5 y 3 genotipos T4,
(Alves et al, 2012). En otro estudio realizado en el sur de Brasil, en la
secuenciacion identificaronl genotipo T3, 3 genotipos T4 y 9 genotipos T5,
(Caumo et al, 2011).

3.2 Genotipos segun estaciones del afio en muestras de agua

El Unico genotipo que se encontrd en todas las estaciones fue el T4, el genotipo
T2 sélo se encontré en verano, el genotipo T3 en otofio y verano Yy el genotipo
T11 en invierno, otofio y primavera. En verano, cuando son mayoritariamente
utilizadas las aguas con fines recreativos se identificaron los genotipos T2, T3y
T4, todas aisladas en pacientes con queratitis. No se pudo realizar analisis
estadistico de asociaciones porque hay muchas frecuencias menores de 5 o

iguales a cero, predominando el genotipo T4 en todas las épocas del afio. En un
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estudio estacional realizado en agua de embalse de Taiwan también encontraron
el genotipo T4 en todas las estaciones del estudio, a diferencia de este estudio,
el genotipo T2 fue identificado en invierno. Los genotipos T3 y T11 también
fueron encontrados en otofio y ademas encontraron el genotipo T10 en otofio e

invierno. (Tzeng K et al, 2013).

C. ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE SUELOS

1. Andlisis de aspectos generales sobre la diversidad de metodologias de

toma de las muestras y procesamientos.

En relacion a metodologias de toma de muestra y procesamiento, en el caso de
las muestras de suelo ocurre lo mismo que con las muestras de agua, diversidad
de procedimientos técnicos que pueden influir en los resultados finales, algunos

de ellos se mencionan a continuacion:
1.1 Toma de las muestras

En cantidad de muestra y procesamiento de las muestras de suelo en este
trabajo, se hizo basado en la Norma Oficial Mexicana NMX-AA-132-SCF 1-2006,
gue se refiere a muestreo de suelos. En las investigaciones revisadas, se observo
qgue las cantidades de muestras varian entre 2 g hasta 200 g. En un estudio
realizado en Tenerife la cantidad a analizar fue 2 gr, (Lorenzo-Morales et al,
2005), en otro estudio, realizado en Jamaica, analizaron 10 g de suelo, (Todd et
al, 2015). En otro estudio realizado en Iran, analizaron, entre 100-200 g de suelo;
(Rahdar et al, 2012). En un estudio en Florida, EEUU, 200 g., (Booton et al,
2004). Otra modalidad fue la que emplearon en un estudio en la Antartica, que
consistié en tomar la muestra de suelo con una espatula estéril, (Brown et al,
1982), otra forma fue empleada en un estudio realizado en Brasil que consistié en
tomar la muestra de suelo con el borde de un portaobjeto estéril, (Alves et al,
2012).

231



1.2 Analisis de aspectos metodoldgicos.

En este estudio, para obtener la cantidad de muestra para andlisis se trabajé
mediante la metodologia del cuarteo (Norma Mexicana 132-SCF, 2006), que
consiste en dividir la muestra en 4 partes, tomar una de las partes y dividirla
nuevamente hasta obtener la cantidad final de 2 g, la que se diluyé en 100 ml de
agua destilada estéril. Las muestras se procesaron en duplicado mediante la
misma metodologia que las muestras de agua, basada en el Standard Method,
2005. En un estudio en Iran, el suelo lo diluyeron en agua destilada, concentraron
mediante filtracion, con flitros de nitrocelulosa de 0,45um, (Rahdar et al, 2012).
Otra metodologia utilizada es tomar la muestra con portaobjeto y depositarla
directamente en el medio de cultivo ANN con Escherichia coli muertas, (Alves et
al, 2012). En un estudio en Florida, EEUU, diluyen 200 g de suelo en 500 ml
buffer por 1 minuto, 50 ml de suspension y posteriormente, lo concentraron por
centrifugacion y sembraron 100 ul en placa de cultivo, (Booton et al, 2004). En
investigacion en los Paises Bajos, Sardinia y El Tibet, realizaron una suspension
mezclando 50 g de suelo seco en 50ml de agua destilada, agitaron 20 minutos y
transfirieron 100 ul a 20 placas, examinando los dias 10 a 14 y 24 a 28, (Geisen
et al, 2014). En Tenerife, Espafia, tomaron 2 g de suelo y lo diluyeron en 20 ml
de agua destilada estéril, 150 ul de la dilucion inocularon en medio ANN con
Escherichia coli muertas por calor, incubadas a 25°C hasta 2 semanas, (Lorenzo-
Morales, 2005).

1.2.3 Tiempo incubacién: en este trabajo la incubacion fue de 10 dias, en un
estudio en la Isla Gran Canaria, (Reyes-Batlle et al, 2014), la incubacién fue de 7
dias, en el caso del estudio en el desierto de Negev, Israel, la incubacion fue de 7
a 10 dias, (Rodriguez-Zaragoza et al, 2005), 2 semanas, en Tenerife, (Lorenzo-
Morales et al, 2005), en un estudio en Paises Bajos, Sardinia y El Tibet,
examinaron las placas durante 28 dias, (Geisen et al, 2014) y en un estudio en

Iran fue de 2 meses, (Rhadar et al, 2012).
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2. Andlisis morfolégico de muestras de suelo.
2.1 Acanthamoeba spp en muestras de suelo

Los suelos fueron los que presentaron mayor presencia de Acanthamoeba spp.,
con una positividad del 76%, encontrando positivos en todos los tipos de
muestras. Al analizar la positividad en relacion a estaciones del afio, el mayor
porcentaje se obtuvo en invierno seguido por la primavera ambos con porcentajes
similares (88% y 84%), en verano y otofio también con porcentajes similares, (64
y 60%). No se observa relacién con temperaturas ambientales en el momento de
toma de las muestras ni con ubicacion geogréfica de ellas. Menor positividad
encontraron en el Municipio de Jamaica, con 63,9% en variedad de suelos como
en este estudio, (Todd et al, 2015). Otras experiencias fueron las siguientes: en
24 muestras de suelo de Isla Gran Canaria obtuvieron 62,5%, (Reyes-Batlle et al,
2014). En estudio en 65 muestras de suelo de Paises Bajos, Sardinia y El Tibet,
un 35% resultaron positivos, (Geisen et al, 2014). En Tenerife, en suelo
encontraron un 37,7% y en arena 42%, (Lorenzo-Morales et al, 2005). En Florida,
EEUU, se aisl6 Acanthamoeba spp. en un 40%, (Booton et al, 2004). Los
porcentajes de positividad en suelo y en arena son menores a los obtenidos en
esta investigacion. Las 4 muestras de sedimentos de la Cueva Lascaux en
Francia resultaron positivas, (Garcia-Sanchez et al, 2013). En Brasil, 1 de 2
suelos fue positiva, (Alves et al, 2012). Cualquier tipo de suelo es un reservorio
de Acanthamoeba que es su habitat y que ambientalmente participan en la

depuracion y conservacion de suelo y aguas.

2.2 Termotolerancia: en este trabajo la termotolerancia fue de 100% positiva a
42°C y negativa a 60°C. En un estudio realizado en Florida, EEUU, incubaron los
cultivos a temperaturas de 37°C, 40°C y 42°C, todas crecieron a 37°C, a 40°C,
crecieron 1 muestra de arena genotipo T5, 2 muestras de suelo genotipo TS5y 1
muestra de suelo genotipo T11, a 42°C 1 muestra de arena genotipo T5, (Booton
G. et al, 2004). En un estudio efectuado en el Municipio de Jamaica incubaron a
temperatura ambiente, 29°C, 37°C y 41°C, el 73,9% de las muestras fueron

termotolerantes a 37°C, (Todd et al, 2015). Estudio en Paises Bajos, Sardinia y El
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Tibet, la termotolerancia fue a 34°C, 37°C y 42°C. La metodologia utilizada fue
gue los cultivos que crecieron a 37°C, se incubaron posteriormente a 42°C por 1
dia y luego incubados a 37°C por 1 semana, se revisé cada 24 horas por 1
semana, 56%crecieron a 37°C y 38% a 42°C, los genotipos T16 no crecieron a
altas temperaturas, (Geisen et al, 2014). En Tenerife, 35 muestras de suelo y
todas las muestras de arena fueron positivas a 37°C, (Lorenzo-Morales et al,
2005). En Maryland se tomaron muestras de suelo de 7 sitios y encontraron 58%

de termotolerancia a 37°C y 39°C, (Sawyer et al, 1989).

3. Andlisis molecular de Acanthamoeba spp. en suelos.
3.1 Genotipos de Acanthamoeba spp. en suelos.

En este estudio, se identificd en un 73% el genotipo T4, encontrdndose en todos
los suelos, excepto en suelo de humedal, con altos porcentajes en todas las
zonas del pais. De acuerdo a lo descrito se confirma al genotipo T5 como
segundo en frecuencia, este genotipo se aisl6 en todos los tipos de suelo
excepto suelo de cascada. En relaciébn a otras investigaciones, en un estudio
realizado en muestras de suelo de la Isla Gran Canaria, los genotipos T4 y T5
coincidieron con los aislados en este trabajo y también tuvieron el predominio del
genotipos T4 en un 80%, ademas aislaron el genotipo T2; (Reyes-Batlle et al,
2014). En Iran, identificaron los genotipos T4 y T5, (Rahdar et al, 2012). En el
Municipio de Jamaica obtuvieron un 63,9% en muestras de distintos tipos de
suelo identificando los genotipos T4, T5 y T11, predominando ampliamente el
primero, (Todd et al, 2015). En Florida, EEUU, en muestras de arena encontraron
los genotipos T4, T5y T2, (Booton et al, 2004). En los Paises Bajos, Sardinia y El
Tibet ademas de identificar los mismos genotipos de este estudio, detectaron los
genotipos T7, T13, T14, T16, (Geisen et al, 2014). En muestras de sedimentos
de la Cueva Lascaux en Francia, aislaron los genotipos T4, T7 y T14, (Garcia-
Sanchez et al, 2013).
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B. ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE VEGETALES

1. Anédlisis de aspectos generales sobre la diversidad de metodologias de

toma de las muestras y procesamientos.

Son pocos los estudios realizados en vegetales y de acuerdo a la bibliografia
revisada, no se encontr6 metodologias descrita por organismos internacionales
en relacion a este tipo de muestra. En este caso ocurre la misma situacion de

agua y suelos en relacién a variadas metodologias.

1.1 Cantidad de muestra: en este trabajo, de acuerdo al tamafio, se analizo el
vegetal completo o parte de él. En las publicaciones revisadas, en 2 estudios, los
autores analizaron 1 g de cada muestra, (Valencia LA., 2012; Orosz E., et al,
2013), otros investigadores analizaron 500 a 550 g de lechuga y 250 a 300 g en

espinaca, (Gourabathini et al, 2008).

1.2 Analisis de aspectos metodoldgicos: en este estudio, muestra completa o
una parte de ella, se diluyé en 100 ml de agua destilada estéril y se proceso en
duplicado mediante la metodologia mencionada anteriormente para agua y suelo,
concentrando en copa de filtracion. Se describen brevemente algunas de las
metodologias utilizadas por diferentes investigadores para andlisis de vegetales.
En un estudio se tom6 1 g de lechuga y espinaca de diferentes partes del vegetal
y en el caso de zanahoria. Con bisturi estéril se cortd6 1 g de la corteza, se
depositd en bolsa estéril con 100 ml de tampon fosfato salino estéril y se coloco
en el Stomacher-400 por 5 minutos, sembrando 1 ul del homogenizado en placa
con ANN con Escherichia coli. Las placas fueron selladas y se dejaron a
temperatura ambiente, revisando cada 24 horas, realizando traspasos a placas
con cultivo nuevo para tener réplicas libres de contaminantes, (Valencia LA.
2012). En otro estudio, realizado en Brasil, se analiz6 Bromelias, la muestra se
tomd pasando una torunda sobre la superficie de las hojas y depositandola en
tubos de 50 ml con agua destilada estéril, se dejaron 2 horas para que
sedimentara y luego centrifugaron a 250 g por 10 minutos y incubadas a 30°C
hasta 15 dias, (Fontes M. et al, 2013). En un estudio realizado en Hungria, las

muestras de Rizésfera y suelo fueron tomadas en una profundidad de 0 a 20 cm.
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Un gramo de las muestras fueron disueltas en 10 ml de buffer PBS estéril y 500pl
fue sembrado en placa con ANN y Escherichia coli muerta por calor e incubadas
a 36°C, las placas fueron monitoreadas por 72 a 96 horas, (Orosz et al, 2013).
Otra investigacion fue realizada en callampas comestibles, se raspé la superficie
con una navaja, la recopilacion del material sobre la cuchilla fue transferida por
medio de una micro espatula a la superficie de una placa con agar al 2% con
emulsion de Escherichia coli (ATCC 25922) o Proteus mirabilis, los cultivos fueron
conservados en oscuridad a temperatura ambiente y fueron examinados desde el

tercer dia de incubacion hasta los 10 dias. (Napolitano J., 1982).

2. Analisis morfoldégico de muestras de vegetales.

Los vegetales presentaron una positividad de 45%. Al analizar la positividad en
relacién a estaciones del afio, el mayor porcentaje se obtuvo en verano con un
53% y el menor en otofio con 25%. No se observa relacion de estos resultados
con temperaturas ambientales en el momento de toma de las muestras ni con

ubicacion geografica de ellas.

Los resultados obtenidos en este trabajo fueron: 60% en lechugas, 33,3%
zanahorias y 33,3% espinacas, en Tenerife, se estudiaron 47 vegetales,
encontrando 50% lechugas y 10% zanahorias, las espinacas fueron negativas,
Valencia LA., 2012). En una investigacion sobre contaminacion de amebas en
lechugas, en los vegetales que tenian suciedad visible se encontré 59,1% de
amebas en las lechugas que no tenian suciedad visible fue de 53,1%, las
lechugas enjuagadas presentaron 46,1% de positividad contra las no enjuagadas
con un 56,9% de positividad, (Napolitano et al, 1984). En California realizaron un
estudio dirigido a analizar la interaccion entre patdgenos causantes de brotes de
origen alimentario y protozoos aislados de lechugas y espinacas, se aislo 1
ameba en lechuga, la que correspondié a una Acanthamoeba palestinensis.,
(Gourabathini, et al, 2008). Otro estudio realizado en Nueva York sobre amebas
en lechugas, el protozoo mas frecuente fue  Acanthamoeba. En una

investigacion realizada en Nueva York, se encontr6 un 96% de amebas en
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callampas comestibles y el género mas frecuentemente fue Acanthamoeba,
(Napolitano J., 1982). En un estudio en Brasil en plantas de Bromelias,
encontraron Acanthamoeba en un 90%, (Fontes M. et al, 2013). En Hungria, se
aislé6 Acanthamoeba en 12 muestras de Rizésfera del maiz y plantas de Lucerna,
fueron positivas 6 Rizésferas del maiz y 5 plantas de Lucerna, (Orosz E., et al,
2013). Experiencia muy diferentes fueron los resultados en un estudio en Bélgica
en Protozoos de vida libre en 64 lechugas (Lactuca sativa) y que actian como
agentes de brotes de origen alimentario y protegen a bacterias internalizadas
contra condiciones adversas tales como desecacibn y exposicion a
desinfectantes. Fueron aisladas varias especies de amebas (Hartmannella
vermiformis, Vannella simplex, Vahlkampfia sp, ciliados y flagelados, sin
embargo, no encontraron Acanthamoeba spp., (Mario et al, 2011). Las amebas
por las actividades agricolas y de regadio se trasladan a los alimentos y ellas

pueden transportar agentes patdégenos.

2.2 Endosimbiosis La capacidad de Acanthamoeba spp. para actuar como un
reservorio de bacterias ha llamado mucha la atencién, porque la mayoria de las
bacterias involucradas son patdgenos humanos. Algunas especies de bacterias
pueden crecer y reproducirse dentro del citoplasma y llegar a ser simbionte, esta
situacion también se ha visto con virus, hongos y protozoos. Acanthamoeba
puede jugar un rol significativo en la transmision de algunas bacterias patdogenas
en agua potable, al actuar como hospederos de ellas y asi protegerlas de
condiciones adversas, permitiéndole evadir las defensas del hospedero, resistir la
accion de los antibidticos y aumentar su virulencia. Se ha descrito que
aproximadamente el 20 al 24% de los aislados clinicos y ambientales de
Acanthamoeba albergan bacterias intracelularmente. EIl rol de las AVL como
vehiculo de transmision de algunos patégenos ha tomado mucha importancia,
una de las primeras bacterias descritas fue Legionella pneumophila, la cual tiene
la capacidad de reproducirse en el interior del trofozoito, lo que seria importante
en la persistencia y dispersion de este organismo en el ambiente, también se ha
descrito que seria mas virulenta después de una permanencia en Acanthamoeba.

Otras bacterias descritas como endosimbiontes patdgenas para el ser humano
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son: Vibrio cholerae, Salmonella spp, Yersinia spp, Escherichia coli 0157, Shigella
spp, Listeria monocytogenes, Rickettsia, Pseudomona aeruginosa, Helicobacter
pylori, etc. (Nwachuku et al, 2003; Khan NA, 2006; Garcia et al, 2013; Gofii et al,
2014). En un estudio realizado con algunas bacterias patdgenas oportunistas de
brotes de origen alimentario en presencia de A. polyphaga los autores sugieren
ser potencialmente diseminador en el medio ambiente, destacando el posible rol

de este protozoo en contaminacién alimentaria, (Anacarso |I. et al, 2011).

2.3 Termotolerancia: los 32 vegetales positivos analizados en este estudio
fueron positivos en cultivo incubado a 42°C, sugiriendo su potencial
patogenicidad. Distinta fue la situacion en una investigacion sobre la presencia de
Acanthamoeba en 10 plantas de Bromelias en el sur de Brasil, la termotolerancia
se realiz6 a 37°C y 42°C, todas crecieron a 37°C y ninguna a 42°C. (Fontes M. et
al, 2013).

3. Andlisis molecular de Acanthamoeba spp en vegetales.
3.1 Genotipos de Acanthamoeba spp en vegetales.

Los genotipos identificados fueron T3, T4, T5, T11 y T15, siendo el de mayor
positividad el genotipo T4 con un 72%.El genotipo T3 se encontré soélo en
espinaca, el genotipo T4 se identific6 en perejil, repollo, apio, menta, coliflor,
orégano, berro, albahaca, ruda y hojas de porotos verdes con un 100%. Acelga
con un 75%, cilantro un 67%. Lechuga, zanahoria y achicoria 50%. El genotipo
T5, en zanahoria con un 50% vy lechuga con un 17%. El genotipo T1ll se
encontré sélo en lechuga. El genotipo T15 en puerro con un 100%, achicoria con
un 50%, cilantro con un 33%, acelga con 25% vy lechuga con 17%. En otras
investigaciones se observo lo siguiente: en un estudio realizado en Tenerife
encontraron los mismos genotipos en lechuga y zanahoria, en 7 lechugas con
Acanthamoeba, 6 correspondieron a genotipo 4 y 1 a genotipo T15, en el caso de
las zanahorias se identificaron 2 positivas genotipo T4, (Valencia LA, 2012). En

una investigacion en otro tipo de vegetales que se realizé en Brasil, en Bromelias,
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encontraron 5 genotipos T2/6, 3 genotipos T4 y 1 genotipo T16, (Fontes M. et al,
2013). En la investigacion realizada en Hungria en rizosfera del maiz y plantas de
Lucerna, los genotipos identificados fueron los siguientes: 5 rizésferas de maiz y
1 planta de Lucerna fueron genotipo T4, 1 rizosfera de maiz y planta de Lucerna
fueron genotipo T11, 2 lucernas fueron genotipo T2//6 y 1 lucerna fue genotipo
T8, (Orosz E., et al, 2013).

Este estudio ha contribuido a aportar una primera informacién sobre la proporcion
y las poblaciones de Acanthamoeba spp. que se encuentran en diversas
muestras de agua, suelos y vegetales en Chile continental e insular. Los
resultados muestran la existencia de Acanthamoeba spp.en todo el pais, aun asi,
todavia no se ha logrado sensibilizar a las autoridades de salud para cambio de
normativa en agua, con el fin de realizar las actividades de vigilancia relacionada
con parasitos, sélo se puede colaborar en educacién a la poblacion, en este caso,
a los usuarios de lentes de contacto, entregando material de prevencion como
dipticos o tripticos y a los profesionales de la salud entregar el conocimiento para
gue tomen conciencia de las patologias que pueden causar las AVL,
especificamente Acanthamoeba spp. y pensar en ellas ante un diagnéstico

diferencial en las que podrian estar involucradas.

E. Analisis filogenético de Acanthamoeba spp.

En el andlisis de los arboles filogenéticos se observa que entre las Acanthamoeba T4

procedentes de aguas aparecen dos grupos con secuencias muy similares, excepto

la w 270-2011.y lo mismo ocurre con los genotipos T3 y T11. Limitaciones en el

tiempo han impedido llevar a cabo un estudio mas detallado de variabilidad genética,

pero dado que las muestras han sido tomadas en diferentes lugares y diferentes

afos, los resultados obtenidos sugieren que es pequefia la diversidad de

poblaciones que se encuentra en el pais. En el caso de las Acanthamoeba
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pertenecientes a muestras de suelos se observa una mayor diversidad intergenotipo,

aunque también se observan agrupaciones mayoritarias en los genotipos T4 y T5.

En el caso de los vegetales ocurre Io mismo. La observacion del arbol filogenético
gue incluye todas las secuencias muestra similitud entre amebas aisladas en aguas,
suelos y vegetales, que necesariamente deben de ser reflejo de la interconexion

existente entre los nichos ecolégicos estudiados.

De acuerdo al anadlisis de los 20 genotipos descritos en bibliografia para
Acanthamoeba (94 secuencias de referencia), en este trabajo fueron identificados
los genotipos T4, T5, T15, T11, T3y T2. De acuerdo a las variantes predominantes
del genotipo T4 por tipo de muestras, se determiné que en las muestras aisladas
desde agua y suelo se encontraron las cinco variantes predominantes, mientras que
en los aislados de vegetales no se hall6 el genotipo T4/3. El genotipo T4 variante
T4/1 ha sido identificado anteriormente en muestras clinicas en Espafia y Alemania
(Ejemplo Genbank: KP863876.1). El genotipo T4 variante T4/2 ha sido identificado
anteriormente en muestras clinicas de Irdn y en Corea (Ejemplo Genbank:
JN036639.1). El genotipo T4 variante T4/3 ha sido identificado anteriormente en
muestras clinicas en Costa Rica e ltalia (Ejemplo Genbank: KP677464.1). El
genotipo T4 variante T4/4 ha sido identificado anteriormente en muestras de agua en
Italia (Ejemplo Genbank: KP756953.1). El genotipo T4 variante T4/5 ha sido
identificado anteriormente en muestras clinicas en Chile (Genbank: JF702906.1). Las
variantes T4/7, T4/22, T4/24, T4/29, T4/32, T4/33, T4/35, T4/36, T4/37, T4/38, T4/39,
T4/40, T4/41 y T4/42 se encuentra con nucledtidos ambiguos, lo que indicarian una

mezcla de distintas variantes.

El total de las variantes del genotipo T5 se encontraron en las muestras de suelo,
mientras que la variante T5/2 solo se encontré en muestras de vegetales. El genotipo
T5 variante T5/1 y variante T5/2 han sido identificado previamente en muestras
clinicas y ambientales (suelo) en Tailandia como Acanthamoeba lenticulata
(Genbank: KF733261.1 y F733258.1).

240



La variante T15/1 del genotipo T15 identificada en muestras de suelo de este
estudio, también se ha identificado en lItalia, en muestras de agua, junto a las
variantes T15/2, T15/3 y T15/5 (Genbank: KP756948.1), mientras que la variante
T15/4 se ha identificado en muestras clinicas de pacientes con queratitis en
Eslovaquia (Genbank: GQ905495.1).

En relacion a las 3 variantes del genotipo T11, la predominante T11/1 se identificd en
las 3 muestras del estudio. Esta variante junto a la variante T11/2 se ha identificado
anteriormente en muestras de Iran. Esta variante se encuentra identificada por
Hooshyar,H. et al. 2015 como genotipo T4 (Genbank LC085425). El genotipo T11
esta estrechamente relacionado con los genotipos T4 y T14, por lo cual, esta
situacién podria llevar a genotipificacion errénea, para esto es recomendable usar
arboles filogenéticos robustos que incluyan método estadistico, como por ejemplo el

método estadistico de maxima verosimilitud.

La dnica variante del genotipo T3 ha sido identificada anteriormente en muestras
ambientales aisladas en equipo de aire acondicionado en Japon (Genbank:
AB594480.1)

En el genotipo T2 existen 2 variantes que han sido identificadas anteriormente en
Egipto en muestras ambientales procedentes de agua (Genbank: DQ992193.1)
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CONCLUSIONES

1. Se encuentra Acanthamoeba spp en todas las Regiones y zonas del pais
mediante andlisis fenotipico en todas las estaciones del afio, lo que indica que
eventualmente podrian existir especies patégenas que pueden afectar la salud de la

poblacion, especialmente en usuarios de piscinas.

2. De acuerdo a la clasificacion en los Grupos de Pussard y Pons se muestra que las
Acanthamoeba spp aisladas se incluyeron en los Grupos Il y lll, quedando
incorporadas en el Grupo Il el 84% de los aislados que corresponden a las especies
descritas en casos de queratitis. En el Grupo 11l los genotipos aislados se encuentran
en casos de queratitis y EGA. En el Grupo Il el predominio es del genotipo T4 vy el
Genotipo T5 en el Grupo lll, genotipos que se encuentran en primer y segundo lugar
respectivamente en estudios ambientales, por lo tanto, todos son potencialmente

patégenas de acuerdo a lo descrito en la literatura.

3. El analisis de los resultados ponen en evidencia que todos los genotipos
identificados son causantes de patologia en el ser humano, por lo cual, pueden
eventualmente ser de riesgo para la salud en las XV Regiones del pais,
especialmente con muestras de agua que fueron analizadas en todas las Regiones.
Ademas, cabe destacar que el aislamiento de Acanthamoeba spp en todas las
zonas, las cuales presentan caracteristicas muy diferentes, en cuanto a clima,
disponibilidad de agua, tipo de suelos demuestra su ubicuidad y su potencial riesgo,

destacando el predominio del genotipo T4 en aguas, suelos y vegetales.
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4. El genotipo T4 se encuentra mayoritariamente en las aguas recreacionales siendo
también el que se encuentra en mayor proporcién en aguas de consumo, por lo que

estas aguas suponen un riesgo potencial entre los usuarios de lentes de contacto.

5. Las piscinas que no cumplen el Reglamento resultaron positivas en mayor
proporcion que las que si lo cumplen, para Acanthamoeba. En sus muestras de agua
se han identificado los genotipos T2, T3 y T4, todos ellos descritos como causantes

de queratitis en humanos.

6. La termotolerancia al ser uno de los factores de virulencia que colaboran en la
determinacién de los genotipos patdgenos, contribuye a confirmar que los
aislamientos son posiblemente patdégenos, lo que se suma a que los genotipos
aislados corresponden a los identificados como causantes de patologia en casos

diagnosticados en diferentes paises.

RECOMENDACIONES

1. Es necesario realizar otros estudios para detectar AVL en agua potable con
mejoramiento en la sensibilidad de las metodologias tanto en las Plantas de
Tratamiento de Aguas como en las redes con el fin de volver a evaluar la calidad de
las aguas desde el punto de vista de estas amebas y determinar el posible riesgo de

salud publica a la poblacion.

2. Las inspecciones periodicas realizadas para evaluar los parametros exigidos
siguen siendo necesarios, aunque el mayor aporte que se puede hacer desde el
punto de vista de la salud publica es colaborar en educar a la poblacién en el uso de
los lentes de contacto y cumplir con las medidas de higiene de ducharse previo al

ingreso, lo que se puede efectuar mediante entrega de material de prevencion y
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ademas sensibilizar a los clinicos para que tengan presente este protozoo como

agente de riesgo.

3. Es importante la identificacion de otros géneros de AVL que fueron
observados por la posibilidad de identificar otros géneros causantes también de
patologias en el ser humano y que también pueden tener relacion endosimbidtica
con microorganismos patogenos protegidos por estas amebas que al ingresar al
organismo este se puede infectar con algun agente que cause una patologia de tipo

intestinal.

4. La dispersion de metodologias realizadas por diversos investigadores pueden
afectar la sensibilidad de las técnicas, por lo tanto, del resultado final, dificultando la
comparacion entre ellos y pueden afectar el conocimiento real de la epidemiologia de

Acanthamoeba spp. en el mundo.
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