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Chapter 1: The genus Acanthamoeba

CHAPTER ABSTRACT

The genus Acanthamoeba belongs to free-living amoebae group (FLA). These organisms
usually reside in the soil feeding on microorganisms, albeit they may be sometimes opportunistic
parasites of vertebrates and humans as well (Page, 1998).

These amoebas have been isolated from a variety of anthropogenic and natural environments,
such as water deposits, cooling towers, dialysis equipment, lakes, rivers, soils, among others (De
Jonckheere, 1991; Szénasi et al., 1998; Barbeau and Buhler, 2001; Khan, 2006; Todd et al., 2015).
In addition, they have been isolated from humans’ samples, sometimes causing damages in body
tissues and others acting just as commensals (De Jonckheere and Michel, 1988; Sadaka and Emam,
2001; Steinberg et al., 2002; Schuster and Visvesvara, 2004; Dickson et al., 2009).

The life cycle of Acanthamoeba is direct and shows only two stages: trophozoite and cyst
(Figura 1.2). The trophozoite (vegetative phase) is the active form, while the cyst is the resistant
form. When environmental conditions become adverse for survival, amoeba starts to encyst. If
external conditions are adequate, a new trophozoite emerges from the cyst (Khan, 2006).

The size of these protozoa ranges from 15 - 35 um for trophozoites and 10 - 20 um for cysts,
depending on the species or genotypes of Acanthamoeba. An outstanding morphologic feature of
the trophozoite in this genus is the presence of acanthopods (very fine pseudopods). Apart of this
trait, trophozoites show the standard organelles found in most unicellular organisms and higher
eukaryotic cells (Rondanelli et al., 1987). On the other hand, the cyst stage shows a double wall,
that may be wrinkled or not. Cysts present spherical or polygonal aspect depending on genotype.
Usually, the resistance stage shows ostioles (excystation pores), that are used as way out by
trophozoites during the excystation process (Khan, 2006).

The taxonomy of the genus Acanthamoeba is controversial. Differential morphological
features were formerly based on cyst structure (Pussard and Pons, 1977), but now the trend is to
rely on genetic data (sequence of the small ribosomal subunit gene), which seem to be much more
reliable to assess phylogenetic relationships. The classic binomial nomenclature is still applied
within the genus, but it is considered problematic; hence, up to 20 genetic groups (genotypes T1
to T20) have been proposed as an alternative (Schroeder et al., 2001; Corsaro and Venditti, 2010
and Fuerst et al., 2015).

Some Acanthamoeba strains or isolates can be the etiological agents of two diseases:
granulomatous amoebic encephalitis (GAE) and Acanthamoeba keratitis (AK). Moreover, they can
cause skin infections and, less frequently, disseminated infections, that most times are linked to
cases of GAE (Krél-Turminska and Olender, 2017) (Figura 1.4).



Chapter 1: The genus Acanthamoeba

OBIJECTIVES

The aims of this PhD thesis are the following:

1. The design of new universal culture media for Acanthamoeba spp. based on the use of
some alternative (and at the same time economical) ingredients (Chapter 2).

2. Thedesign of new and fast encystment media, allowing to obtain greater number of cysts
than classic media, and in a shorter period of time (Chapter 2).

3. The isolation and molecular characterization of Acanthamoeba spp. from clinical and
environmental samples (Chapter 3).

4. The comparison of diverse pathogenicity factors among clinical, environmental and
culture type collection amoebic strains (Chapter 3).

5. To analyze the effectiveness of the tea tree oil and dimethyl sulfoxide against
Acanthamoeba trophozoites/cysts, as well as their toxicity on human cell lines (Chapter
4).

6. To search for dendrimers and nanoparticles effective against Acanthamoeba
trophozoites, and if possible, showing low toxicity against human cell lines (Chapter 4).



Capitulo 1: El género Acanthamoeba

1. EL GENERO ACANTHAMOEBA

El género Acanthamoeba estd incluido en el reino Protistas o Protoctistas segun la
clasificacion de Woese (1977) basada en el andlisis de los genes ARNr 16S o 18S, aunque
recientemente se ha revisado esta clasificacion y se encuadra en el dominio Eucariota (Adl et al.,
2012). A este género se le conoce por formar parte del grupo de las amebas de vida libre (AVL),
las cuales son pardsitos oportunistas (o patégenos oportunistas). Por esta ultima caracteristica,
también se las denomina amebas anfizoicas (Page, 1988). Algunos de los géneros que
constituyen el grupo de las AVL que tienen implicaciones en la salud humana son: Hartmannella,
Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia, Sappinia y Paravhalkampfia (Visvesvara et al., 2007;
Visvesvara et al., 2009). En los ultimos 50 afos, el estudio de estos micoorganismos ha
aumentado con especial interés en el género Acanthamoeba dando lugar a un gran nimero de
articulos en revistas cientificas (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Numero de articulos cientificos publicados de los géneros que componen el grupo de las amebas
de vida libre (Informacion obtenida de Pubmed).

Las especies que constituyen el género Acanthamoeba, al ser tanto pardsitos como amebas
de vida libre, tienen una distribucidn cosmopolita y han sido aisladas tanto de ambientes
naturales como antropogénicos. Algunos de los lugares antropogénicos donde se han aislado
estas especies son depdsitos de agua, agua mineral embotellada, torres de refrigeracion,
verduras, instrumentos quirdrgicos, lentes de contacto, unidades de didlisis, etc. (Barbeau y
Buhler, 2001; Khan, 2006; Todd et al., 2015). Mientras que, en la naturaleza, se han aislado de
muestras de agua de lagos, rios y suelo (De Jonckheere, 1991; Szénasi et al., 1998). También, se
han aislado en humanos a partir de muestras de garganta, cavidades nasales e intestino, sin
causar dafios en estas localizaciones. Sin embargo, cuando se han aislado de tejido cerebral,
tejido pulmonar, lesiones cutaneas, corneas y liquido cerebroespinal, si que se observaban
lesiones (De Jonckheere y Michel, 1988; Sadaka y Emam, 2001; Steinberg et al., 2002; Schuster
y Visvesvara, 2004; Dickson et al., 2009). Esta amplia distribucion es debida a la capacidad del
género para tolerar amplios rangos de pH, temperatura y salinidad, ademas, de ser capaz de
enquistarse cuando dichas condiciones son desfavorables.
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Debido a esta amplia distribucién de Acanthamoeba spp., se ha detectado un elevado
porcentaje de individuos inmunocompetentes que presentan anticuerpos frente a este
protozoo, siendo una prueba de la gran exposicion que se tiene al mismo (Cursons et al., 1980;
Cerva, 1989).

En el medioambiente, las formas vegetativas se alimentan de bacterias, algas y levaduras
mediante fagocitosis, mientras que en los trofozoitos cultivados in vitro se alimentan de los
nutrientes liquidos mediante pinocitosis (Marciano-Cabral y Cabral, 2003). En este género,
también, aparece una forma especial de fagocitosis denominada “trogocitosis” (Kinnear, 2003).
Ademas, en ocasiones se han observado en la superficie de la ameba unas estructuras parecidas
a crateres que permiten englobar en su interior particulas de mayor tamanio, estas estructuras
se denominan “food-cups” o amebostomas (Diaz et al., 1991; Pettit et al., 1996). En ocasiones,
las bacterias ingeridas son capaces de permanecer viables en el interior de la ameba
estableciendo una relacion simbidtica, siendo asi la ameba, un reservorio de posibles bacterias
patégenas (Siddiqui y Khan, 2013). Algunas de las bacterias que con mas frecuencia se han
aislado de dentro de Acanthamoeba spp. son: Legionella spp., Pseudomonas aeruginosa,
Mycobcaterium avium, Burkholderia spp. Vibrio cholerae, Chlamydia spp., Rickettsia spp.,
Helicobacter pylori, Clostridium perfringens, Escherichia coli serotipo 0157 y Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (Barker y Brown, 1994; Greub y Raoult, 2004; Hadas et al., 2004;
Berger et al., 2006). Esta asociacion no afecta a la patogenicidad de la ameba, sin embargo, las
bacterias pueden adquirir una mayor virulencia, pérdida de susceptibilidad ante ciertos
antibidticos o cambios estructurales (Cirillo et al., 1997; Barker et al., 1995; Hadas et al., 2004).

A modo de resumen, podemos decir que el género Acanthamoeba esta compuesto por
protozoos que en el medio ambiente son reguladores de las poblaciones microbianas y pueden
actuar como reservorio de bacterias patogenas. Debido a su gran ubiquidad pueden entrar en
contacto con los seres humanos u otros animales, lo cual puede dar lugar a una parasitosis con
patologias muy graves.

1.1. Ciclo bioldgico

El ciclo de vida de Acanthamoeba spp. es directo y consta de dos fases: trofozoito y quiste
(Figura 1.2). El trofozoito es la forma vegetativa o activa e infecciosa, mientras que el quiste es
la forma de resistencia que permite sobrevivir a la ameba cuando las condiciones en las que se
encuentra son desfavorables. La forma vegetativa es en la cual la ameba se alimenta y se
reproduce por divisidén binaria, aunque algunos autores indican que también podrian presentar
algun tipo de reproduccion sexual debido a la gran poliploidia que muestran (Lahr et al., 2011;
Maciver et al., 2016). Cuando las condiciones ambientales no son favorables, el trofozoito
comienza a enquistarse. Son numerosas las condiciones adversas que provocan el
enquistamiento, como la ausencia de alimento, la reduccion de la concentracién de oxigeno,
temperaturas extremas, cambios en la osmolaridad del ambiente, presencia de agentes quimicos
o desinfectantes (Byers et al., 1991; Khan, 2006). El enquistamiento es un proceso reversible,
cuando las condiciones externas vuelven a ser favorables, un nuevo trofozoito emerge del quiste.
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Figura 1.2. Ciclo de vida de Acanthamoeba spp. Trofozoito y quiste de Acanthamoeba spp. genotipo T4.

1.2. Morfologia de Acanthamoeba spp.: trofozoitos y
quistes

El tamafio de estos protozoos es de 15 - 35 um en el caso de los trofozoitos, que no tienen
una forma definida, y de 10 - 20 um los quistes, que son esféricos, aunque estos tamafios varian
segun especie o genotipo. Una de las caracteristicas mas destacables de este género son los
acantopodos presentes en el trofozoito, que son unos pseuddpodos muy finos. Los acantépodos
permiten al trofozoito desplazarse, adherirse a superficies y capturar alimento (Khan, 2006). A
parte de esta peculiaridad, los trofozoitos presentan los organulos que tienen la mayoria de las
células eucariotas: membrana celular externa, ribosomas, aparato de Golgi, reticulo
endoplasmatico liso y rugoso, vacuolas, microtubulos, mitocondrias, asi como un nucleo con
membrana nuclear y un nucléolo (Rondanelli et al., 1987). Sin embargo, presentan algunas
diferencias, como, por ejemplo: las adhesinas de la membrana plasmatica que permiten la
adhesidn a otras células o superficies, un elevado numero de mitocondrias con un bajo numero
de crestas y ademds poseen una o varias vacuolas contractiles (Khan, 2015).

Los quistes tienen un Unico nucleo y una doble pared celular que puede ser ondulada o lisa,
la externa se denomina ectoquiste y la interna endoquiste. El endoquiste suele ser esférico,
poligonal o estrellado, dependiendo del genotipo. El endoquiste y ectoquiste se unen en los
ostiolos. Estos ostiolos se encuentran en la superficie y permiten al trofozoito salir del quiste en
el proceso de desenquistamiento (Khan, 2015).
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1.3. Taxonomia

La taxonomia del género Acanthamoeba a nivel especifico es polémica. En una primera
clasificacién de los eucariotas propuesta por Adl et al., (2005) se establecieron los nombres de
los grupos y una sintesis de la estructura de la clasificacidn, eliminandose grupos polifiléticos,
sin embargo, algunos grupos parafiléticos se mantuvieron. Posteriormente, Adl et al. (2012)
realizaron una revision de la clasificacion, sobre todo de los protistas, basandose en los analisis
filogenéticos de ARNr. De esta manera, la familia Acanthamoebidae paso de estar englobada
en el grupo Amoebida al grupo Centramoebida debido a la reorganizacidn de los grupos y
eliminacidén de grupos parafiléticos (Figura 1.3).

a Protista b Eucariota
Protozoa Amoebazoa
Sarcomastigophora Discosea
Sarcodina Centramoebida
Rhizopoda Acanthamoebidae
Lobosea Acanthamoeba

Gymnamoebia

Amoebida

Acanthamoebidae

Acanthamoeba

Figura 1.3. a. Clasificacion parafilética del género Acanthamoeba. b. Clasificacion monofilética del género
Acanthamoeba.
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Al principio, el nombre de especie (nombre binomial) se basé en diferencias morfoldgicas y
se nombraban segun el nombre del investigador que lo aisld, fuente de la que se habia aislado y
otros motivos que no estaban relacionados ni con caracteristicas morfolédgicas que diferenciaban
una especie de otra, ni por diferencias genéticas (Khan, 2015). En un intento por organizar las
especies de este género, Pussard y Pons (1977) propusieron una clasificaciéon basada en las
caracteristicas morfoldgicas de los quistes dividiendo al género en tres grupos basados en dos
caracteristicas muy evidentes: tamano del quiste y el nimero de brazos del endoquiste.
Siguiendo estas indicaciones, el género Acanthamoeba estaba formado por 18 especies
diferentes, clasificandose:

e  Grupo 1. Los quistes de este grupo presentan una separacidn entre el endoquiste y
ectoquiste grande; si poseen menos de 6 brazos, su tamafio es mayor de 18 pum; si
poseen de 6 a 10 brazos, el tamafio es mayor de 25,6 um; si tienen de 12 a 14 brazos,
su didmetro es mayor a 25 um.

e Grupo 2. Quistes con una pared externa rugosa, la interna puede ser globosa, ovoide
o poligonal siendo el didmetro de los quistes menor de 18 um.

e Grupo 3. Quistes con las paredes separadas entre si, la externa es lisa o ligeramente
arrugada, mientras que la interna es redondeada y su tamafio es menor a 18 um.

Esta clasificacién fue aceptada por muchos investigadores y se empezd a emplear en la
literatura especializada (De Jonckheere, 1987; Page, 1988). Con ello, el nimero de especies de
Acanthamoeba se incrementé (Tabla 1.1). Posteriormente, varios estudios demostraron que la
morfologia de los quistes de una misma especie variaba segun la composicion del medio (Sawyer,
1971; Stratford y Griffths, 1978). Por lo tanto, esta clasificacion no resultaba fiable, ademds, no
permitia asociar la patogenia de una cepa con la especie dado que diferentes aislados de A.
castellanii podian ser virulentas, poco virulentas o no virulentas. Con el descubrimiento de las
técnicas moleculares (Mullis et al., 1987), se iniciaron nuevos intentos de clasificacion de las
especies de Acanthamoeba. Para ello se emplearon diversas técnicas: la “Random amplified
polymorphic DNA” (RAPD), patrones de isoenzimas y la secuenciacién mas analisis filogenético
de diferentes genes. Entre los ultimos destacan los siguientes: el gen del 16S ARNr mitocondrial,
citocromos, los espaciadores de la subunidad pequefia ribosomal (“Internal transcribed spacer”
o ITS en inglés) y finalmente el gen 18S ARNr (Kong, 2009; Fuerst et al., 2015). Actualmente, la
amplificaciéon y anadlisis del gen 18S ARNr es la técnica que se emplea para clasificar este género
dividiéndolo en 20 genotipos diferentes (T1 - T20). En el capitulo 2 se detallard esta clasificacion.

Tabla 1.1. Clasificacion de las especies de Acanthamoeba segun la clasificacion de Pussard y Pons (1977).

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
A. astronyxis A. castellanii A. culbertsoni
A. comandoni A. divionensis A. lenticulata
A. echinulata A. griffini A. palestinensis
A. tubiashi A. hatchetti A. pustulosa
A. lugdunensis A. royreba

A. mauritaniensis
A. paradivionensis
A. polyphaga
A. quina
A. rhysodes
A. triangularis
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2. ACANTHAMOEBA SPP.: PI-)RASITO OPORTUNISTA O PARASITO
EN PROCESO DE ADAPTACION

Algunas cepas o aislados de Acanthamoeba son capaces de causar patologias en los seres
humanos siendo el agente etioldgico de principalmente dos enfermedades: encefalitis
granulomatosa amebiana (EGA) y queratitis amebiana (QA). Ademds, es capaz de causar
infecciones cutaneas y, con menor frecuencia, infecciones diseminadas que en la mayoria de los
casos aparece junto la encefalitis granulomatosa (Krél-Turminska y Olender, 2017). Para poder
causar estas infecciones es necesario que los trofozoitos o quistes entren en el hospedador. Sin
embargo, los trofozoitos son la forma infectiva, existiendo tres posibles vias de entrada (Figura
1.4): los ojos, las vias respiratorias inferiores o superiores y lesiones de la piel.

Acanthamoeba spp.

Qo

Through the eye‘e

Through nasal
passages to the
loweg respiratory
Amebae (cysts and tract’
trophozoites) can
enter humans in o
various ways

N

Through ulcerated
of broken skind

U

Cysts and trophozoites in tissue

1Results in severe keratits of the eye. )

2Results in granulomatous amebic encephaliis
(GAE) and/or disseminated disease ([ in
individuals with compromised immune systems.

A= ntective Stage 3Results granulomatous amebic encephalitis
A\ = Diagnostic Stage (GAE), disseminated disease ). or skin lesions
in individuals with compromised immune systems

Figura 1.4. Vias de entrada de Acanthamoeba spp. al ser humano y las patologias que causa segun la via de
entrada (Imagen tomada del CDC, Atlanta, USA).

Segun la via de entrada, Acanthamoeba spp. causara una enfermedad u otra (como muestra
la Figura 1.4). Si los trofozoitos penetran a través de la cérnea, la enfermedad que podria
desarrollar el hospedador seria una queratitis amebiana. En el caso de invadir el organismo por
las vias respiratorias, pueden desencadenar una encefalitis granulomatosa y/o infeccion
diseminada. Por ultimo, si la entrada es a través de lesiones en la piel, puede causar infecciones
cutaneas, encefalitis granulomatosa o infeccion diseminada. Cuando Acanthamoeba spp. invade
el organismo mediante las dos ultimas rutas, los individuos inmunosuprimidos son los que mas
probabilidad tiene de desarrollar alguna de las enfermedades descritas anteriormente, mientras
que por la primera ruta desarrollan queratitis con una mayor probabilidad aquellas personas que
son portadoras de lentes de contacto o presentan dafos en la cdrnea. En la actualidad, se han
descrito casos de pacientes con queratitis que ni eran usuarios de lentillas ni mostraban heridas
o abrasiones corneales. También, se han descrito casos de encefalitis granulomatosa amebiana,
infecciones diseminadas y cutdneas en personas inmunocompetentes (Galarza et al., 2009;
Reddy et al., 2011).
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La patogenia y patofisiologia de Acanthamoeba aun no se comprende completamente. La
capacidad de unirse a las células del huésped es el primer paso. Una vez que la amebay la célula
hospedadora estan en contacto, la interaccién desemboca en una serie de efectos, tales como
la interferencia de las rutas de sefializacién intracelulares, fagocitosis y produccién de toxinas, lo
que provocan la muerte de la célula hospedadora. Otros factores que permiten que esta ameba
pueda ser patogena, son los que la permiten sobrevivir en el medio ambiente bajo diversas
condiciones. A estas caracteristicas se las denomina factores de virulencia indirectos (Figura 1.5)
(Khan, 2015).
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Figura 1.5. Factores de virulencia directos e indirectos que contribuyen en la patogenia de Acanthamoeba
spp. (Esquema tomado de Khan, 2015, traducido por Martin-Pérez).
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2.1. Encefalitis granulomatosa amebiana (EGA)

La encefalitis granulomatosa amebiana es una enfermedad rara que en la mayoria de los
casos acaba con la vida del paciente. En las autopsias se observan edemas y hemorragias
necrdticas con una irritacion severa de las meninges y encefalitis. Al observar las biopsias al
microscopio, normalmente se observan los quistes en los espacios perivasculares del
parénquima, indicando este hecho, que los capilares cerebrales son la via de entrada al sistema
nervioso (Khan, 2015).

2.1.1. Curso clinico

Los sintomas clinicos son parecidos a los de una meningitis virica o bacteriana: dolor de
cabeza, fiebre, cambios de comportamiento, hemiparesis, letargia, rigidez de cuello, afasia,
ataxia, vomitos, nduseas, aumento de la presion intracraneal. Estos sintomas son debidos a las
lesiones necréticas hemorragicas (Khan, 2015).

2.1.2. Epidemiologia

La epidemiologia de EGA no esta clara dado que es una infeccion secundaria y su diagndstico
es dificil. Khan (2015) propone que el nimero de casos de pacientes con VIH/SIDA con encefalitis
debida a Acanthamoeba puede indicar el nimero aproximado de casos de esta infeccién. Sin
embargo, también se han descritos casos de EGA en pacientes con otras enfermedades como
tuberculosis, leucemia, diabetes, hepatitis, linfoma de Hodgkings, lupus... (Feingold et al., 1998;
Martinez et al., 2000; Petry et al., 2006; Aichelburg et al., 2008; Maritschnegg et al., 2011; Castillo
et al., 2012). Ademas, de a personas a las cuales se las han realizado un trasplante de 6rganos
(Fung et al., 2008; Perman et al., 2008), y personas inmunocompetentes (Hamide et al., 2002;
Reddy et al., 2011; Walochnik et al., 2014). A continuacién (Tabla 1.2) se muestran los casos
descritos de EGA y el genotipo que lo causo (en los casos con los que se identificd el genotipo)
publicados en revistas de acceso libre.

2.1.3. Diagnéstico

Debido a lo poco comun que es la EGA y a que los sintomas son comunes con otras patologias
del sistema nervioso central (SNC), la determinacion de su etiologia es problematica. El
diagndstico puede realizarse a partir de las imagenes obtenidas por resonancia magnética, entre
otras, dado que Acanthamoeba provoca lesiones en los |6bulos temporal y parietal. Sin embargo,
pacientes inmunocomprometidos no muestran este tipo de lesiones (Martinez y Janitschke,
1985; Martinez, 1991; Martinez y Visvesvara, 1997). También, se puede estudiar la presencia de
trofozoitos en el liquido cefalorraquideo o cultivar este liquido en placas de agar para una mejor
observacion de los mismos, dado que en las preparaciones en fresco estos pueden ser
confundidos con macréfagos. A partir del liquido cefalorraquideo se puede realizar una PCR
especifica para Acanthamoeba. Otra técnica muy empleada es la inmunofluorescencia indirecta,
gue puede realizarse a partir del suero del paciente o de biopsias en los casos de pacientes
inmunosuprimidos, ya que existe un bajo nivel de anticuerpos en suero (Khan, 2015).



Tabla 1.2. Revision bibliografica de los casos descritos de EGA publicados en revistas de acceso libre.
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. NUMERO
REFERENCIA PAIS DE CASOS GENOTIPOS
Bhagwandeen et al., (1974) Zambia 1 Acanthamoeba sp.
Jones et al., (1975) EEUU 1 Acanthamoeba sp.
Ringsted et al., (1976) Korsejrdel 1 Acanthamoeba sp.
Grunnet et al., (1981) Desconocido 1 A. castellanii
Lalitha et al., (1985) India 1 A. culbertsoni
Ofori-Kwakye et al., (1986) EEUU 1 Acanthamoeba sp.
Wiley et al., (1987) EEUU 1 A. culbertsoni
Lahiri et al., (1991) India 1 Acanthamoeba sp.
Di Gregorio et al., (1992) Italia 1 A. divionensis
Gordon et al., (1992) EEUU 3 A- castellanii, A. polyphaga'y
Acanthamoeba sp.
Sharma et al., (1993) India 1 Acanthamoeba sp.
Sangruchi et al., (1994) Tailandia 2 A. castellaniiy A. healyi
Martinez et al., (1997) Desconocido 3 Acanthamoeba sp, A c.t'llbertsom ¥
A. castellanii
Feingold et al., (1998) EEUU 1 A. culbertsoni
Martinez et al., (2000) Espafia 1 A. castellanii
Singhal et al., (2001) India 2 Acanthamoeba sp.
Hamide et al., (2002) India 1 Acanthamoeba sp.
;I;g(t):l)lano-Sanchez etal, EEUU 1 A. castellanii
Ndiaye et al., (2005) Senegal 1 Acanthamoeba sp.
McKellar et al., (2006) EEUU Acanthamoeba sp. T1
Petry et al., (2006) Alemania 1 Acanthamoeba sp. T4
Meersseman et al., (2007) Bélgica 1 Acanthamoeba sp. T4
Aichelburg et al., (2008) Austria 1 Acanthamoeba sp. T2
Fung et al., (2008) Reino Unido 1 Acanthamoeba sp.
Kaushal et al., (2008) India 1 Acanthamoeba sp.
Peman et al., (2008) Espafia 1 Acanthamoeba sp.
Ranjan et al., (2009) India 1 Acanthamoeba sp.
Saxena et al., (2009) India 1 Acanthamoeba sp.
Sheng et al., (2009) Taiwam 1 A. castellanii
Lackner et al., (2010) Austria 1 A. lenticulata T5
Maritschnegg et al., (2011) Austria 1 Acanthamoeba sp. T4
Mayer et al., (2011) EEUU 1 Acanthamoeba sp.
Reddy et al., (2011) India 1 Acanthamoeba sp.
Castillo et al., (2012) Desconocido 1 Acanthamoeba sp
;’zlgtlr;)cha—Dllanchwn etal, EEUU 1 Acanthamoeba sp.
Webster et al., (2012) Canada 1 Acanthamoeba sp.
Chandra et al., (2014) India 1 Acanthamoeba sp.
Khanna et al., (2014) India 1 Acanthamoeba sp.
Tan et al., (2014) EEUU 1 Acanthamoeba
Walochnik et al., (2014) Austria 3 Acanthamoeba sp. T2, TS y T4
Zamora et al., (2014) EEUU 1 Acanthamoeba sp.
Doan et al., (2015) EEUU 1 Acanthamoeba sp.
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. NUMERO
REFERENCIA PAIS DE CASOS GENOTIPOS
Salameh et al., (2015) EEUU 1 Acanthamoeba sp.
Das et al., (2016) India 7 Acanthamoeba sp.
Behera et al., (2016a) India 6 Acanthamoeba sp. T6
Epperla et al., (2016) EEUU 1 Acanthamoeba sp.
Thamtam et al., (2016) India 1 Acanthamoeba sp.
Zhang et al., (2016) EEUU 1 Acanthamoeba sp.
gg;:;—)Asawapatl etal, Tailandia 1 Acanthamoeba sp.
Geith et al., (2018) Alemania 1 Acanthamoeba sp.
Megha et al., (2018) India 5 2T4/1T10/2T11
Nampoothiri et al., (2018) India 1 Acanthamoeba sp.
Sutgl et al., (2018) Turquia 1 Acanthamoeba sp.
Voshtina et al., (2018) EEUU 1 Acanthamoeba sp.

2.1.4. Tratamiento

No hay un tratamiento recomendado para EGA y, ademas, la mayoria de los casos
identificados son post-mortem. Por desgracia, la baja eficacia de bastantes agentes anti-
amebianos, por su incapacidad para atravesar la barrera hematoencefdlica, hace que el
tratamiento sea muy dificil. Los compuestos terapéuticos que actualmente se utilizan son una
combinacién de quetoconazol, fluconazol, sulfadizina, pentamidina isotionato, anfotericina B,
azitromicina, itraconazol o rifampicina. Estos compuestos pueden ser eficaces, pero tienen
graves efectos secundarios (Khan, 2015).
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2.2. Queratitis amebiana

La queratitis es aquella condicion en la cual la cérnea se inflama. La queratitis amebiana se
caracteriza por un intenso dolor y normalmente sélo afecta a un ojo. Los casos de queratitis
bilateral se dan Unicamente cuando el paciente se infecta los dos ojos a la vez; la transferencia
de la infeccién de un ojo al otro no ha sido comunicada en la literatura (Khan, 2015).

2.2.1. Curso clinico

Los sintomas causados por la infeccion de Acanthamoeba son diversos, muchos son
inespecificos, pero los mas comunes son fotofobia, dolor ocular, lagrimacion, irritacidn, aparicion
de un anillo corneal, visién borrosa, etc. (Sengor et al., 2017). En casos extremos, cuando el
tratamiento no ha funcionado, los pacientes pierden totalmente la vision y en algunos casos la
enucleacién es necesaria (Page y Mathers, 2013). El periodo de incubacion es variable, depende
de la carga inicial de amebas en la cérnea y de otros factores. De hecho, el inicio de la
enfermedad es mas rapido cuando hay un trauma en la cérnea que en las infecciones
desarrolladas por el uso de lentillas (Garcia y Bruckner, 1993).

2.2.2. Epidemiologia

La frecuencia de la queratitis amebiana es variable, desde 0,13 a 3 casos por millon de
personas (en paises desarrollados). Sin embargo, la prevalencia de QA en portadores de lentes
de contacto es mayor, entre 17 a 21 casos por millén (Radford et al., 2002; Walochnik et al.,
2014). Por tanto, el uso de lentillas es claramente un factor de riesgo. Cualquier tipo de lentes
de contacto puede favorecer la infeccion debido a que su uso induce cambios en la cérnea
(sequedad de ojo, hipoxia e hipercapnia). Estas alteraciones provocan una descamacion
exacerbada de las células epiteliales lo cual facilita la entrada de las amebas y/o bacterias.
Normalmente, el uso de lentes de contacto es seguro cuando las medidas higiénicas adoptadas
son las adecuadas. Sélo los usuarios con malos habitos higiénicos estan en riesgo (Lindsay et al.,
2007). Los problemas se incrementan cuando se usan lentillas de baja calidad, uso de
portalentillas durante tiempos pronlongados, usar liquido para lentillas durante mucho tiempo
o caducado, el uso de productos no recomendados para la limpieza de las lentes de contacto o
el uso de agua del grifo (Stapleton et al., 2008; Carnt y Stapleton, 2016; Zimmermann et al.,
2016). Aunque en la actualidad, también se han identificado casos de pacientes que no son
usuarios de lentes de contacto (Walochnik et al., 2014; Martin-Pérez et al., 2017). A
continuacidn, se muestra (Tabla 1.3) una revision bibliografica de los casos de QA en los que se
ha identificado el genotipo en los ultimos 16 afios en revistas de acceso libre.
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Tabla 1.3. Revision bibliografica de casos de QA identificados en los ultimos 16 afios publicados en
revistas de acceso libre.

. NUMERO
REFERENCIA PAIS SECUENCIAS GENOTIPOS
De Jonckheere (2003) Bélgica 15 T4
Sharma et al., (2004) India 14 T4
Zhang et al., (2004) China 18 17T4/173
Maghsood et al., (2005) 'ramz‘;m 13+6 1374/373/3T1
Spanakos et al., (2006) Grecia 5 5T4/17T5
Yera et al., (2006) Francia 10 714/ 1/T13T/11 T2+T6
Ertabaklar et al., (2007) Turquia 1 T4
Ozkoc et al., (2008) Turquia 2 T4 / Paravahlkampfia
Yera et al., (2008) Francia 10 T4
Di Cave et al., (2009) Italia 14 11T4/3T15
Booton et al., (2009) EE. UU. 15 13T4/273
Ledee et al., (2009) EE. UU. 37 36T4/1T5
Niyyati et al., (2009) Irdn 15 14T4 /1 T44T11
Ertabaklar et al., (2009) Turquia 1 T4
Gatti et al., (2010) Italia 16 T4
lovieno et al., (2010) EE. UU. 1 T5
Abe y Kimata (2010) Japon 7 T4
Zhao et al., (2010) China 14 T4
Sharifi et al., (2010) Suecia 13 1074/ 1TT135/ 175/1
Niyyati et al., (2010) Irdn 1 T3 + Vahlkampfia
Nagyova et al., (2010) Eslovaquia 5 3T4/1T3/1T15
Lorenzo-Morales et al., (2011) Espafia 1 T11
Prashanth et al., (2011) India 15 T4
Dendana et al., (2013) Tunez 5 T4
Duarte et al., (2013) Brasil 4 T4
Risler et al., (2013) Francia 20 16 T4/1E/2T3/1
Rahman et al., (2013) Japén 27 23T4/3T3/1T5
Grin et al., (2014) Alemania 1 T13
Di Cave et al., (2014) Italia 55 3374 //111;131/ 1075
Buerano et al., (2014) Filipinas 1 T4
Gonzalez-Robles et al., (2014) Espafia 1 T3
147T4/2T73/1T11
Arnalich-Montiel et al., (2014) Espafia 17 2 coinfecciones con
Vahlkampfia
Derda et al., (2015) Polonia 8 T4
Chomicz et al., (2015) Polonia 22 T4
Heredero-Bermejo et al., (2015) Espafia 1 T3
Behera et al., (2016b) India 18 16 T4/2T10
Wagner et al., (2016) Venezuela 18 T4
Orosz et al., (2016) Hungria 7 T4

Hajialilo et al., (2016) Irdn 18 157T4/179/2T11
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NUMERO

REFERENCIA PAIS SECUENCIAS GENOTIPOS
Omafia-Molina et al., (2016) México 2 1T4/1T73
Casero et al., (2017) Argentina 10 T4
Martin-Pérez et al., (2017) Espafia 5 4T4/17T3
Padzik et al., (2017) Polonia 7 T4
Alves et al., (2018) Brasil 1 T4
Buchele et al., (2018) Brasil 1 T4
Fabres et al., (2018) Brasil 1 T4
Orosz et al., (2018) Hungria 1 T8
Baltaza et al., (2019) Polonia 1 T4-
Chaoliang et al., (2019) China 9 7T4/1T73/1T11
Jercic et al., (2019) Chile 76 73T4/172/2T11
Omafia-Molina et al., (2019) México 1 T4
Orosz et al., (2019) Hungria 7 6T4/1T8

2.2.3. Diagnéstico

El diagndstico clinico de QA es dificil debido a que los sintomas y signos son muy parecidos a
los de virus del herpes simplex, Pseudomona aeruginosa e infecciones flingicas (Marciano-Cabral
y Cabral, 2003). Estudios recientes han confirmado que el uso de microscopia confocal in vivo es
una herramienta de diagndstico rdpida, fiable y con una alta sensibilidad en pacientes con una
queratitis avanzada (Vaddavalli et al., 2011; Kanavi et al., 2012). Sin embargo, este tipo de
diagnoéstico requiere que los examinadores estén familiarizados en las caracteristicas
morfoldgicas de Acanthamoeba spp. El diagndstico directo y que confirma la presencia de este
patogeno es mediante el aislamiento, el cual se realiza a través del cultivo de muestras tales
como lentillas y raspado corneal en placas de agar cubiertas con Escherichia coli muerto
(Kilvington et al., 1990; Hay et al., 1995). Estos cultivos se observan al microscopio éptico y
permiten la caracterizacion a nivel de género. El diagndstico también se puede realizar por
identificacion molecular a través de PCR (Schroeder et al., 2001) o PCR a tiempo real (RT-PCR)
(Qvarnstrom et al., 2006). También, se pueden emplear técnicas basadas en la deteccion de
anticuerpos tales como la inmunofluorescencia indirecta. En este método se emplean
anticuerpos especificos contra Acanthamoeba spp. Por este motivo, se trata de una técnica poco
econdmica y puede llevar meses aislar anticuerpos (Khan, 2015).

Mas recientemente, se ha propuesto el uso del método MALDI-TOF-MS. El sistema estd
basado en la separacion de biomoléculas debido al ratio masa:carga, obteniéndose un patréon o
“fingerprint” de las proteinas. Asi pues, se puede utilizar una muestra control (en la cual hay
Acanthamoeba spp.) para compararla con el patron de una muestra sometida a diagnéstico (Del
Chierico et al., 2016).

Sin embargo, de entre todas las técnicas mencionadas anteriormente, las mas empleadas son
el cultivo y la PCR.
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2.2.4. Tratamiento

La mayor causa de fallo en el tratamiento de la queratitis amebiana es la existencia de la
forma de resistencia de la ameba (quistes). La pared del quiste es mas resistente a la mayoria de
los farmacos que se emplean en la actualidad. Por este motivo, el tratamiento de esta infeccion
es problematico (Khan, 2015; Siddiqui et al., 2016a, b). Los productos empleados para el
tratamiento local son preferiblemente biguanidas (polihexametil biguanida -PHMB- vy
chlorhexidina) o diamidinas (propamidina y hexamidina). Los dos tipos de farmacos tienen el
mismo modo de actuacion, dafiando la membrana celular. Dado as su eficacia en el tratamiento,
muchos productos comerciales de limpieza de lentillas contienen PHB. Sin embargo, en
ocasiones, no tienen actividad contra Acanthamoeba (Moon et al., 2016; Tzanetou et al., 2006;
Costa de Aguiar et al., 2013; Ustunturk y Zeybek, 2014; Siddiqui et al., 2015). En otros estudios,
las soluciones de limpieza si que han sido eficaces contra Acanthamoeba spp. (Shoff et al., 2008;
Kilvington y Lonnen, 2009). Debido a esto, se estan desarrollando nuevos productos para
incrementar la proteccidn de los usuarios de lentes de contacto. De ahi, que se hayan probado
un elevado nimero de compuestos quimicos y naturales. Los avances mas recientes en este
campo parecen indicar que los dendrimeros catidnicos (Heredero-Bermejo et al., 2015, 2016,
2018) y el aceite del arbol del té (Hadas et al., 2017) pueden ser utiles como profilaxis o
guimioterapia contra la queratitis.

La administracion via oral de compuestos como el voriconazol ha sido efectiva en algunos
casos (Tu et al., 2010; Gupta et al., 2011; Arnalich-Montiel et al., 2012), pero es una terapia larga
y no siempre conlleva buenos resultados.
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2.3. Amebiasis cutanea

2.3.1. Curso clinico

La amebiasis cutanea se caracteriza por la presencia de nédulos eritromatosos o ulceras en
la piel. La primera manifestacidon de esta enfermedad es la aparicion de papulo-nédulos que
drenan material purulento y que se transforman en ulceras que no se curan (Helton et al., 1993;
Murakawa et al., 1995; Chandrasekar et al., 1997).

2.3.2. Epidemiologia

Las infecciones cutaneas causadas por Acanthamoeba son mdas comunes en pacientes con
SIDA, con o sin infecciones en el SNC. También hay casos en los que se ha desarrollado en
pacientes inmunosuprimidos (bien naturalmente o bajo terapia inmunosupresora) que padecen
una encefalitis amebiana pero no estan infectados por VIH (Slater et al., 1994; Duluol et al., 1996;
Casper et al., 1999). Se desconoce si las lesiones cutdneas son el foco primario de la infeccidn o
si son el resultado de la diseminacién via sanguinea desde otras ubicaciones tales como el tracto
respiratorio o el SNC (Marciano-Cabral y Cabral, 2003). A diferencia de la EGA y la QA, no se ha
realizado una revision de los casos descritos y el genotipo al que pertenecen los aislados dado
que los casos descritos en la literatura, los pacientes no manifiestan amebiasis cutdnea
Unicamente, sino que va relacionada con EGA.

2.3.3. Diagnéstico

Las muestras obtenidas a partir de las lesiones cutdneas se pueden cultivar en placas de agar
cubiertas de la bacteria E. coli muerta. También se pueden realizar estudios histoldgicos a partir
de las biopsias de las lesiones. Ademas, se puede hacer diagndstico molecular mediante RFLP y
PCR (Marciano-Cabral y Cabral, 2003).

2.3.4. Tratamiento

Actualmente no hay pautas en el tratamiento de esta infeccidn. Los pacientes con amebiasis
cutdnea han sido tratados con muy diversos farmacos. Helton et al., (1993) realizé con éxito un
tratamiento en un paciente que también padecia SIDA usando 5-fluorocitosina. Otros autores
han descrito tratamientos con pentamidina, ketoconazol, fluconazol, itraconazol, metrodinazol
y anfotericina B, siendo estos compuestos ineficaces frente a la infeccién (Marciano-Cabral y
Cabral, 2003).
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3. OBJETIVOS

Los objetivos de la presente tesis doctoral son:

1. Disefio de medios de cultivos universales para Acanthamoeba spp. basados en
nuevos ingredientes (a ser posible mas econdmicos que los actualmente empleados)
para trofozoitos y quistes del género Acanthamoeba (Capitulo 2).

2. Disefio de medios de enquistamiento que permitan obtener un mayor nimero de
quistes de Acanthamoeba en el menor tiempo posible (Capitulo 2).

3. Aislamiento y caracterizacion molecular de Acanthamoeba spp., procedentes de
muestras clinicas y ambientales (Capitulo 3).

4. Comparacion de los factores de patogenicidad presentes en diversas cepas de
Acanthamoeba, aisladas de muestras clinicas, ambientales y también de cepas
provenientes de las colecciones de cultivo tipo (Capitulo 3).

5. Analisis de la efectividad del aceite del arbol de té y dimetilsulféxido frente a
trofozoitos/quistes de Acanthamoeba, asi como su toxicidad en lineas celulares
humanas (Capitulo 4).

6. Busqueda de dendrimeros y nanoparticulas eficaces frente a trofozoitos de
Acanthamoeba y con baja toxicidad frente a lineas celulares humanas (Capitulo 4).
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CHAPTER ABSTRACT

Introduction: The culture of Acanthamoeba spp. may be performed under xenic (bacteria are
used as nutrients) or axenic (the nutrient sources are sugars and proteins) conditions (Marciano-
Cabral and Cabral, 2003). The former (axenic) are usually liquid and can be defined or undefined.
Among them, the most used medium is PYG, a non-defined media, basically containing peptone,
yeast extract and glucose (Jensen et al., 1970). During the last years, most clinical strains have
been successfully cultivated in that medium. However, some strains require more nutrients to
grow, like fetal bovine serum (FBS) (Chan et al., 2011; Lakhundi et al., 2014), mannitol (Costa et
al., 2010) or bactocasitone (Heredero-Bermejo et al., 2012). CERVA medium (Cerva, 1969) is
composed of bactocasitone and FBS and initially was designed to grow Naegleria species, albeit
it has been successfully used to grow some Acanthamoeba strains as well (Heredero-Bermejo et
al., 2015). In addition, some other culture media were successfully tested for amoebic growth
(Tabla 2.1). Despite the availability of diverse culture media, the existence of some amoebic
strains fastidious to grow has been reported (De Jonckheere, 1980; Hiti et al., 2001; Nagyova et
al., 2010; Martin-Pérez et al., 2017). Such circumstance hampers the characterization of these
strains and the ability of conducting drug sensitivity tests. Therefore, finding suitable universal
growth media for Acanthamoeba species is required.

Drug sensitivity tests are also carried out with cysts since they are more resistant than
trophozoites. The encystment occurs when some external conditions are unfavorable for
subsistence, including temperature, pH or osmolarity changes, the presence of chemical
compounds or lack of nutrients (Byers et al., 1980; Cordingley et al., 1996; Lee et al., 2012; Turner
et al.,, 1997). Moreover, some media destined to obtain cysts have been designed by diverse
authors (Tabla 2.2).

Objectives: The aim of this chapter is the isolation of Acanthamoeba strains from both clinical
and environmental samples, as well as the design of new culture and encystment media.

Materials and Methods: During the years 2013 and 2015, patients’ samples (contact lens,
contact lens solutions or corneal scrap) were received in the Parasitology Service of the Instituto
de Salud Publica Carlos IlI (ISCII). These samples were inoculated into agar plates seeded with
heat-killed E. coli. Furthermore, water samples were collected from different locations in three
water dams in Castilla la Mancha (El Vicario, Presa Verde and Pareja). These water samples were
obtained during the four seasons of the year 2016. The aim of such sampling schedule was to
study the temporal evolution of natural amoeba populations (Figura 2.1). To isolate free-living
amoebae, the water sample was filtered, and the filter was placed in agar plates with heat-killed
E. coli.

When amoebic growth was observed, the trophozoites or cysts obtained were transferred to
another agar plate to eliminate bacteria, yeast and fungus, and subsequently incubated at 25,
32 and 37 °C for determination the optimal temperature growth. Once, the optimal growth
temperature was set and the contaminant flora was eliminated, the strains were cloned.

The cloned populations were seed in two axenic media, namely PYG supplemented with 2 %
bactocasitone and CERVA. In the cases where the isolates didn’t grow in either of these media,
some commercial media were tested: Brain Heart Infusion (BHI), Nutrient Mixture F-10 (HAM),



Chapter 2: Isolation and culture of Acanthamoeba isolates

Grace’s Insect Medium, Dulbelcco’s modified eagle’s medium (DEMEM) and Tryptic Soy Broth
(TSB). Moreover, 80 culture media were empirically designed. These were based on economical
ingredients that could be found in local supermarkets (Mercadona, Alcampo and Billa). Some of
the new proposed ingredients with positive performance in culture were the following: lactose-
free milk, egg yolk, diverse meat broths, fish broth, Spirulina and Fucus capsules. More details
on media composition can be found in tables Tabla 2.6 to 2.9.

Evaluation of amoebic growth for the assayed amoeba strains was done based on both
respiratory profiles (Figura 2.2) and microscopic observations. To accurately evaluate these
experiments, the respiratory profile of one amoebic strain (selected as model system) was
determined by oxygen sensitive microplates (OCR microplates), both under optimal and
suboptimal growth conditions. In this way, possible correlation between growth and respiratory
profiles could be eventually established. Once this information was available, only favorable
media (according OCR data) would be selected for further assays with other amoebic isolates,
thus avoiding cumbersome counting work.

Finally, encystment media based in soil extract from rhodic-chromic luvisol soil samples
(obtained in a Quercus coccifera stand near to our laboratory and Quercus petraea stand in a
Viennese park) were tested in 4 Acanthamoeba strains and compared with Neff medium.

Results: Amoeba was present in more than 80 % of the clinical samples (5 out of 6 strains) were
able to grow in standard media, while only 9.6 % (5/52) of the environmental samples were
positive for amoebic growth (Tabla 2.13 and Figura 2.4). All of the isolates grew in either PYG or
CERVA, or even both, except the clinical isolate ISCIII-UAH 66/14 (Tabla 2.14). Some respiratory
profiles (RP or PR in Spanish) were obtained in the model strain (namely, numbers 1, 2 and 3)
were correlated with optimal growth and 100 % of viable trophozoites (Figura 2.5, Figura 2.6
and Figura 2.10). The rest of PRs were associated with poor amoebic growth (Figura 2.7, Figura
2.8, Figura 2.9 and Figura 2.11). The PR observed in the alternative culture media designed in
this Thesis work are showed in Tabla 2.15. The most promising media were 27, 30, 35, 39, 63,
69, 78, 79 and 80 (Figura 2.13). The media number 39 and 80 contained universally available
ingredients and induced good amoebic growth; therefore, they were selected for further
evaluation using all the amoebic strains maintained in the Parasitology laboratory of Universidad
de Alcald (UAH). All these strains (including a fastidious one, named ISCIII-UAH 66/14) grew well
in both media (Tabla 2.17 and Figura 2.14). Unfortunately, such good results were not obtained
when these media were prepared with Austrian ingredients and tested in the strains belonging
to the Molecular Parasitology laboratory of the Medical University of Vienna (Tabla 2.18).

The new encystment media for Acanthamoeba spp. assayed in the present Thesis (based on soil
extracts) showed different encystment rate (Figura 2.17). In the majority of the cases presented
a higher number of cyst than the Neff medium.
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Conclusions:

1. In general, most environmental and clinic isolates grew well in the standard
Acanthamoeba media, except one fastidious clinical isolate

2. It seems that there is no seasonality in the growth of the amoebic populations studied
in the dams’s samples. However, results are inconclusive due to the low number of
positive samples found.

3. The amoebic respiratory profiles type 1 and 2 are related to a high number of viable
trophozoites, as assessed by parallel manual counting assays.

4. Some of the new culture media (namely, 39 and 80), made of alternative ingredients,
allowed to grow all the Acanthamoeba strains tested in Alcald de Henares, including the
fastidious clinic isolate was able to grow in the two new culture media (39 and 80).

5. Media 39 and 80 cannot be considered universal for Acanthamoeba since the number
of experiments with other genotypes or species is limited. Problems found when
growing Austrian strains indicates that alternative ingredients must be screened in each
laboratory.

6. The new encystment media, based on soil extracts, showed higher or similar
performance than the standard medium (Neff medium).
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1. INTRODUCCION

Los protozoos del género Acanthamoeba se han aislado de ambientes naturales y
antropogénicos: depdsitos de agua, piscinas, lagos, conductos de ventilacién, suelo, entre otros
muchos (De Jonckheere, 1991; Lorenzo-Morales et al., 2006; Todd et al., 2015). También se han
aislado de muestras clinicas tales como raspados corneales, tejido cerebral, lesiones cutaneas y
liquido cefalorraquideo (Steinberg et al., 2002; Schuster y Visvesvara, 2004; Martin-Pérez et al.,
2017). Ademas, se ha conseguido en casi todos los casos su cultivo y mantenimiento en el
laboratorio.

El cultivo de Acanthamoeba spp. puede ser de dos tipos: 1) cultivos xénicos en los cuales se
emplean bacterias como nutrientes ya que los trofozoitos se alimentan de bacterias, levaduras
y otros microorganismos que puedan estar presentes en el medioambiente (Marciano-Cabral y
Cabral, 2003); y 2) cultivos axénicos en los cuales no se emplean bacterias, sino que los medios
tienen una composicion definida o compleja.

En el caso de los cultivos xénicos, las bacterias (vivas o muertas) generalmente, se afiaden a
una placa de agar, habiéndose usado con este fin Klebsiello pneumoniae, Enterobacter spp. y
Escherichia coli, entre otras (Schuster, 2002).

Los medios axénicos para el cultivo de amebas de vida libre son liquidos y se puede clasificar
en definidos y no definidos. El medio mas empleado es el conocido como PYG, un medio no
definido compuesto por peptona, extracto de levadura y glucosa en distintas proporciones
(Jensen et al., 1970).

Los medios definidos se disefiaron para el crecimiento de ciertas especies de amebas que
presentaban dificultades manifiestas para su crecimiento, asi como para conocer los
requerimientos nutricionales de este género (Schuster, 2002). Por ejemplo, el medio de Adam
(1959) fue disefiado para el crecimiento de la cepa Neff, aunque también permite el crecimiento
de otras cepas, este medio esta compuesto por 18 aminoacidos, acetato como fuente de carbono
y dos vitaminas (vitamina B12 y tiamina). Posteriormente, Band (1961) indico que para el
crecimiento 6ptimo se necesita biotina. Asi pues, en 1962 (Band, 1962) formuld un nuevo medio
gue contenia 7 aminodacidos, glucosa o acetato de sodio como fuente de carbono, vitamina B12,
tiamina y biotina para el cultivo de A. rhysodes. Adam y Blewett (1967) estudiaron el crecimiento
de distintas cepas de A. castellanii en funcion de la fuente de carbono (sucralosa, melibiosa,
manitol y rafinosa). No obstante, todos estos medios solo permitian un crecimiento amebiano
lento (Schuster, 2002). Por este motivo, Byers et al., (1980) disefiaron dos medios definidos
denominados DGM-21A y DGM-21B que permitian un crecimiento rapido con mayor densidad
final de trofozoitos que en los otros casos. Ademads, indicaron que la glucosa era necesaria para
obtener un crecimiento rapido, mientras que el acetato tenia un minimo efecto sobre la
velocidad del mismo.

Weekers et al., (1996) emplearon fermentadores con aireacién para potenciar el crecimiento
de A. castellanii en PYG. Sin embargo, se observé que llegado a determinado punto los cultivos
dejaban de crecer, sin que pudiera explicarse por un aumento de pH o la disminucién de niveles
de glucosa. Asi pues, concluyeron que se debia a algin producto de excrecién emitido por
Acanthamoeba, como previamente habia sugerido Pigon (1970).
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En los ultimos afios, los aislados de muestras clinicas se han cultivado con éxito en el medio
PYG, que en un principio fue disefiado para los aislados de origen ambiental. De Jonckheere
(1980) propuso un medio de cultivo compuesto por caseina, glucosa y extracto de levadura
incubado a 37 °C como indicador de virulencia. Sin embargo, algunas cepas necesitan medios
mas ricos, por lo que al medio PYG se le ha enriquecido con suero fetal bovino (SFB) (Chan et al.,
2011; Lakhundi et al., 2014), con manitol (Costa et al., 2010) y con bactocasitona (Heredero-
Bermejo et al., 2012). El medio CERVA (Cerva, 1969) compuesto por bactocasitona y SFB fue
disefiado para el crecimiento de las especies del género Naegleria, aunque también permite el
crecimiento de cepas de Acanthamoeba procedentes de muestras clinicas (Heredero-Bermejo
et al., 2015). Otros medios de cultivo se han probado con éxito para el crecimiento de trofozoitos
de Acanthamoeba (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Revision de medios axénicos empleados con menor frecuencia para el crecimiento de
Acanthamoeba spp.

ESPECIE DE
REFERENCIA ACANTHAMOEBA MEDIO DE CULTIVO
Ingalls y Brent (1983) A. polyphaga Medio definido
Shukla et al., (1989 y 1990) A. culbertsoni Medio definido
Buck y Rosenthal (1996) A. castellanii Medio neutralizante Dey-
Engley
Penland y Wilhelmus, Aislados clinicos de .
(1997) Acanthamoeba spp. Tryptic Soy Agar (TSA)
Penland y Wilhelmus, Aislados clinicos de Buffered charcoal-yeast
(1998) Acanthamoeba spp. extract agar

Aislados patdgenos de

Acanthamoeba spp. Medio Page

Lépez et al., (2000)

Medio ATCC354 con 7 g/l

La Scola y Raoult (2001) A. castellanii
de glucosa
Abd et al., (2003) A. castellanii Medio ATCC n2 712
Da Silva y da Rosa (2003) Acanthamoeba spp. Medio modificado Giazzi-
Pavlova

Aislados de Acanthamoeba

. Medio Keister TYI-S-33
Spp. con un crecimiento

Rahdar et al., (2012)

fastidioso modificado
Taneja et al., (2013) Aislados patogenos de Brain-heart .|nfu_5|on (BHI) y
Acanthamoeba spp. caldo tioglicolato
Chomicz et al., (2014) Aislados patogenos de Medio BSC
Acanthamoeba spp.
Aislados ambientales de Combinacién del medio
., (201
Kennedy et al., (2014) Acanthamoeba spp. PYG y medio ATCC n2 712
Aislados de Acanthamoeba o i1 eicter TYI-5-33
Peretz et al., (2015) Spp. con un crecimiento

fastidioso modificado
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A pesar de existir bastantes medios de cultivo descritos para este género, en ocasiones se
encuentran aislados que no crecen en los medios axénicos mas habituales (De Jonckheere, 1980;
Hiti et al., 2001; Nagyova et al., 2010; Martin-Pérez et al., 2017). El cultivo axénico es esencial
para realizar estudios de cribado de farmacos y el estudio de los factores de patogenicidad
indirectos. Por estos motivos, se siguen disefiando nuevos medios de cultivo, con la finalidad de
encontrar, si es posible, un medio de cultivo universal para todos los genotipos del género.

Los ensayos de cribado de farmacos, no sdlo se realizan con trofozoitos, sino también con
quistes, ya que esta forma bioldgica mas resistente, se encuentra habitualmente en la cérnea de
pacientes infectados por este pardsito. Asi pues, la busqueda de medios que favorezcan el
enquistamiento ha sido una linea nada desdefiable de investigacidn en este parasito. Byers et
al., (1980) indicaron que el enquistamiento se induce cuando se omite la fuente de carbono.
También, cuando las condiciones no son favorables tales como cambio en la temperatura
ambiental, pH, osmolaridad, presencia de agentes quimicos y toxinas, condiciones de
anaerobiosis parciales (Cordingley et al., 1996; Lee et al., 2012; Turner et al., 1997). Se han
disefiado algunos medios que favorecen el enquistamiento (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Revision de medios de enquistamiento de Acanthamoeba spp.

REFERENCIA MEDIO DE ENQUISTAMIENTO
Griffiths y Hughes, 1968  Solucion de MgCl,
Neff y Neff, 1969 Medio Neff de enquistamiento (NEM)

McMillen et al., 1974 Medio McMillen
Hirukawa et al., 1998 Medio Tris
Dudley et al., 2005 RPMI 1640 suplementado con 8 % de glucosa

Sin embargo, la opcidon mas empleada para obtener formas de resistencia es el agotamiento
de nutrientes del medio. El problema en este caso es que se necesita un tiempo prolongado para
la obtencién de un gran numero de quistes.
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2. OBJETIVOS

En este capitulo se establece como objetivo general el aislamiento, cultivo y enquistamiento
de cepas de Acanthamoeba obtenidas a partir de muestras clinicas y ambientales. Este objetivo
se ha dividido en los siguientes apartados:

1. Aislamiento de cepas de Acanthamoeba a partir de muestras clinicas y ambientales.

2. Optimizacién del medio y de las condiciones de cultivo que permitan un buen
crecimiento y mantenimiento de las cepas aisladas.

3. Diseio de medios de cultivo universales, es decir, que permitan el crecimiento de
cualquier aislado independientemente del genotipo al que pertenezca.

4. Disefio de medios de enquistamiento que favorezcan un enquistamiento mas rapido
y con un mayor numero de quistes que los medios convencionales.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Toma de muestras

Las muestras estudiadas son de origen clinico y ambiental. Las de origen clinico proceden de
pacientes humanos susceptibles de padecer queratitis amebiana, tanto usuarios de lentes de
contacto como no portadores de estas. Las muestras de estos pacientes llegaron al Centro de
Diagndstico Parasitologico del Instituto de Salud Publica Carlos III (ISCHI — Laboratorio Dra. Isabel
Fuentes), siendo estas muestras liquido de lentillas, lentillas y/o raspado corneal.

Las muestras ambientales se recogieron de limnoembalses de cola de la comunidad
auténoma Castilla y la Mancha. El muestreo se realizé en aguas de tres limnoembalses: 1) El
Vicario (39°03'32.8"N, 3°59'48.2"W) que se encuentra ubicado en la provincia de Ciudad Real, 2)
La Presa Verde (39°23'48.5"N+4°14'52.8"W) ubicado también en la provincia de Ciudad Real, 3)
Pareja (40°32'59.1"N+2°42'34.5"W) que se encuentra al sur de la provincia de Guadalajara. Se
recogio 1 L de agua de diferentes puntos y profundidades dependiendo del embalse. En el caso
del embalse El Vicario (Figura 2.1a), las muestras se cogieron en la presa (superficie, 3y 6 m de
profundidad), en la zona media (superficie y a 3 m de profundidad), en la zona de la cola
(superficie) y en el rio Bafiuelos (superficie). En la Presa Verde (Figura 2.1b), se tomaron muestras
de la presa (superficie y a 2 m) y del rio Bullaque (superficie). Y, por ultimo, del limnoembalse de
Pareja (Figura 2.1c), se muestreo en la presa (superficie, 2, 5y 8 m de profundidad), en la cola
(superficie) y en el rio Ompdlveda (superficie).

a
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Presa Zona media Cola Rio Bafiuelos
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om b—" = 2 PV-UAH-1 e R T ,j
2m @® PV-UAH-2

Presa Rio Bullaque
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5m ® P-UAH-3
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Presa Cola Rio Ompélveda

Figura 2.1. Esquema del muestreo en los limnoembalses. a. El vicario. b. Presa Verde. c. Pareja.
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El concepto de limnoembalse de cola abarca a los embalses pequefios, individualizados de la
dindmica hidroldgica y de explotacion del embalse principal, que estan disefiados para mantener
una ldmina de agua a nivel constante (Molina-Navarro et al., 2010). La construccién de este tipo
de embalse es una iniciativa innovadora cuya finalidad es la reduccion, y en los mejores casos, la
desaparicion de los efectos negativos de los embalses. Tanto la construccion del embalse de El
Vicario como el de Presa Verde tienen principalmente la finalidad de crear un habitat para las
aves acuaticas. Sin embargo, el de Pareja tiene funciones ambientales y recreativas. Y como se
ha indicado en el capitulo 1, el género Acanthamoeba esta presente en aguas recreativas y estas
pueden ser una via de entrada al hospedador (Schuster y Visvesvara, 2004). Por lo tanto, se
estudid la presencia de amebas de vida libre en estos limnoembalses en distintos puntos, a
distintas profundidades y en las 4 estaciones del afio para poder determinar si existe un riesgo
potencial al bafiarse en estas aguas.

3.2. Aislamiento de las cepas amebianas

El aislamiento de cepas consiste en la separacidén de las amebas de vida libre del resto de
microorganismos presentes en la muestra.

En el caso de las muestras clinicas (liquido de lentillas, lentillas, raspado corneal), estas se
cultivaron en placas de agar al 2 % cuya superficie contiene Escherichia coli muerto por calor, las
placas se incuban durante 1 mes a 28 °C y se observaron diariamente la evolucién del cultivo.
Cuando se encontrd crecimiento amebiano, se realizé un pase a otra placa de agar. Este pase se
realizé transfiriendo trofozoitos y/o quistes, evitando la posible flora acompafiante de bacterias,
levaduras y hongos, a otra placa de agar y se incuba a 25, 32 y 37 °C para determinar la
temperatura optima de crecimiento. Para mayor facilidad, esta transferencia se realizé cortando
un trozo del agar con un bisturi. Una vez que se elimind la presencia del resto de
microorganismos, se procedio a la clonacién de la cepa amebiana. La clonacién consiste en
obtener una poblacién de amebas a partir de un Unico trofozoito o quiste, para ello se transfiere
un trozo de agar con un Unico trofozoito o quiste a otra placa de agar, realizandose todo ello
bajo la observacion de lupa binocular (Motic).

En el caso de las muestras procedentes de limnoembalses, 500 ml del agua recogida en los
diferentes puntos se filtré con un filtro de nitrocelulosa con didmetro de poro de 3 um, mediante
una rampa de filtracion Microfil®. Cada punto de muestreo se filtré 3 veces, los filtros obtenidos
se cultivaron en placas de agar con E. coli muerto a diferentes temperaturas (25, 32 y 37 °C), en
los casos en los cuales el volumen de agua recogido era menor, sdlo se filtré una vez y el filtro se
recortd en 3 trozos, cada parte se sembré en placas de agar con E. coli muerto a 3 temperaturas
diferentes. Y como en el caso de las muestras clinicas, se procedié a eliminar la contaminacién
de otros microorganismos realizando subcultivos, y por ultimo se obtuvo una poblacién clonal.
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Material y reactivos empleados

= Placas Petri.

= Agar-agar (Scharlaou, AG00200250).

= Nutrient broth (Scharlab, 02-140-500).

= Escherichia coli CECT 515.

= Autoclave.

=  Sistema de filtracion (Millipore, Microfil®).

=  Filtros de nitrocelulosa con un diametro de poro de 3 um (Sartorius stedim, 11302-
47-ACN).

= Bisturi.

=  Lupa binocular (Motic, SMY-168 SERIES).

= Campana de flujo laminar (Telstar, Bio-lI-A).

=  Kitasato.

=  Bomba de vacio.

Metodologia

Preparacion de placas de agar al 2 % con una suspensién E. coli muerto.

1. Preparar el medio Nutrient Broth siguiendo las instrucciones del fabricante.

2. Sembrar E. coli CECT 515 en el medio Nutrient Broth: recoger el indculo de
microorganismo de una placa con un asa de siembra que se sumerge en el caldo.
Incubar a 37 °C durante 24 h.

3. Autoclavar durante 20 min a 121 °C el cultivo de E. coli para matarlo.

4. Prepararagaral 2 %. Pesar 10 g de agar-agar en 500 ml de agua destilada. Autoclavar
20 min a 121 °C. Atemperar el agar a 60 °C, y disponerlo en placas en la campana de
flujo laminar.

5. Anadir 200 pl del cultivo de E. coli autoclavado a las placas una vez que estas se han
solidificado.

6. Extender la solucién de E. coli por la superficie de la placa y dejar secar en la
campana de flujo laminar.

7. Conservar a 4 °C hasta su uso.

Preparacién de muestras clinicas para aislar las cepas amebianas.

1. Centrifugar a 800 x g durante 10 min las muestras procedentes de los hospitales, en
caso de ser raspado corneal o liquido de lentillas. En el caso de que la muestra
recibida sea unas lentillas, sembrarlas directamente en la placa de agar al 2 % con E.
coli muerto.

2. En una campana de flujo laminar, retirar el sobrenadante, dejando
aproximadamente 40 pl en los cuales se resuspende el pellet.

3. Sembrar en placas de agar al 2 % con E. coli muerto y dejar secar en una campana
de flujo laminar.

4. Incubar las placas a 28 °C hasta observar crecimiento amebiano en lupa binocular
durante 30 dias.


http://www.scharlab.com/catalogo-productos-detalle-referencia.php?r=02-140-500
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Filtracion de agua de limnoembalses para aislar las cepas amebianas.

1. Filtrar 500 ml de agua mediante una rampa de filtracién (Millipore) en una campana
de flujo laminar. La rampa de filtracion se conecta a un Kitasato en el cual se
almacena el agua filtrada mediante vacio, ya que el otro extremo del Kitasato esta
unido a una bomba de vacio.

2. Esterilizar el porta-filtros de acero inoxidable que tiene la rampa de filtrado.

3. Colocar un filtro de nitrocelulosa con un diametro de poro de 3 um en el porta-
filtros. Encima del filtro, colocar el embudo de filtracion Microfil® Filtration System
(previamente esterilizado en autoclave).

4. Afadir 500 ml de agua en el embudo de filtracion y activar la rampa de filtrado. De
tal forma que todas las particulas mayores de 3 um quedan retenidas en el filtro de
nitrocelulosa, mientras que el agua con las particulas menores de 3 pum pasan al
Kitasato.

5. Retirar el embudo de filtracion y disponer el filtro de nitrocelulosa con la cara que
ha retenido las particulas boca abajo sobre las placas de agar 2 % con E. coli que son
incubadas a 25, 32 y 37 °C. Descartar el agua del Kitasato.

Aislamiento y obtencidon de una poblacién clonal.

1. Seleccionar una parte de cultivo que no contenga o contenga una minima
contaminacion de otros microorganismos, tales como bacterias y/u hongos, cuando
se observe crecimiento amebiano. Transferir esa pequefia porcion de agar (cortada
con un bisturi estéril) a otra placa de agar al 2 % con E. coli. Repetir el paso anterior
tantas veces como sea necesario para eliminar el resto de los microorganismos.

2. Unavez que se tiene un cultivo monoxénico, es decir, el aislado amebiano con E. coli
muerto, se procede a obtener un cultivo clonal. Para obtencién de un cultivo clonal,
cortar un fragmento de agar que contiene en su superficie un trofozoito o un quiste
y sembarlo en otra placa de agar.

3. El trofozoito se reproduce asexualmente, obteniendo asi una poblacidon que
proviene de una Unica célula. En el caso del quiste, este se desenquista y el
trofozoito se divide asexualmente.
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3.3. Cultivo de las cepas aisladas

A partir de las poblaciones clonales de las diferentes cepas aisladas se realizaron cultivos
xénicos en los medios PYG suplementado con un 2 % de bactocasitona y CERVA, en los casos en
los cuales estos aislados no crecieron en ninguno de esos dos medios, se probaron mas medios
de cultivos comerciales tales como Brain Heart Infusion (BHI), Nutrient Mixture F-10 (HAM),
Grace’s Insect Medium, Dulbelcco’s modified eagle’s medium (DEMEM) y Tryptic Soy Broth (TSB)
(Martin-Pérez et al., 2018).

Ademas, se disefiaron diferentes medios compuestos por ingredientes econdmicos y que se
pueden encontrar en algunos supermercados locales (Mercadona, Alcampo y Billa), tales como
caldos diversos en tetra-brick (cocido, pescado, pollo, etc...) cerveza, leche desnatada sin lactosa
y suplementos alimentarios como escamas de levadura y capsulas de algas liofilizadas (Spirulina
sola o Spirulina y Fucus combinadas).

El crecimiento de los aislados se comprobd mediante microscopia éptica o mediante unas
placas multipocillo que permiten evaluar la tasa de consumo de oxigeno (OCR) (Heredero-
Bermejo et al., 2015). Las placas OCR tipo LT (Oxoprobics Bioscience), tienen adheridos en el
fondo de cada pocillo una biopelicula que contiene una sonda que en presencia de oxigeno esta
desactivada y no emite fluorescencia. Esta sonda se activa cuando el oxigeno se va consumiendo,
de manera que comienza a emitir fluorescencia que puede ser registrada por un lector de
fluorescencia a tiempo real o TRF (Time-Resolved Fluorescence) (Figura 2.2).

Molécula Sonda no
* de oxigeno inhibida
Sonda

7 Fluorescencia
emitida

inhibida

Figura 2.2. Esquema explicativo de las placas sensibles a oxigeno (OCR).
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Las lecturas de fluorescencia pueden transformarse en concentracion de Oz usando la
ecuacion de Stern-Volmer (Olry et al., 2007; Criado-Fornelio et al., 2017). El calculo de las
concentraciones de oxigeno basadas en fluorescencia se obtiene calculando en primer lugar la
constante Ksv:

Fluorescencia maxima 1

Ksv = - — — -
Fluorescencia base Concentracion de 02 en el aire

Una vez calculada la constante, se calcula la concentracién de oxigeno con la siguiente
formula:

Fluorescencia maxima
[02] = Fluorescepcia base _ i
Fluorescencia problema Ksv
Fluorescencia base

Por ejemplo, si la fluorescencia maxima es de 300.000, la base es de 200 y la fluorescencia
que ha emitido el pocillo problema es 400 a tiempo 0, siendo la concentracién de O; presente
en el aire de 0,209 g/I, se obtendria:

(o, 300000 1
V=200 0 0209
300.000 .
_|T=200 | _ _
[02] = 400 177 = 0,105 mM
200

Por tanto, la concentracién de O en el pocillo problema es de 0,105 mM o 105 nM.
Material y reactivos empleados

=  Microscopio invertido (Motic AE21).

=  Lector de fluorescencia a TRF (VICTOR®).

= Bisturi.

= Flasks de cultivo celular T25 cm?.

=  Pipetas estériles de 10 ml.

=  Aparato auxiliar de pipeteado Accu-jet®.

=  Filtros de nitrocelulosa de 0,45 um (Millipore Corporation).
=  Filtros de peonza de 0,22 um (Maine Manufacturing).

=  Papel defiltro.

=  Tubos falcon de 50 ml estériles con falddn.

=  Tubos falcon de 50 ml estériles sin faldén.

=  Tubos de 15 ml estériles.

=  Tubos de 100 ml estériles.

=  Placas de 96 pocillos OCR tipo LT(Oxoprobics Bioscience).
=  Aceite mineral (Sigma, M5904).
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=  Sulfato cuprico (Oxoprobics Bioscience).

= Sulfato sédico (Oxoprobics Bioscience).

= Cdmara de recuento Fuchs-Rosenthal.

=  Peptona proteasa (Becton and Dickinson, 211693).

= Cloruro sédico (NaCl) (Panreac, 131659.1211).

=  Extracto de levadura (Scharlab, 202607079500).

=  Bactocasitona (Becton and Dickinson, 225930).

=  Glucosa (SIGMA, G7021).

= Fosfato disddico (Na2HPOa4) (Panreac, 141679.1211).

=  Fosfato monopotdsico (KH2PO4) (Panreac, 141509.1211).

=  Mix de antibidticos: 10.000 unidades de penicilina y 1 mg/ml de estreptomicina
(Sigma, P4333).

=  Suero fetal bovino (SFB) (SIGMA, F7524).

=  Brain Heart Infusion (BHI) (Scharlab,02-599-500).

= Nutrient Mixture F-10 (HAM) (Sigma, N6635).

= Grace’s Insect Medium (Sigma-Aldrich, G8142).

=  Dulbelcco’s modified eagle’s medium (DEMEM) (Sigma-Aldrich, D6429).

= Tryptic Soy Broth (TSB) (Scharlab, 02-200-500).

=  Medio Luria-Bertoni (Usb, 75851).

= Acido 4-(2-hidroxietil-1-piperazino-etanosulfénico, abreviatura estdndar: HEPES
(Sigma, H-3375).

=  Solucidn salina amortiguada por fosfatos de Dulbecco a 10x (PBS) (Sigma, D1408).

= Solucién salina.

= Extracto de malta (Scharlab, 01-0111-500).

=  Caldo de cocido (Auchan®).

= Cerveza sin alcohol (Damm®).

= Zumo de uva (Mosto Greip®).

=  Leche UHT desnatada sin lactosa (KAIKU®).

= (Caldo de pescado (Aneto®).

= Caldo de puchero (Aneto®).

= Caldo de pollo (Aneto®).

= Caldo casero de pollo: 400 g de cuarto trasero de pollo, 75 g de zanahorias, 175 g de
patatas, 130 g de cebollas y 750 ml de agua del grifo.

=  Caldo casero de mejillén: 1 kg de mejillones con la concha, 85 g de cebollas y 500 ml
de agua del grifo.

= Leche de soja (Vivesoy® de Pascual).

=  Suplemento alimenticio de extracto de levadura (Vive+®).

=  Suplemento alimenticio de extracto de Spirulina (Vive+®).

= Pastillas de Fucus y Spirulina (Deliplus®).

=  Huevos de gallina (Guillén, Paterna, Valencia, Espafia).

=  Dodecilsulfato sdédico (SDS) (Sigma, L3771) al 10 %.


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/g7021?lang=es&region=ES
http://www.scharlab.com/catalogo-productos-detalle-referencia.php?r=02-599-500
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Metodologia

Preparacion del medio PYG suplementado con 2 % bactocasitona.

1. Pesar los siguientes compuestos en una balanza (Tabla 2.3):

Tabla 2.3. Composicién del medio PYG+B. Los compuestos aparecen en g para preparar 1 L.

Compuesto Cantidad (g)
Peptona proteasa 10
Extracto de levadura 10
Bactocasitona 20
NaCl 5
Na;HPO,4 0,71
KH2PO4 0,69

2. Afadir estos compuestos a un matraz y afiadir 910 ml de agua destilada.

Comprobar que el pH se encuentra entre 6,5 y 7,5. En el caso que no lo esté,

ajustarlo en ese rango.

Autoclavar durante 20 min a 121 °C.

Esperar a que el medio se atempere.

Preparar 80 ml de glucosa al 6,25 %: 80 ml de agua destilada con 5 g de glucosa.

Filtrar la solucion de glucosa con un filtro estéril de 0,22 um para esterilizarla y

afadirla al matraz.

8. Afiadir al matraz 10 ml de la mezcla de antibidticos, previamente filtrados con un
filtro de 0,22 um.

9. Alicuotar en tubos falcons de 50 ml con faldén y congelar a -20 °C hasta su uso.

No vk

Preparacion del medio CERVA.

1. Anadir estos compuestos a un matraz y afiadir 890 ml de agua destilada (Tabla 2.4)
Tabla 2.4. Composicién del medio CERVA. Los compuestos aparecen en g para preparar 1 L.

Compuesto Cantidad (g)

Bactocasitona 20

2. Comprobar que el pH se encuentra entre el 6,5y 7,5. En el caso que no lo este,
ajustarlo en ese rango.

3. Autoclavar durante 20 min a 121 °C.

4. Esperar a que el medio se atempere.

5. Afadir 100 ml de SFB previamente descomplementado vy filtrado (para
descomplementarlo hay que calentar el SFB a 56 °C durante 30 min).

6. Anadir al matraz 10 ml de la mezcla de antibidticos.
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7. Alicuotar en tubos falcons de 50 ml con faldén y congelar a -20 °C hasta su uso.

Preparacion del medio BHI.

Afadir 37 g de BHI y 950 ml de agua destilada.

Ajustar el pH del medio a 7.

Autoclavar durante 20 min a 121 °C.

Esperar a que el medio se atempere.

Afadir al matraz 5 ml de la mezcla de antibidticos.

Alicuotar en tubos falcons de 50 ml con faldén y conservar a 4 °C.

A S

Preparacion del medio Nutrient Mixture F-10 (HAM).

1. Este medio se vende preparado y estéril. Sélo hay que afiadirle la mezcla de
antibioticos al 1 %.
2. Alicuotary conservar a 4 °C hasta su uso.

Preparacion del medio Grace’s Insect Medium.

1. Este medio se vende preparado y estéril. Sélo hay que afiadirle la mezcla de
antibioticos al 1 %.
2. Alicuotar y conservar a 4 °C hasta su uso.

Preparacion del medio Dulbelcco’s modified eagle’s medium (DEMEM).

1. Este medio se vende preparado y estéril. Sélo hay que afiadirle la mezcla de
antibidticos al 1 %.
2. Alicuotar y conservar a 4 °C hasta su uso.

Preparacion del medio Tryptic Soy Broth (TSB)

Afadir 30 gde TSBy 1 L de agua destilada.

Autoclavar durante 20 min a 121 °C.

Esperar a que el medio se atempere.

Afadir al matraz 10 ml de la mezcla de antibidticos.

Alicuotar en tubos falcons de 50 ml con faldén y conservar a 4 °C.

ukhwnN e

Preparacion del medio Luria-Bertoni.

Afadir 15 g de Luria-Bertoniy 1 L de agua destilada.

Autoclavar durante 20 min a 121 °C.

Esperar a que el medio se atempere.

Afadir al matraz 10 ml de la mezcla de antibiéticos.

Alicuotar en tubos falcons de 50 ml con faldén y conservar a 4 °C.

ukwn e
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Preparacion del buffer HEPES 0,2 M (solucién 20x).

b

Afadir 2,38 g de HEPES, 40 ml de agua destilada y una lenteja de NaOH.
Comprobar que el pH estd proximo a 7,4. Sino lo estd ajustarlo con adicién de mas
NaOH.

Enrasar hasta los 50 ml con agua destilada.

Filtrar con un filtro con un didmetro de poro de 0,22 um para esterilizar.

Alicuotar en tubos de 15 ml o eppendorf de 1,5 mly congelar a - 20 °C hasta su uso.

Preparacion de PBS 1x.

ukhwnN e

Afadir 450 ml de agua destilada en un matraz.

Autoclavar durante 20 min a 121 °C.

Esperar a que el medio se atempere.

Afadir al matraz 50 ml de PBS 10 x.

Alicuotar en tubos de 100 ml y almacenar a 4 °C hasta su uso.

Preparacion de solucidn salina.

ok wnNE

Afadir 9 g de NaCl y 950 ml de agua destilada.

Comprobar que el pH estd préximo a 7,5. Sino lo esta ajustarlo.
Enrasar hasta 1 L con agua destilada.

Autoclavar durante 20 min a 121 °C.

Esperar a que el medio se atempere.

Alicuotar en tubos de 100 ml y almacenar a temperatura ambiente.

Preparacion de leche UHT desnatada sin lactosa clarificada diluida al 15 % (LSL).

W

® N,

En la cabina de flujo laminar, abrir el brick de leche, flamear ligeramente la boquilla
de plastico antes de verter la leche.

Afadir 7,5 ml de leche en un tubo falcon de 50 ml sin faldon.

Afadir agua destilada hasta los 50 ml. Agitar brevemente.

Centrifugar a 2.000 x g (4.000 rpm) durante 10 min. Descartar el pellet y trabajar
con el sobrenadante evitando recoger el sobrenadante graso.

Centrifugar a 10.000 x g (14.000 rpm) durante 15 min. Recoger el sobrenadante.
Filtrar el sobrenadante con un filtro con didmetro de poro de 0,45 um.

Centrifugar el filtrado a 10.000 x g (14.000 rpm) durante 15 min.

Recuperar y filtrar el sobrenadante por un filtro estéril con un diametro de poro de
0,22 pum.

Alicuotar en tubos de 15 ml y almacenar a - 20 °C hasta su uso.
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Preparacion de Luria-Bertoni con extracto de malta (LBM 2x).

1. Pesar los siguientes compuestos en una balanza (Tabla 2.5):

Tabla 2.5. Composicién del medio LBM 2x. Los compuestos aparecen en g necesarios para preparar 1 L.

Compuesto Cantidad (g)
Medio Luria-Bertoni sin sal 30
NacCl 10
Extracto de malta 40

2. Afadir estos compuestos a un matraz y afiadir agua destilada hasta los 1 L.
Autoclavar durante 20 min a 121 °C.
4. Alicuotar en tubos falcons de 50 ml con faldén y almacenar a 4 °C hasta su uso.

w

Clarificacion de los caldos de pollo o pescado.

1. Enlacabina de flujo laminar, abrir el brick del caldo, flamear ligeramente la esquina
de cartdn y flamear también las tijeras con las que se corta el brick.

2. Afadir 50 ml en un tubo falcon de 50 ml sin faldén.

Centrifugar a 2.000 x g (4.000 rpm) durante 10 min. Descartar el pellet y recoger el

sobrenadante evitando el sobrenadante graso.

Centrifugar a 10.000 x g (14.000 rpm) durante 15 min. Recoger el sobrenadante.

Filtrar el sobrenadante con un filtro con un diametro de poro de 0,45 um.

Centrifugar el filtrado a 10.000 x g (14.000 rpm) durante 15 min.

Recuperar el sobrenadante y filtrarlo por un filtro estéril con un didametro de poro

de 0,22 um.

8. Alicuotar en tubos de 15 ml y almacenar a - 20 °C hasta su uso.

w

Nouks

Preparacion de leche de soja clarificada diluida al 45 % (LS).

1. Enla cabina de flujo laminar, abrir el brick de leche de soja, flamear ligeramente la
boquilla de plastico antes de verter la leche.

2. Afadir aproximadamente 22,5 ml de leche de soja en un tubo falcon de 50 ml sin
faldén.

3. Centrifugar a 2.000 x g (4.000 rpm) durante 10 min. Descartar el pellet y recoger el

sobrenadante evitando el sobrenadante graso.

Centrifugar a 10.000 x g (14.000 rpm) durante 15 min. Recoger el sobrenadante.

Pasar el sobrenadante por un filtro estéril con un diametro de poro de 0,45 um.

Centrifugar el filtrado a 10.000 x g (14.000 rpm) durante 15 min.

Recuperar el sobrenadante y filtrar por un filtro estéril con un didametro de poro de

0,22 pm.

8. Alicuotar en tubos de 15 ml y almacenar a - 20 °C hasta su uso.

No vk
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Preparacion del suplemento alimenticio de extracto de levadura en escamas.

1. Pesar 2,5 g de escamas de levadura en una balanza y pasarlas a un tubo falcon de
50 ml sin faldén.

Afiadir 50 ml de agua destilada estéril para obtener una concentracion final 5 mg/ml.
Agitar durante 10 min a temperatura ambiente en un agitador a 50 rpm.
Centrifugar a 10.000 x g (14.000 rpm) durante 15 min.

Recuperar el sobrenadante vy filtrarlo por un filtro estéril con didmetro de poro de
0,22 pm.

6. Alicuotar en tubos falcon de 50 ml con faldén y almacenar a 4 °C hasta su uso.

ukhwN

Preparacion del extracto de Spirulina (Vive+©®).

1. Enla cabina de flujo laminar, con cuidado de no tocar nunca el contenido, abrir dos
capsulas y verter el polvo liofilizado en un tubo estéril de boca ancha (normalmente
un falcon de 50 ml sin faldén).

2. Afadir 14 ml de agua destilada estéril, siendo la concentracidn final de 50 mg/ml.

3. Agitar durante 10 min a temperatura ambiente en un agitador a 50 rpm.

4. Transferir el liquido a un tubo estéril y centrifugar a 10.000 x g (14.000 rpm) durante
10 min.

5. Retirar el sobrenadante y filtrarlo con un filtro estéril con un didmetro de poro de
0,22 um para esterilizar.

6. Alicuotar y almacenar a - 20 °C hasta su uso.

Preparacion del extracto de Fucus y Spirulina (Deliplus).

1. En la cabina de flujo laminar, abrir dos capsulas y verter el polvo que hay en el
interior a un tubo falcon sin faldéon de 50 ml, de forma similar a lo indicado en el
apartado anterior.

2. Afadir 14 ml de agua destilada estéril, siendo la concentracion final de 1,79 mg/ml
de Fucus y 50 mg/ml de Spirulina.

3. Agitar durante 10 min a temperatura ambiente en un agitador a 50 rpm.

4. Transferir el liquido a un tubo estéril y centrifugar a 10.000 x g (14.000 rpm) durante
10 min.

5. Retirar el sobrenadante y filtrarlo con un filtro estéril con un didmetro de poro de
0,22 um para esterilizar.

6. Alicuotar y congelar a - 20 °C hasta su uso.
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Preparacion de la clara de huevo de gallina.

En la cabina de flujo laminar, limpiar la superficie del huevo (preferiblemente de la
clase S o M) con papel impregnado en etanol al 70 %.

Flamear ligeramente el huevo en la zona donde se va a romper.

Romper el huevo y verterlo en una placa Petri estéril.

Retirar 0,5 ml de clara usando puntas de boca ancha (Finntip®, Thermofisher
Scientific, Waltham, MA, USA) o bien puntas recortadas en el laboratorio, y afiadirla
a un tubo estéril que contiene 0,5 ml de solucion fisioldgica salina.

Centrifugar a 10.000 x g (14.000 rpm) durante 10 min.

Retirar el sobrenadante y filtrarlo con un filtro estéril con didmetro de poro de 0,22
pum para esterilizar.

Alicuotar y almacenar a 4 °C hasta su uso.

Preparacion de la yema de huevo de gallina.

w

En la cabina de flujo laminar, limpiar la superficie del huevo (clase S 0 M) con papel
impregnado en etanol al 70 %.

Flamear ligeramente el huevo en la zona donde se va a romper.

Romper el huevo y verterlo en una placa Petri estéril.

Retirar 0,5 ml de yema (evitando coger el blastodermo) usando puntas de boca
ancha (Finntip®, Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA) o bien puntas
recortadas en el laboratorio, y afadirla a un tubo estéril que contiene 0,5 ml de
solucidn fisioldgica salina.

Centrifugar a 10.000 x g (14.000 rpm) durante 10 min.

Retirar el sobrenadante evitando la pequefia capa flotante y filtrarlo con un filtro
estéril con didmetro de poro de 0,22 um para esterilizar.

Alicuotar y almacenar a 4 °C hasta su uso.

Preparacion de la cerveza sin alcohol.

Abrir la botella de cerveza en una cabina de flujo laminar. Flamear la boca y anadir
40 ml de cerveza en un tubo falcon de 50 ml estéril.

Antes de afiadir la cerveza sin alcohol a cualquier medio de cultivo, hay que eliminar
el gas carbdnico. Por este motivo no se cierra a fondo el tapdn a rosca del tubo falcon
y se deja a 4 °C durante una noche para permitir la eliminacidon gradual del gas
carbonico.

Composicion de los medios 1 a 80.

La composicién detallada de los 80 medios de cultivo empleados se presenta en las Tabla 2.6

a Tabla 2.9:
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Tabla 2.6. Composicidn de los medios 1 - 21. Los ingredientes aparecen en pl para preparar 1 ml de medio.
Los caldos y la leche sin lactosa fueron clarificados antes de su inclusién en el medio. LSL: leche UHT
desnatada sin lactosa clarificada diluida al 15 %. LBM: Medio Luria-Bertoni con extracto de malta.
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Tabla 2.7. Composicion de los medios 22 - 42. Los ingredientes aparecen en ul para preparar 1 ml de medio.
Los caldos y la leche sin lactosa fueron clarificados antes de su inclusién en el medio. LSL: leche UHT
desnatada sin lactosa clarificada diluida al 15 %. LBM: Medio Luria-Bertoni con extracto de malta.
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Capitulo 2: Aislamiento y cultivo de aislados de Acanthamoeba

Tabla 2.8. Composicion de los medios 43 - 65. Los ingredientes aparecen en pl para preparar 1 ml de medio.
Los caldos, la espirulina, la levadura, la leche de soja y la leche sin lactosa fueron clarificados antes de su
inclusion en el medio. LSL: leche UHT desnatada sin lactosa clarificada diluida al 15 %. LBM: Medio Luria-
Bertoni con extracto de malta.
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Tabla 2.9. Composicion de los medios 66 - 80. Los ingredientes aparecen en ul para preparar 1 ml de medio.
El caldo, los componentes de huevo y la mezcla Fucus + Spirulina fueron clarificados antes de su inclusion
en el medio. LBM: Medio Luria-Bertoni con extracto de malta.
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350
210

o
m| e

25
325

[an]
LM

79
50
10
350
210
20
0
15
345

78
50
10
350
210
0
0
25
355

77
50
10
350
210
0
0
50
330

76
50
10
350
210
0
0
100
280

75
50
10
350
210
0
0
200
180

74
50
10
350
210
0
0
300
80

Medios
73
50
10

350
210
0
50
0
330

72
50
10
350
210
0
100
0
280

71
50
10
350
210
0
150
0
230

70
50
10
350
210
0
200
0
180

69
50
10
350
210
30
0
0
350

68
50
10
350
210
100
0
0
280

67
50
10
350
210
150
0
0
230

66
50
0
50
210
200
0
0
180

Ingredientes
HEPES 0,2 M
Mix antibidticos
Caldo de pollo
LBM
Yema de huevo
Clara de huevo
Spiruline + Fucus
dH,0 estéril
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Cultivo en medio axénico de las cepas clonadas y observacidn al microscopio éptico.

1. Transferir, de un cultivo clonal en placa de agar con E. coli muerto, un fragmento de
agar a los flask T25 cm? con los distintos medios e incubar a la temperatura
adecuada. A los dos dias de la incubacidn, observar si hay crecimiento amebiano:

e En el caso de observarse trofozoitos en el flask, observar periédicamente para
comprobar que se dividen y se establece un cultivo en confluencia.

e En el caso de no observarse trofozoitos en el flask a los dos dias tras su
inoculacion, observar el flask durante 2 semanas. Si en dos semanas no se
observa crecimiento, se concluye que el aislado no crece en ese medio de
cultivo.

Cultivo en medio axénico de las cepas clonadas y observacién por OCR.

1. Adadir 5 ml de PBS 1x y lavar la superficie del agar de un cultivo clonal. De esta
forma, los trofozoitos y quistes se desprenden del agar y quedaran resuspendidos
en PBS 1x.

2. Retirar el PBS 1x y transferir a un tubo de 15 ml estéril.

3. Retirar una alicuota del tubo y mezclarla en proporcidn 1:1 con rojo Congo al 0,2 %;
es decir, si se retiran 15 pl de la solucién de PBS 1x y se mezclan con 15 pl de rojo
Congo al 0,2 %.

4. Colocar la mezcla en la cdmara de recuento Fuchs-Rosenthal y contar el numero de
trofozoitos presentes en 4 de los cuadrados. Aplicar la férmula de la cdmara para
determinar el nimero de trofozoitos que hay en 1 pl:

n° de cél. contadas
C_él _superficie * profundidad * dilucion
pl n° de cuadrados contados

n° de cél. contadas
cél _ 16%0,2x1/2

o 4

5. Ajustar el nimero de trofozoitos a 10° en PBS 1x.

6. Afadir 10 pl de la solucién de 10° trofozoitos/pul a cada pocillo de una placa de 96
pocillos de OCR.

7. Afadir 90 pl del medio a estudiar.

8. Sellar cada pocillo con 100 pl de aceite mineral para evitar el intercambio de
oxigeno.

9. Incluir en la placa multipocillo sulfato cuprico a una concentracidn final en el pocillo
de 0,1 mg/ml como control negativo y sulfito sddico a una concentracién final en el
pocillo de 0,01 mg/ml como control positivo.

10. Incubar la placa multipocillo en el lector de placas VICTOR® que estad programado
para obtener dos lecturas por pocillo cada hora durante 72 h. La fluorescencia
(excitacion a 340 nm / emisidn a 642 nm) fue leida con un retraso de 30y 70 ps.

11. Transformar las absorbancias obtenidas a consumo de O2 mediante la ecuacién de
Stern-Volmer.
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3.4. Estudio del perfil respiratorio como sistema para el
cribado de nuevos medios de cultivo de Acanthamoeba

spp.

Estos estudios se realizaron para determinar el perfil respiratorio que tienen las cepas en
condiciones de cultivo éptima y subdptima mediante placas de OCR y recuento manual. Los
medios de cultivo que se emplearon en este tipo de estudio fueron el medio CERVA diluido a
0,75; 0,5; 0,25 y 0,12x, como control negativo se usé PBS 1x.

También, se estudid el perfil respiratorio de A. griffini MYP2004 cultivado en los medios de
cultivo preparados a partir de ingredientes tales como zumo de uva, caldos, leche sin lactosa,
etc... (Medios 1 - 80) con las placas de OCR.

Material y reactivos empleados

=  Microscopio invertido (Motic AE21).

=  Lector de fluorescencia de tipo TRF (VICTOR®).

*  Flask de cultivo celulares T75 cm?.

=  Pipetas estériles de 10 ml.

= Aparato auxiliar de pipeteado Accu-jet®.

=  Tubos falcon de 50 ml estériles con falddn.

=  Tubos de 15 ml estériles.

=  Placas de 96 pocillos tipo LT (Oxoprobics Bioscience).
=  Placas de 24 pocillos.

=  Aceite mineral (Sigma, M5904).

=  Sulfato cuprico (Oxoprobics Bioscience).

=  Sulfito sédico (Oxoprobics Bioscience).

= Cdmara de recuento Fuchs-Rosenthal.

= Medio CERVA.

= Acanthamoeba griffini MYP2004 (Heredero-Bermejo et al., 2015).

Metodologia

Ensayo de estudio del perfil respiratorio usando las placas OCR.

1. Realizar diluciones seriadas en agua destilada estéril del medio CERVA: 1;0,75;0,5;
0,25; 0,12 y 0,06x.

2. Emplear como indculo un cultivo de A. griffini MYP2004 en fase de crecimiento
exponencial.

3. Desprender los trofozoitos del frasco de cultivo mediante choque frio. Para ello,
colocar el flask sobre hielo picado durante 10 min.

4. Retirar una alicuota del flask y mezclar en proporcién 1:1 con rojo Congo al 0,2 %.

5. Colocar la mezcla en la cdmara de recuento Fuchs-Rosenthal y contar el nimero de
trofozoitos.

6. Aplicar la férmula de la camara para determinar el nimero de trofozoitos que hay
en 1 ply ajustar el nimero de trofozoitos a 10° en PBS 1x.
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7. Afadir 10 pl de la solucién de 10° trofozoitos/pl a cada pocillo de una placa de 96
pocillos de OCR tipo LT (Oxoprobics Bioscience). Se debe mantener la microplaca en
hielo picado durante la preparacion para que el crecimiento sea sincrénico en todos
los pocillos.

8. Afiadir 90 pul del medio a estudiar.

9. Sellar cada pocillo con 100 pl de aceite mineral para evitar el intercambio de
oxigeno.

10. Incluir en la placa multipocillo sulfato clprico a una concentracion final en el pocillo
de 0,1 mg/ml como control negativo y sulfito sédico a una concentracidn final en el
pocillo de 0,01 mg/ml como control positivo.

11. Incubar la placa multipocillo en el lector de placas VICTOR® que estd programado
para obtener dos lecturas por pocillo cada hora durante 72 h. La fluorescencia
(excitacion a 340 nm / emisién a 642 nm) fue leida con un retraso de 30 y 70
microsegundos.

12. Transformar la fluorescencia obtenida a concentraciéon de O2 mediante la ecuacién
de Stern-Volmer.

Estudio de viabilidad mediante recuento manual.

1. Realizar diluciones seriadas en agua destilada estéril del medio CERVA: 1;0,75;0,5;
0,25; 0,12 y 0,06x.

2. Emplear cultivos de A. griffini MYP2004 en crecimiento exponencial.

3. Despender los trofozoitos del frasco de cultivo mediante choque frio. Para ello se
coloca el flask sobre hielo picado durante 10 min.

4. Retirar una alicuota del flask mezclado en proporcién 1:1 con rojo Congo.

5. Colocar la mezcla en la cdmara de recuento Fuchs-Rosenthal y contar el nUmero de
trofozoitos.

6. Aplicar la férmula de la cdmara para determinar el nimero de trofozoitos que hay
en 1 ply ajustar el nUmero de trofozoitos a 10° en PBS 1x.

7. Afadir 60 pl de la solucién de 10° trofozoitos/pl a cada pocillo de una placa de 24
pocillos.

8. Aiadir 540 ul del medio a estudiar.

9. Incubar la placa a la temperatura de crecimiento correspondiente de la cepa.

10. Realizar recuento manual a las 24 horas, 3y 7 dias. Para ello, despegar los trofozoitos
de los pocillos mediante choque térmico (frio). Retirar una alicuota que se mezcla
con rojo Congo a una proporcién 1:1 y contar las amebas en la camara de recuento.

Estudio del perfil respiratorio en los distintos medios usando las placas OCR.

1. Preparar los medios 1 - 80, tal y como se han descrito previamente.

Emplear un cultivo de A. griffini MYP2004 en crecimiento exponencial.

3. Desprender los trofozoitos del frasco de cultivo mediante choque frio. Para ello,
colocar el flask sobre hielo picado durante 10 min.

4. Retirar una alicuota del flask y mezclar en proporcién 1:1 con rojo Congo.

5. Colocar la mezcla en la cdmara de recuento Fuchs-Rosenthal y contar el nUmero de
trofozoitos.

6. Aplicar la formula de la cdmara para determinar el nimero de trofozoitos que hay
en 1 ply ajustar el nimero de trofozoitos a 10° en PBS 1x.

N
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7. Afadir 10 pl de la solucién de 10° trofozoitos/pl a cada pocillo de una placa de 96
pocillos de OCR. Se debe mantener la microplaca en hielo picado durante la
preparacion para que el crecimiento sea sincrénico en todos los pocillos.

8. Afadir 90 pl del medio a estudiar.

9. Sellar cada pocillo con 100 ul de aceite mineral para evitar el intercambio de
oxigeno.

10. Incluir en la placa multipocillo sulfato cuprico a una concentracion final en el pocillo
de 0,1 mg/ml como control negativo y sulfito sédico a una concentracién final en el
pocillo de 0,01 mg/ml como control positivo.

11. Incubar la placa multipocillo en el lector de placas VICTOR® que esta programado
para obtener dos lecturas por pocillo cada hora durante 72 h. La fluorescencia
(excitacion a 340 nm / emisién a 642 nm) fue leida con un retraso de 30 y 70
microsegundos.

12. Transformar la fluorescencia obtenida a concentracion de Oz mediante la ecuacion
de Stern-Volmer.

3.5. Estudio de los medios de cultivo realizados con
ingredientes provenientes de productos alimenticios de
origen espanol

Una vez conocido el perfil respiratorio de A. griffini MYP2003 cultivada en los medios de
cultivo del 1 al 80, se estudid por recuento manual el crecimiento de 12 de esos medios (Figura
2.3). De esos 12, se seleccionaron los dos éptimos para estudiar el crecimiento de las cepas que
no crecian en los medios habituales, y también de las cepas que si crecian en los medios
habituales, y asi determinar si estos medios se pueden usar como medio universal para todas las
cepas amebianas.

OCR Recuento manual Observacion microscopia

/

qu TiediOS l’jqe GUIfthVO 12 Medios de 2 Medios de cultivo
probados en A. griffini cultivo probados en bad tod
MYP2004 A. griffiniMYP2004  lascepas

Figura 2.3. Esquema de la metodologia empleada en el estudio de los medios de cultivo 1 al 80.

También se estudio la forma de conservar los medios de cultivo, es decir, el efecto de
refrigeracion y/o congelacién y el nimero de ciclos que se pueden congelar sin que se vea
afectado el rendimiento del medio. En el caso de uno de los medios alternativos que mostraba
crecimiento optimo (concretamente el nimero 39), se hizo una prueba en la cual se eliminé el
buffer HEPES del conjunto de ingredientes. Esto nos indicaria si este componente era esencial
para la buena marcha del cultivo.
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Material y reactivos empleados

=  Microscopio invertido (Motic AE21).

= Lector de fluorescencia de tipo TRF (VICTOR®).
= Bisturi.

*  Flask de cultivo celulares T25 cm?.

=  Pipetas estériles de 10 ml.

=  Aparato auxiliar de pipeteado Accu-jet®.

=  Tubos falcon de 50 ml estériles con falddn.

=  Tubos de 15 ml estériles.

=  Placas de 96 pocillos tipo LT (Oxoprobics Bioscience).
=  Placas de 24 pocillos.

=  Aceite mineral (Sigma, M5904).

=  Sulfato cuprico (Oxoprobics Bioscience).

=  Sulfito sddico (Oxoprobics Bioscience).

=  Cdmara de recuento Fuchs-Rosenthal.

= Medio PYG.

= Medio CERVA.

"  Medios 1 -80.

Metodologia

Estudios con placas OCR sobre el efecto de la refrigeracién/congelacién en los medios de
cultivo alternativos.

1. Preparar los medios 39 y 80, tal y como se han descrito previamente. Realizar
alicuotas de cada uno en tres tubos diferentes. Usar directamente uno de los tubos,
mantener en la nevera durante 2 semanas otro de los tubos, y, el tercero,
mantenerlo en el congelador durante 2 semanas, pero descongelandolo y
volviéndolo a congelar 6 veces.

2. Emplear un cultivo de A. griffini MYP2004 en crecimiento exponencial.

3. Desprender los trofozoitos del frasco de cultivo mediante choque frio. Para ello,
colocar el flask sobre hielo picado durante 10 min.

4. Retirar una alicuota del flask mezclarlo 1:1 con rojo Congo.

5. Colocar la mezcla en la cdmara de recuento Fuchs-Rosenthal y contar el nimero de
trofozoitos.

6. Aplicar la formula de la cdamara para determinar el nimero de trofozoitos que hay
en 1 ply ajustar el nUmero de trofozoitos a 10° en PBS 1x.

7. Afadir 10 pl de la solucién de 10° trofozoitos/pl a cada pocillo de una placa de 96
pocillos de OCR. Se debe mantener la microplaca en hielo picado durante la
preparacién para que el crecimiento sea sincrénico en todos los pocillos.

8. Afadir 90 ul del medio a estudiar.

9. Sellar cada pocillo con 100 pl de aceite mineral para evitar el intercambio de
oxigeno.

10. Incluir en la placa multipocillo sulfato clprico a una concentracion final en el pocillo
de 0,1 mg/ml como control negativo y sulfito sédico a una concentracion final en el
pocillo de 0,01 mg/ml como control positivo.
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11.

12.

Incubar la placa multipocillo en el lector de placas VICTOR® que esta programado
para obtener dos lecturas por pocillo cada hora durante 72 h. La fluorescencia
(excitacion a 340 nm / emisidén a 642 nm) fue leida con un retraso de 30 y 70
microsegundos.

Transformar la fluorescencia obtenida a concentracién de O2 mediante la ecuacién
de Stern-Volmer.

Estudios con placas OCR sobre el efecto de la ausencia de buffer HEPES en los mismos.

Preparar el medio 39, tal y como se ha descrito previamente, pero sin afiadir el
buffer HEPES.
Preparar las placas de forma similar a lo expuesto en el apartado anterior.

Ensayos de viabilidad por recuento manual.

®

Estudio del crecimiento de A. griffini MYP2004 en los medios 5, 10, 27, 30, 35, 39,
54, 63,69, 74, 78, 79 y 80.

Desprender los trofozoitos del frasco de cultivo mediante choque frio. Para ello,
colocar el flask sobre hielo picado durante 10 min.

Retirar una alicuota y mezclar en proporcion 1:1 con rojo Congo.

Colocar la mezcla en la cdamara de recuento Fuchs-Rosenthal y contar el nimero de
trofozoitos.

Aplicar la formula de la camara para determinar el nimero de trofozoitos que hay
en 1 ply ajustar el nimero de trofozoitos a 10° en PBS 1x.

Afiadir 60 pl de la solucién de 10° trofozoitos/ul a cada pocillo de una placa de 24
pocillos.

Afadir 540 ul del medio a estudiar.

Incubar la placa a la temperatura de crecimiento correspondiente de cada cepa.
Realizar el recuento manual a las 24 h, 3y 7 dias. Para ello, despegar los trofozoitos
de los pocillos mediante choque frio, retirar una alicuota que se mezcla con rojo
Congo y se cuenta en la cdmara de recuento.
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Ensayos de crecimiento en los medios 39 y 80.

1. Estudio del crecimiento en los medios 39 y 80 de las cepas que se muestran en la
Tabla 2.10.

2. Emplear como indculo los trofozoitos en fase de crecimiento exponencial. Despegar
los protozoos del flask mediante choque térmico (frio). En el caso de la cepa ISCIII-
UAH 64/13 se parte de un cultivo clonal en placa de agar con E. coli muerto, afiadir
5 ml de PBS 1x y lavar la superficie del agar. De esta forma, los trofozoitos y quistes
se desprenden del agar y quedan suspendidos en PBS 1x.

3. Retirar una alicuota y mezclar en proporcién 1:1 con rojo Congo al 0,2 %. Colocar la
mezcla en la cdmara de recuento Fuchs-Rosenthal y contar el nimero de trofozoitos.

4. Aplicar la férmula de la cdmara para determinar el numero de trofozoitos que hay
en 1 ply ajustar el nimero de trofozoitos a 10° en PBS 1x.

5. Afadir 60 pl de la solucién de 10° trofozoitos/pl a cada pocillo de una placa de 24
pocillos.

6. Afadir 540 ul del medio a estudiar.

7. Incubar la placa a la temperatura de crecimiento correspondiente de cada cepa.

8. Visualizar si hay crecimiento con la ayuda de un microscopio invertido al dia 1, 3, 6
y 7 desde la inoculacion.

9. Retirar cada semana el medio y afadir medio fresco, y observar el crecimiento
mediante microscopio. Realizar este proceso durante 1 mes.

Tabla 2.10. Cepas empleadas en el ensayo de crecimiento en los medios 39 y 80 preparados con
ingredientes provenientes de productos alimenticios elaborados en Espafia.

ID CEPA GENOTIPO Y MEDIO DE CULTIVO Y
ESPECIE TEMPERATURA

ATCC - 30234 T4 - A. castellanii PYG + 2% Bactositona / 25 °C
CCAP - 1501/1A T4 - A. castellanii PYG + 2% Bactositona / 25 °C
ATCC-30171 A. culbertsoni CERVA /25 °C

CCAP - 1501/9 A. astronyxis PYG + 2% Bactositona / 32 °C
2961 A. polyphaga PYG + 2% Bactositona / 32 °C
BYB2017 T2 CERVA /25 °C

MYP 2004 T3 - A. griffini CERVA/37°C
ISCIII-UAH 64/13 T4B CERVA/32°C
ISCIII-UAH 85/13 T4A CERVA/32°C
ISCIII-UAH 66/14 T3 No /37 °C
ISCIII-UAH 161/15 T4 CERVA/32°C
EV-UAH-P6 T4 PYG + 2% Bactositona / 32 °C
EV-UAH-V7 T4 PYG + 2% Bactositona / 32 °C
P-UAH-03 T2 PYG + 2% Bactositona / 32 °C
PV-UAH-V2 T2 CERVA/32°C
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3.6. Estudio de los medios de cultivo realizados con
ingredientes provenientes de productos alimenticios de
origen austriaco

Se estudid la reproducibilidad del cultivo de distintos aislados de Acanthamoeba spp. usando
los medios 39y 80, pero preparados con ingredientes austriacos para determinar si estos medios
eran una herramienta eficaz para el mantenimiento de aislados amebianos en otros paises,
donde habria que utilizar marcas de ingredientes alternativos distintos a los espafioles.

Material y reactivos empleados

= Microscopio invertido (Zeiss, Axiophot).

= Bisturi.

=  Placas Petri.

*  Flask de cultivo celulares T25 cm?.

=  Pipetas estériles de 10 ml.

= Aparato auxiliar de pipeteado (Integra Pipetboy).

=  Filtros de peonza o de jeringa de 0,22 pum (Sartorius).

=  Filtros de peonza o de jeringa de 1,20 um (Sartorius).

=  Filtros de peonza o de jeringa de 5 um (Sartorius).

=  Tubos falcon de 50 ml estériles con falddn.

=  Tubos falcon de 50 ml estériles sin faldon.

=  Tubos de 15 ml estériles.

=  Camara de recuento Fuchs-Rosenthal.

=  Agar (Oxoid, LP0011)

= Cloruro sédico (NaCl) (Merck, 1064040500).

= Extracto de levadura (BD, BD211929).

= Glucosa (Merck, 108342).

=  Fosfato disédico (Na2HPOa4) (Merck, RES20908-A702X).

=  Fosfato monopotdsico (KH2PO4) (Merck, P5655-100G).

=  Mix de antibiédticos.

=  Medio Luria-Bertoni (Usb, 75851).

*  Acido 4-(2-hidroxietil-1-piperazino-etanosulfénico (HEPES) (Sigma, H-3375)
=  Solucidn salina amortiguada por fosfatos de Dulbecco a 10x (PBS) (Sigma, D1408).
= Solucidn salina.

=  Extracto de malta (Merck, 105391).

=  Pastillas de Fucus y Spirulina (Deliplus®).

=  Huevos de gallina (BILLA).

=  Leche sin lactosa baja en grasa (Schéardinger).

=  Pastillas de caldo de pollo (Maggi): Se disolvieron 25 g en 100 ml.
= HCl1M.


http://www.merckmillipore.com/ES/es/product/D+-Glucose-monohydrate,MDA_CHEM-108342
http://www.merckmillipore.com/ES/es/product/Malt-extract,MDA_CHEM-105391
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Metodologia

Ensayos de crecimiento en los medios 39 y 80 realizados con ingredientes de origen
austriaco.

1. Estudio del crecimiento en los medios 39y 80 de cepas pertenecientes a la coleccidn
del laboratorio de Parasitologia Molecular de Medizinische Universitdat Wien,
algunas de estas cepas no son cultivables en medios axénicos como se indica en la
Tabla 2.11:

Tabla 2.11. Lista de cepas empleadas en el ensayo de crecimiento en los medios 39 y 80 preparados con
ingredientes austriacos.

MEDIO DE CULTIVO Y
ID CEPA GENOTIPO Y ESPECIE TEMPERATURA
Zoo 8 T11 - Acanthamoeba sp. No /25 °C
118 M, T5 - A. lenticulata No /25 °C
Bud9 T12 — Acanthamoeba sp. No /25 °C
Pb 40 T - A. comandoni No /25 °C
A1PW Paravahlkampfia ustiana No /25 °C
Bud4 Naegleria sp. No /25 °C
HC Harmanella cantabrigiensis No /25 °C
Nek 15 T3 — Acanthamoeba sp. No /25 °C
AFR 4/15 T13 — Acanthamoeba sp. No /25 °C
Casino T15 — Acanthamoeba sp. No /25 °C
Wir 17 T4 — Acanthamoeba sp. PYG/ 25 °C
Neh 17 Acanthamoeba sp. No /25 °C
Neff T4 —A. castellanii PYG /25 °C
Str17 T4 — Acanthamoeba sp. PYG/ 25 °C

2. En Austria se utilizaron como indculo quistes de Acanthamoeba spp. en lugar de
trofozoitos. Afiadir 5 ml de HCI 1 M a un cultivo clonal en placa de agar con E. coli
vivo, y lavar la superficie del agar. De esta forma, los trofozoitos y quistes se
desprenden del agar, los trofozoitos se eliminan con HCI.

3. Centrifugar 10 min a 100 x g. Resuspender el pellet en 5 ml de PBS 1x. Realizar dos
lavados con PBS 1x.

4. Retirar una alicuota y realizar el recuento de quistes en la cdmara Fuchs-Rosenthal.

5. Aplicar la férmula de la cdmara para determinar el nimero de quistes que hay en 1
uly ajustar el nimero de quistes a 103 en PBS 1x.

6. Afadir 60 pl de la solucién de 103 quistes/ul a cada pocillo de una placa de 24
pocillos.

7. Aiadir 540 ul del medio a estudiar.

Incubar la placa a la temperatura de crecimiento correspondiente de cada cepa.

9. Visualizar si hay crecimiento con la ayuda de un microscopio invertido al dia 1, 3, 6
y 7 desde la inoculacién.

10. Retirar el medio de los pocillos cada semana y afiadir medio fresco, el crecimiento
se observa mediante microscopio. Se realiza durante 3 semanas.

©®
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3.7. Medios de enquistamiento

En la actualidad, la produccion de quistes mediante medios de enquistamiento o por
agotamiento de nutrientes del medio, es muy lenta, este proceso puede durar al menos 3
semanas y el nimero de quistes obtenido suele ser bajo. Por estos motivos, se propuso estudiar
y disefiar medios de enquistamiento con mayor rendimiento, es decir, que primero promovieran
la multiplicacion de los trofozoitos de manera rapida para posteriormente enquistarse. Para ello,
se compard mediante recuento manual vy visualizacion al microscopio el medio de
enquistamiento Neff con medios que contienen extractos de suelo.

Se estudid la capacidad de enquistamiento de los medios SWE, SLBM, Scervak y SpygE
preparados a partir de suelo luvisol rédico-cromico obtenido de una zona con Quercus coccifera
y Q. petraea. Estos medios se estudiaron en la cepa A. castellanii ATCC 30234, Neff y Str17
(excepto el medio Scervak), A. griffini MYP2004 (excepto el medio SpygE).

Material y reactivos empleados

=  Microscopio invertido (Motic AE21).

*  Flask de cultivo celulares T25 cm?.

=  Pipetas estériles de 10 ml.

=  Aparato auxiliar de pipeteado (Accu-jet® e Integra Pipetboy).

= Tubos falcon de 50 ml estériles con faldén.

=  Tubos falcon de 50 ml estériles sin faldon.

=  Tubos de 15 ml estériles.

= Placas de 24 pocillos.

=  Filtros de peonza o de jeringa con un tamafio de poro de 0,22 um (Sartorius).

=  Papel defiltro.

= Cdmara de recuento Fuchs-Rosenthal.

=  PBS1X.

=  Medio PYG.

= Medio CERVA.

=  Medio Luria-Bertoni con extracto de malta.

=  Medio Neff.

=  Medio SWE.

=  Medio SLBM.

=  Medio ScervaE.

=  Medio SpygE.

= Suelo luvisol rédico-crémico obtenido de una zona con Quercus coccifera en Alcala
de Henares (Espafa) y suelo luvisol rédico-cromico obtenido de una zona con
Quercus petraea en Viena (Austria).

= Cepas amebianas: A. castellanii ATCC 30234, Neff, Str17 y A. griffini MYP2004
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Metodologia

Preparacion del medio Neff.

1. Afadir estos compuestos a un matraz para preparar 1 L (Tabla 2.12)

Tabla 2.12. Composicidn del medio de enquistamiento Neff. Los compuestos estan en g para preparar 1 L.

Compuesto Cantidad (g)
Amendiol 2,105
KCI 7,45
MgS04:7H,0 1,97
CaCl,2H,0 0,06
NaHCO3; 0,085

2. AjustarelpHa8,8.
3. Autoclavar durante 20 min a 121 °C.
4. Conservar a4 °Cdurante 2 semanas.

Preparacion del medio SWE.

1. Tamizar el suelo pasandolo por un tamiz granulométrico con un didmetro de malla
de 1 mm.

2. Meazclar este suelo con agua estéril destilada en una proporcion 1:1 en tubos falcon

sin faldoén.

Colocar los tubos en un agitador orbital para su agitacion a 50 rpm durante 10 min.

Centrifugar la mezcla a 2.000 x g durante 10 min.

Filtrar el sobrenadante con papel de filtro.

Centrifugar este filtrado durante 5 min a 10.000 x g.

Esterilizar el sobrenadante con un filtro de peonza o de jeringa con un didametro de

poro de 0,22 um.

8. Conservara4°C.

Noubkw

Preparacion del medio SLBM.

1. Tamizar el suelo pasandolo por un tamiz granulométrico con un didmetro de malla
de 1 mm.

Mezclar este suelo con medio Luria-Bertani con extracto de malta en una proporcion
1:1 en tubos falcon sin faldén.

Colocar los tubos en un agitador orbital para su agitacion a 50 rpm durante 10 min.
Centrifugar la mezcla a 2.000 x g durante 10 min.

Filtrar el sobrenadante con papel de filtro.

Centrifugar este filtrado durante 5 min a 10.000 x g.

Esterilizar el sobrenadante con un filtro de peonza o de jeringa con un tamafio de
poro de 0,22 um.

8. Conservara4 °C.

N

Noubkw
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Preparacion del medio ScervaE.

Noukuw

Tamizar el suelo pasdandolo por un tamiz granulométrico con un didmetro de malla
de 1 mm.

Mezclar este suelo con el medio CERVA en una proporcién 1:1 en tubos falcon sin
faldon.

Colocar los tubos en un agitador orbital para su agitacion a 50 rpm durante 10 min.
Centrifugar la mezcla a 2.000 x g durante 10 min.

Filtrar el sobrenadante con papel de filtro.

Centrifugar este filtrado durante 5 min a 10.000 x g.

Esterilizar el sobrenadante con un filtro de peonza o de jeringa con un tamaio de
poro de 0,22 um.

Conservar a4 °C.

Preparacion del medio SpygE.

Noukuw

Tamizar el suelo pasandolo por un tamiz granulométrico con un didmetro de malla
de 1 mm.

Mezclar este suelo con el medio PYG + bactocasiona en una proporcién 1:1 en tubos
falcon sin faldén.

Colocar los tubos en un agitador orbital para su agitacion a 50 rpm durante 10 min.
Centrifugar la mezcla a 2.000 x g durante 10 min.

Filtrar el sobrenadante con papel de filtro.

Centrifugar este filtrado durante 5 min a 10.000 x g.

Esterilizar el sobrenadante con un filtro de peonza o de jeringa con un tamafio de
poro de 0,22 um.

Conservar a4 °C.

Ensayo de enquistamiento.

Emplear cultivos en crecimiento exponencial. Despegar los trofozoitos de estos
cultivos por choque frio.

Centrifugar 10 min a 100 x g. Resuspender el pellet en 5 ml de PBS 1x. Realizar dos
lavados con PBS 1x.

Retirar una alicuota y realizar el recuento de quistes en la cdmara Fuchs-Rosenthal.
Aplicar la férmula de la cdmara para determinar el nimero de trofozoitos que hay
en 1 ply ajustar el nimero de trofozoitos a 10° en PBS 1x.

Afadir 60 pl de la solucién de 10° trofozoitos/ul a cada pocillo de una placa de 24
pocillos.

Afadir 540 ul del medio a estudiar.

Incubar la placa a la temperatura de crecimiento correspondiente de cada cepa.
Visualizar si hay enquistamiento con la ayuda de un microscopio invertido al dia 1,
3y 7 desde la inoculacion.

Realizar recuento manual en cada uno de los tiempos establecidos. Para ello, retirar
una alicuota y realizar el recuento de nimero de trofozoitos y quistes en la cdmara
Fuchs-Rosenthal.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Toma de muestras

Durante los afios 2013 - 2015 se recibieron en el Instituto de Salud Publica Carlos Il 6
muestras procedentes de pacientes con una alta sospecha de padecer queratitis amebiana. Estas
6 muestras fueron cedidas al laboratorio de Parasitologia de la Universidad de Alcala. Tres de las
muestras pertenecian a pacientes no usuarios de lentes de contacto y las otras 3, a pacientes
portadores de lentillas (Tabla 2.13).

Tabla 2.13. Lista de muestras clinicas obtenidas durante los afios 2013 - 2015, con indicacion de pertenencia
o no al grupo de portadores de lentes de contacto.

ID Cepa Tipo de muestra Po,:::j.’,‘,’;sde Positivo
ISCIII-UAH 6/13 Exudado corneal No No
ISCIII-UAH 64/13 Liquido de lentillas Si Si
ISCIII-UAH 85/13 Exudado corneal No Si
ICIII-UAH 66/14 Liquido de lentillas Si Si
ISCIII-UAH 161/15 Exudado corneal No Si
ISCIII-UAH 163/15 Exudado corneal No Si

El nimero de muestras recibidas durante dos afios en el Instituto de Salud Publica Carlos Il
fue bajo, debido a que la queratitis amebiana no es una enfermedad de declaracion obligatoria
en Espafia (BOE, 2015 Real Decreto 2210/1995.). Ademas, es una patologia poco conocida entre
el colectivo médico, de sintomatologia similar a la causada por el virus Herpes simple o algunos
adenovirus (Khan, 2006). Todos estos factores contribuyen a que pocos pacientes sean
diagnosticados de queratitis amebiana y por ende que lleguen pocas muestras al ISCIII.

De los limnoembalses de la Comunidad de Castilla y La Mancha, se tomaron un total de 52
muestras. De estas 52 muestras, 27 se tomaron en el embalse El Vicario, recogiéndose 7
muestras en cada estacion del afio, excepto en otofio que sdlo se obtuvieron 6 muestras. Cada
estacion del afio, se tomaron muestras de distintos puntos del embalse, denominandolas EV-
UAH-xy, siendo “x” un nimero del 1 al 7 que indica en que zonas del embalse se tomd (Figura
2.1). Por su parte, la “y” indica la estacidn del afio en que se muestred, siendo invierno la letra
“1”, primavera la letra “P”, verano la letra “V” y otofio, la letra “O”. De la Presa Verde sélo
recogieron 4 muestras: dos en primavera (PV-UAH-1P y PV-UAH-2P) y otras dos en verano (PV-
UAH-1V y PV-UAH-2V). El limnoembalse de Pareja se muestred 21 veces: 5 en primavera (P-UAH-
xP), verano (P-UAH-xV) y otofio (P-UAH-x0), mientras que en invierno se recogieron 6 muestras
(P-UAH-xI).
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4.2. Aislamiento de cepas amebianas

Se consiguieron aislar amebas de un total de 10 muestras (17,24 %), de las cuales 5 son
procedentes de pacientes y las otras 5 de limnoembalses (Figura 2.4). El porcentaje de muestras
positivas es mayor en las de origen clinico (83,33 %) que en las de origen ambiental (9,61 %). Sin
embargo, estas cifras no quieren decir que sea mas frecuente aislar amebas de vida libre en
pacientes que en el ambiente, sino que las muestras recibidas del ISCIII habian sido enviadas por
hospitales de diferentes partes de Espafia con alta sospecha de ser positivas. En cambio, en los
limnoembalses no se habia realizado ningln estudio previo.

Figura 2.4. Esquema y numero de las muestras recogidas. -: muestras negativas; +: muestras positivas; Amb:
muestras ambientales; Clin: muestras clinicas; NUL: muestras procedentes de pacientes no usuarios de
lentillas; UL: muestras procedentes de pacientes usuarios de lentillas; EV: limnoembalse El Vicario; P:
limnoembalse de Pareja; PV: limnoembalse de Presa Verde.

De las 5 muestras positivas de origen clinico, 3 proceden de pacientes no portadores de
lentillas (ISCII-UAH 85/13, ISCHII-UAH 161/15 e ISCII-UAH 163/15) y las otras dos, si que
pertenecen a pacientes usuarios de lentes de contacto (ISCHI-UAH 64/13 e ISCIII-UAH 66/14).
Esto esta en contradiccidn con la bibliografia existente, donde son mas frecuente los casos de
queratitis amebiana en personas que usan lentillas (Pacella et al., 2013), pero el nimero de
muestras que se han analizado es bajo y no es representativo. No hay estudios previos ni
revisiones bibliograficas de los casos de queratitis amebiana en Espafia, como se ha realizado en
otros paises como Austria (Walochnik et al., 2014) y en naciones como Hong-Kong (Lam et al.,
2002) y Escocia (Seal et al., 1999). Es por eso por lo que se desconoce la incidencia de la queratitis
amebiana en nuestro pais. Ademas, en los casos estudiados en este trabajo no se tiene
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informacion de si estos pacientes tenian algun dafio en la cdrnea o si habian estado expuestos a
una fuente de riesgo. Por el contrario, si que se han descrito casos de pacientes portadores de
lentillas y no portadores con queratitis amebiana en Espafia, con caracterizacidn de las cepas
aisladas de estos casos (Lorenzo-Morales et al., 2007; Lorenzo-Morales et al., 2011; Magnet et
al., 2012; Arance-Gil et al., 2014; Heredero-Bermejo et al., 2014). Gomes et al., (2016) realizaron
un estudio en las lentillas y soluciones de limpieza de lentillas en individuos sanos en Madrid. En
la investigacion se encontrd ADN de Acanthamoeba spp. en el 49,2 %, pero sélo se consiguid un
aislado en una sola muestra y ninguno de los individuos presentaba sintomas de queratitis, por
lo que, este ultimo estudio no presenta resultados relevantes en la incidencia de queratitis
amebiana. Es necesario que se desarrollen estudios exhaustivos con la colaboracién del colectivo
sanitario, que notifiquen todos los casos de queratitis amebianas y envien las muestras al ISCIII
para que se realice una caracterizacion de las amebas presentes en dichas muestras. Este tipo
de estrategia se intentd llevar a cabo con el proyecto FIS P113/01106 “Protozoonosis
emergentes: nuevo desarrollo de técnicas de diagndstico, epidemiologia molecular vy
aproximaciones terapéuticas”, pero desgraciadamente no se consiguié que el colectivo sanitario
informara de dichos casos, es mas, sélo unos pocos hospitales colaboraron.

De los limnoembalses de la Comunidad de Castilla y La Mancha, se tomaron un total de 52
muestras de las cuales 5 se consiguieron aislar en cultivo xénico. De estas cinco, dos se aislaron
del embalse El Vicario en primavera (EV-UAH-6P) y verano (EV-UAH-7V). Otras dos fueron
aisladas de Presa Verde, ambas en verano (PV-UAH-1V y PV-UAH-2V). La ultima, se aislé del
limnoembalse de Pareja, en otofio (P-UAH-30). Todas las cepas aisladas se recogieron de la
superficie, excepto PV-UAH-2V y P-UAH-30 que se recogieron a 2 y 5 m de profundidad,
respectivamente. Las cepas aisladas pertenecian a muestras recogidas en las estaciones de
primavera, verano y otofio, siendo verano la estacion en la que mas cepas se aislaron. En estudios
previos realizados en Espafia, se han aislado AVL de fuentes publicas de agua de consumo
humano (Paniagua et al., 1990), de aguas termales de balneario (Penas-Ares et al., 1993), de
estuarios (Lloves et al., 1996), de torres de refrigeracion (Heredero-Bermejo et al., 2012), de agua
del grifo, de agua del mar (Lorenzo-Morales et al., 2005a), de aguas procedentes de plantas de
tratamiento de agua potable y de aguas residuales (Magnet et al., 2012; Magnet et al., 2013) e
incluso del suelo (Lorenzo-Morales et al., 2005b; Reyes-Batlle et al., 2014; Reyes-Batlle et al.,
2016).

La influencia de factores climaticos sobre la presencia del género Acanthamoeba en
diferentes lagos de EE.UU. fue estudiada por John y Howard (1995), observandose una
correlacion entre las estaciones y el crecimiento de Acanthamoeba spp., siendo mayores las
poblaciones amebianas en primavera y principios de verano. En Madrid, Magnet et al., (2013)
estudiaron la estacionalidad de Acanthamoeba spp. en aguas de plantas de tratamiento de agua
potable y de aguas residuales. A diferencia del estudio de John y Howard, los autores espafioles
no encontraron relacién entre la presencia de amebas y las estaciones del afio. En el caso de los
embalses de Castilla La Mancha estudiados en el presente trabajo de tesis doctoral, si que se
observa una estacionalidad, siendo primavera y verano las estaciones del afio donde mas puntos
fueron positivos, aunque hay que resaltar que el nimero de aislados es bajo y, por tanto, esta
relacion puede no ser representativa.
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4.3. Cultivo de las cepas aisladas

Las diez cepas amebianas que se aislaron, y posteriormente clonaron (obtencion de una
poblacién a partir de un Unico trofozoito o quiste), se cultivaron en medios liquidos axénicos. Los
medios que se emplearon fueron el medio PYG suplementado con 2 % de bactocasitona y el
medio CERVA, ya que estos medios son los que se usan habitualmente en el laboratorio de
Parasitologia de la UAH porque en un estudio previo de Heredero-Bermejo et al., (2012) se
demostro que eran los que mejor rendimiento mostraban.

De las 10 cepas, 9 crecieron en los medios axénicos, ya sea en ambos medios o sélo en uno
(Tabla 2.14).

Tabla 2.14. Crecimiento en los medios axénicos de las cepas aisladas de muestras clinicas y ambientales.

Cepa Medio PYG+B  Medio CERVA
ISCIII-UAH 64/13 Si Si
ISCIII-UAH 85/13 Si Si
ISCIII-UAH 66/14 No No
ISCIII-UAH 161/15 No Si
ISCIII-UAH 163/15 Si No
EV-UAH-6P Si No
EV-UAH-7V Si No
PV-UAH-1V No Si
PV-UAH-2V No Si
M-UAH-30 No Si

La cepa ISCIII-UAH 66/14 no crecid en ninguno de los medios que se usan habitualmente en
el laboratorio. En la bibliografia se han descrito mas cepas de Acanthamoeba que no crecen en
medios axénicos, o como las hemos denominado cepas fastidiosas (De Jonckheere, 1980; Hiti et
al., 2001; Nagyova et al., 2010; Martin-Pérez et al., 2017). En la mayoria de los casos, el cultivo
de estas cepas se mantiene en medios xénicos (placas de agar cubiertas de E. coli) que dificulta
la realizacion de estudios de caracterizacion, de citopatogenia y de sensibilidad a farmacos. Por
ello, se intentd cultivar el aislado ISCIII-UAH 66/14 en otros medios axénicos empleados en el
cultivo de microorganismos procariotas o eucariotas tales como BHI, HAM, Grace’s Insect
Medium, DMEM y TSB (Martin-Pérez et al., 2017).

Desafortunadamente, el aislado no crecié en ninguno de estos medios. Asi pues, se disefiaron
empiricamente medios de cultivo indefinidos basados en leche, caldo de pollo, caldo de pescado,
huevo y otros ingredientes habituales en los supermercados. Estos medios se nombraron medio
1, medio 2, medio 3 y asi sucesivamente, hasta el medio nimero 80 (Martin-Pérez et al., 2018)
y se probo su eficacia (Figura 2.3).
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4.4. Estudio del perfil respiratorio como sistema para el
cribado de nuevos medios de cultivo de Acanthamoeba

spp.

Para determinar si la cepa de dificil crecimiento crecia en los nuevos medios disefiados, de
forma previa se realizé un estudio de viabilidad de la cepa A. griffini MYP2004 usando placas OCR
como herramienta para constatar su desarrollo. Para saber si un perfil respiratorio determinado
estd asociado a un medio que permite un buen crecimiento, fue preciso conocer los perfiles
respiratorios obtenidos en el medio estandar (CERVA) pero en distintas condiciones. Para ello se
uso tanto el medio completo, como diluido con agua destilada, con el fin de simular condiciones
6ptimas y subodptimas de crecimiento. Paralelamente se realizaron estudios de viabilidad por
recuento manual. En base a todos estos datos, se intentd identificar los perfiles respiratorios
asociados a crecimiento 6ptimo. En la practica, el estudio consistié en cultivar A. griffini
MYP2004 en el medio CERVA puro o diluido al 0,75; 0,5; 0,25; 0,12 o 0,06x y correlacionar el
crecimiento observado por placas OCR (Figura 2.5 a Figura 2.9) con el observado por recuento
manual (Figura 2.10).
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Figura 2.5. Respiracidn de A. griffini MYP2004 cultivada en medio CERVA a dilucién 0,75x. Los datos de
fluorescencia se han convertido en [1/03].
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Figura 2.6. Respiracion de A. griffini MYP2004 en medio CERVA a dilucién 0,5x. Los datos de fluorescencia
se han convertido en [1/0,].
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Figura 2.7. Respiracion de A. griffini MYP2004 cultivada en medio CERVA a dilucién 0,25x. Los datos de
fluorescencia se han convertido en [1/03].
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Figura 2.8. Respiracion de A. griffini MYP2004 cultivada en medio CERVA a dilucién 0,12x. Los datos de
fluorescencia se han convertido en [1/0,].
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Figura 2.9. Respiracién de A. griffini MYP2004 cultivada en medio CERVA a dilucién 0.6x. Los datos de
fluorescencia se han convertido en [1/0,].
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Figura 2.10. Porcentaje de viabilidad de A. griffini MYP2004 cultivada en medio CERVA a distintas
concentraciones.

A. griffini MYP2004 cultivado en CERVA 1x mostrd un consumo de oxigeno que aumentaba
exponencialmente. A este tipo de perfil se le denominé perfil respiratorio 1 (PR1). Cuando se
cultivd en concentraciones bajas como 0,75x y 0,5x aparecieron unas curvas de respiracion
incrementadas (PR2a y PR3a) o disminuidas (PR2b y PR3b) y ambos tipos de perfiles mostraron
una disminucién del consumo de oxigeno a las 60 - 65 horas. Como es de esperar, el recuento
manual reveld que el crecimiento de A. griffini MYP2004 era menor en los medios 0,75x y 0,5x
comparados con el CERVA 1x, apareciendo en este ultimo un mayor nimero de trofozoitos
(Figura 2.11), pero el porcentaje de trofozoitos viables es el mismo (Figura 2.10). No obstante, a
los 7 dias de cultivo se observd un nimero de trofozoitos similar en los medios 1x y 0,75x
(P>0,1).Cuando se cultivaron las amebas en medios pobres en nutrientes, como 0,25x y 0,12x, se
observaron dos tipos de perfiles respiratorios: el primero, un incremento rapido en el consumo
de oxigeno seguido de una disminucidn a nivel basal en 24 - 30 h (PR4); y el segundo, un consumo
lento seguido de una fase estacionaria y finalmente un decrecimiento llegando a niveles basales
en 45 h (PR5). El recuento manual revelé una disminucion del nimero de trofozoitos a estas
concentraciones (p<0,005). En la concentracidon 0,06x se observé un Unico perfil respiratorio
(PR6), donde el consumo de oxigeno fue similar al obtenido en el control negativo (PBS 1x),
excepto al inicio de la incubacion que fue ligeramente mayor. A los 7 dias de incubacién a esta
concentracion, no se observaron trofozoitos viables.
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Figura 2.11. Recuento manual del nimero de trofozoitos viables y no viables de A. griffini MYP2004 por ul
cultivados a distintas concentraciones de CERVA. a. Nimero de trofozoitos en el primer dia de cultivo. b.
Ndmero de trofozoitos en el tercer dia de cultivo. c. NUmero de trofozoitos en el séptimo dia de cultivo. *:
p <0,05; **: p < 0,005; ***: p < 0,0005.

Con estos resultados, se determind que los perfiles respiratorios que corresponden a un
crecimiento 6ptimo son el PR1, PR2a y PR2b. Conociendo estos datos, se cultivé A. griffini
MYP2004 en los medios de cultivo del 1 al 80 y se evalud su perfil respiratorio por OCR (Tabla
2.15). Como puede verse, un total de 17 medios se corresponden al PR1y 10 al PR2 y, cémo se
observa con el medio CERVA, estos perfiles se corresponden a un crecimiento dptimo de la cepa.
No existe en la literatura cientifica ningln trabajo que estudie el perfil respiratorio del género
Acanthamoeba dependiendo de las condiciones de cultivo, los estudios de crecimiento en los
medios de cultivo estdan basados en el recuento manual (Heredero-Bermejo et al., 2012) o
simplemente por observaciéon microscépica (Bacon et al., 1993; Lorenzo-Morales et al., 2005a,
b; Behera et al., 2016).
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Tabla 2.15. Perfiles respiratorios de A. griffini MYP2004 cultivada en los medios de cultivo del 1 al 80.

Perfil respiratorio Medios de cultivo
26, 27, 29, 30, 35, 37, 38, 39, 40, 42, 50, 51, 53,69, 78, 79y
80.

2 | 34,61,62,63,64,65,70,71,72y73.

6,7,8,22,23,24,25,28,31, 32, 33, 36, 41, 49, 53, 54, 55,
56, 58, 59, 60, 66, 67, 68, 75, 76 y 77.

4,5y17.

10, 12, 43, 44, 45, 46, 47 y 48.

1,2,3,9,11, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20, 21, 57 y 74.

1

[S N C, I N VN

4.5. Estudio de los medios de cultivo realizados con
ingredientes provenientes de productos alimenticios de origen
espaiiol

Este estudio se dividid a su vez en cuatro estudios: 1) determinacidn por recuento manual
del nimero de trofozoitos de A. griffini MYP2004 que crecieron en 12 medios de cultivo
seleccionados en base a su perfil respiratorio. 2) evaluacién del crecimiento por observacion
microscépica de 15 aislados de Acanthamoeba spp. en los 2 medios de cultivo que presentaron
un mayor numero de trofozoitos. 3) validacion de la forma de conservacién de los 2 medios de
cultivo que presentaron mayor rendimiento. 4) importancia del buffer HEPES en los medios
alternativos.

Los medios de cultivo que se seleccionaron no correspondian Unicamente a los del PR1 y PR2,
sino también de otros perfiles para corroborar que eso perfiles respiratorios corresponden a un
crecimiento pobre de los aislados. Los medios que se evaluaron por recuento manual fueron los
siguientes (Tabla 2.6):

Tabla 2.16. Medios de cultivo seleccionados para su evaluacién por recuento manual.

Perfil respiratorio Medios de cultivo
1| 27,30, 35,39,69, 78, 79 y 80.
2 | 63.
3 | 54.
4 | 5.
5| 10.
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Como se observa en la Tabla 2.16, no se estudiaron todos los medios que tienen un perfil
respiratorio de tipo 1y 2, esto es debido a que algunos de los medios son iguales, lo Unico que
cambia son las concentraciones de los componentes. Por ejemplo, el medio 26 y 27, sélo se
estudio el medio 27, la diferencia entre ambos radica en la concentracion del caldo de puchero
y de LBM. El mismo caso, se da para los medios del 36 al 39, la diferencia entre ellos son las
concentraciones del caldo de pollo y LBM. En los recuentos realizados se observé que los medios
con PR1 permiten el crecimiento y division de mayor nimero de trofozoitos (Figura 2.12 y Figura
2.13) siendo los 6ptimos el medio 39 y 80.

Porcentaje de viabilidad
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Figura 2.12. Porcentaje de viabilidad de trofozoitos de A. griffini MYP2004 cultivada en distintos medios.
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Figura 2.13. Recuento manual del nimero de trofozoitos viables y no viables de A. griffini MYP2004 por pl
cultivados en distintos medios. a. Nimero de trofozoitos en el primer dia de cultivo. b. Numero de

trofozoitos en el tercer dia de cultivo. c. Nimero de trofozoitos en el séptimo dia de cultivo. *: p < 0,05; **:
p < 0,005; ***: p < 0,0005.
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Comparando los perfiles respiratorios y el recuento manual realizado a los 7 dias, se concluyé
que los medios con PR1 mostraron similar porcentaje de viabilidad y nimero de trofozoitos que
los obtenidos en el medio CERVA 1x (P>0,1), mientas que los PR2 y PR3 (medio 54 y 63)
mostraron un crecimiento reducido comparado con el control (p<0,05). En los medios con
perfiles respiratorios 4 y 5 se observé una rapida perdida de viabilidad y disminucion de nimero
de trofozoitos (p<0,01).

El crecimiento de A. griffini MYP2004 en los diferentes medios de cultivo que contienen
caldos comerciales combinado con LBM y LSL (medios 26, 27, 29, 30, 35, 37, 38, 39, 40y 42)
mostraron un perfil respiratorio de tipo 1, igual que el medio CERVA sin diluir. Los medios que
contienen caldo de pollo casero (medios 50, 51 y 52) mostraron un rendimiento similar a los
medios que contienen caldo de pollo comercial (medios 37 - 42). Al contrario, los medios
preparados con caldo de mejilldn (medios 53 - 58) mostraron menos rendimiento que los medios
que contenian caldos de carne y verduras. Por otro lado, los medios 69, 78, 79 y 80 preparados
con combinaciones de yema de huevo y extracto de Spirulina/Fucus en vez de ser preparados
con LSL, también permiten un crecimiento 6ptimo de A. griffini MYP2004.

Dado que los medios 39 y 80 presentaron un mejor rendimiento, se cultivaron en ellas todas
las cepas del laboratorio de Parasitologia de la UAH, incluida la cepa (ICSIII-UAH 66/14). Esta cepa
presento crecimiento a 32 °C en estos dos medios, el desenquistamiento se produjo en el primer
dia de cultivo y se establecié el crecimiento a los 4 - 6 dias desde la inoculacion. Sia los 2 - 3 dias,
el medio no se renovaba, este aislado tendia a enquistarse de nuevo. Respecto, al resto de cepas
que se cultivan en los medios habituales, se observé también crecimiento en los medios 39 y 80
(Tabla 2.17 y Figura 2.14), si a los 7 dias no se cambiaba el medio de cultivo, estos aislados
tendian a enquistarse igual que en los medios habituales.
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Figura 2.14. Fotografias tomadas al microscopio de contraste de fases a 2€0x de distintas cepas de
Acanthamoeba. a. Trofozoitos de ISCIIIUAH 66/14 en el medio 39. b. Trofozoitos de A. castellanii CCAP
1501/1A cultivados en el medio 39. c. Trofozoitos de A. castellanii CCAP 1501/1A cultivados en el medio 80.
d. Trofozoitos de A. astronyxis CCAP 1501/9 cultivados en el medio 80. e. Trofozoitos de la cepa BYB2017
cultivados en el medio 39. f. Trofozoitos de EV-UAH-P6 cultivados en el medio 39.
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Tabla 2.17. Crecimiento de las cepas disponibles en el laboratorio de Parasitologia de la uah en el medio 39
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Se estudié ademads la forma éptima de conservar los dos medios seleccionados. Para ello se
congelaron (a -20 °C) y descongelaron 6 veces. De manera alternativa, también se mantuvieron
refrigerados a 4 °C durante dos semanas. El medio 39 que contiene caldo de pollo, LBM y LFSM
no se vio afectado por la congelacién mientras que, al conservarlo a 4 °C, se observd una
disminucidn de crecimiento. En el caso del medio 80, que contiene yema de huevo y extractos
de algas, mostrd un mayor rendimiento cuando se mantiene en refrigeracion durante 2 semanas
que en congelacion (Figura 2.15).
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Figura 2.15. Perfil respiratorio A. griffini MYP2004 (nM-1). a. Consumo de oxigeno de A. griffini MYP2004
cultivada en el medio 39 fresco, congelado-descongelado 6 veces y refrigerado durante 14 dias. b. Consumo
de oxigeno de A. griffini MYP2004 cultivada en el medio 80 fresco, congelado-descongelado 6 veces y
refrigerado durante 14 dias.
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Se prepard el medio 39 a partir de dos lotes diferentes de caldo comercial y de LSL. Estos dos
medios, no mostraron ninguna diferencia en el crecimiento de A. griffini MYP2004 (Figura 2.16).
También, se prepard el medio 39 sin buffer HEPES para determinar la importancia del mismo. El
medio 39 sin buffer HEPES no permite el crecimiento de trofozoitos, lo cual indica que este
componente es esencial para el crecimiento amebiano (Figura 2.16).
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Figura 2.16. Perfil respiratorio de A. griffini MYP2004 (nM-?) cultivada en dos lotes del medio 39 y del medio
39 sin buffer HEPES.

4.6. Estudio de los medios de cultivo realizados con
ingredientes provenientes de productos alimenticios de
origen austriaco

Los medios 39 y 80, se prepararon con ingredientes austriacos para verificar si estos medios
se podian preparar en cualquier parte del mundo. En la Tabla 2.18 se muestra el crecimiento
observado microscopicamente de los aislados disponibles en el laboratorio de Parasitologia
Molecular de la Universidad Médica de Viena. Todos los aislados estudiados son fastidiosos
(excepto 3 cepas), es decir, no crecen en los medios habituales. Las cepas que crecen en el medio
PYG son Wir 17, Neff y Strl17, pero solo se observd crecimiento de la cepa Neff en los medios 39
y 80. Respecto, a las cepas fastidiosas solo la cepa Casino crecié en ambos medios, presentando
un mejor crecimiento en el medio 39. La falta de crecimiento en el resto de las cepas no puede
atribuirse a la poca idoneidad de los ingredientes austriacos dado que si fuera por este motivo
no hubiese crecido ninguna de las cepas. Lamentablemente, los resultados sugieren que los
medios 39 y 80 preparados con caldo granulado “Maggi” austriaco no son equivalentes a los
preparados con caldos en tetrabrik disponibles en Espafia. Esto podria ser debido al alto
contenido en sal de los caldos en cubitos o granulados. Finalmente, la interpretacién mas
pesimista seria que los dos medios no son tan universales como para permitir siempre el
crecimiento de los aislados de amebas de vida libre. Sin embargo, no se llegd a probar la
preparaciéon de caldo de pollo casero en el laboratorio austriaco, por lo que la no universalidad
de los medios 39 y 80 no se ha llegado a demostrar con total seguridad. En cualquier caso, se
deberian seguir buscando y disefiando medios de cultivo axénico para estas cepas fastidiosas.
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Tabla 2.18. Crecimiento de las cepas disponibles en el laboratorio de Parasitologia de MedUni en el medio
39y 80. Siendo -: No se observa crecimiento. +: 10 - 25 % de monocapa. ++: 25 - 50 % de monocapa. +++:
50 - 90 % de monocapa.

Medio 39 Medio 80
Dlia Dia7 | Dial0 | Dial | Dia7 | Dia10
Zoo 8 Q Q + Q Q -
118 My Q - - Q Q -
Bud9 Q Q - Q Q -
Pb 40 Q Q - Q - -
A1PW Q Q - Q Q -
Bud4 Q - - Q - -
HC Q - - Q Q -
Nek 15 Q - - Q - -
AFR 4/15 Q - - Q Q -
Casino + + + Q Q +
Wir 17 Q - - Q Q -
Neh 17 Q Q Q Q - -
Neff Q + + Q + +
Str17 Q Q - Q Q -

4.7. Medios de enquistamiento

Los medios de enquistamiento probados estan basados en extractos de tierra. En la Figura
2.17 se muestran el nimero de quistes presentes a los 7 dias de incubacién en cada uno de los
medios estudiados y en los distintos aislados de Acanthamoeba sp. Se puede observar que el
numero de quistes obtenidos con cada medio varia dependiendo de la cepa en la que se ha
estudiado y del tipo de tierra empleada. En general, se forman mas quistes en los medios
preparados con extractos de suelo austriaco. El nimero de quistes obtenidos de A. castellanii
ATCC 30234 fue mayor en los medios preparados a partir de extractos de suelo austriaco, entre
estos se forman mas quistes en el medio SpygE; en cuanto a los medios preparados con extracto
de suelo espafiol, el nimero de quistes formados en cada medio fue muy similar. En la cepa Neff,
igual que en A. castellanii ATCC 30234, se observaron mas quistes en el medio SpygE con extracto
de suelo austriaco; en cuando a los medios preparados a partir de extracto de suelo espafiol, el
numero de quistes obtenidos fue menor al que se obtuvieron por agotamiento de nutrientes en
el medio PYG. En la cepa Strl17 se observaron un nimero similar de quistes en los medios con
extracto de suelo espafiol y por agotamiento de nutrientes en el medio PYG; en el medio SLBM
con extracto de suelo austriaco, se observaron un mayor numero de quistes que en el resto de
los medios. En cuanto a la cepa A. griffini MYP2004, se observd mayor numero de quistes
obteniéndose con el medio ScervaE preparado con extracto de suelo espafol, mientras que en
los medios con suelo austriaco se observaron menos quistes que los formados por agotamiento
de nutrientes en el medio CERVA.



Capitulo 2: Aislamiento y cultivo de aislados de Acanthamoeba

a
120- -
5 100- o
Z 80
- *
'S —
o
@ 604
]
x
5 20
=
0_
CUSWE CWSWE CWSWE <CWSWiE
>l§ [*] >m 7] >l§ @ >lﬂ 7]
Zo0=2 02 ZIM22 22022
Wemn" o WEH" o Weh o WEH o
Q3 TL3 TLE T I
Su =Pu =Pu =Pu =
a2 “ag “ag “ag
b & ) ® o .
Bl A. castellanii ATCC 30234
120~ Bl Neff
= Str17
“%100- —* g [T T T | —
a v b ! B A. griffini MYP2004
Z 80 ey
o 60
o 604
S [
:
E 20
=
0_
CWSWE CWSWE CWSWE CWSW
>®© ® > © D S© ® > © ©
MEE%Z maﬂﬁz mEE%Z ncaﬂ%Z
Wgn o WEn o WEH o WS o
O3 T T Y TLE %
of 305 2of Eof £
a2 “ag Tag Tag
o o o o
w w w w

Figura 2.17. Numero de quistes obtenidos a los 7 dias de incubacidn en los medios de enquistamiento de
A. castellanii ATCC 30234, Neff, Str17 y A. griffini MYP2004. a. Medios de enquistamiento preparados con
extractos de suelo espafiol. b. Medios de enquistamiento preparados con extractos de suelo austriaco. *:
p <0,05; **: p <0,005; ***: p <0,0005.

Comparando el medio Neff con los medios de extractos de tierra, en la mayoria de los casos
el nimero de quistes obtenidos fue similar, salvo con la cepa Neff que se observaron menos
quistes que los obtenidos con los medios preparados con suelo austriaco.

Por todo ello, podriamos sugerir que los medios basados en extractos de suelo son capaces
de inducir el enquistamiento, pero con resultados irregulares. En ocasiones, superan en
rendimiento del medio Neff y sin embargo en otras ocasiones son similares o inferiores a éste.
Esto implica que, si en algiin momento se aislan cepas que no se enquistan bien en medio Neff,
una alternativa interesante seria realizar ensayos de enquistamiento en diversos medios con
extractos de suelo, como los testados en este trabajo.
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5. CONCLUSIONES

1. Las cepas aisladas de muestras clinicas y ambientales son capaces de crecer en los
medios habituales, salvo una de las cepas clinicas.

2. No se puede concluir que exista estacionalidad en el crecimiento de poblaciones
amebianas en los limnoembalses estudiados, debido a que el nimero de muestras
positivas es muy bajo, y, por tanto, no son representativas.

3. Los perfiles respiratorios de Acanthamoeba denominados tipo 1 y 2 se
corresponden con un elevado ndmero de trofozoitos viables, cuando se comparan
con los datos obtenidos por recuento manual.

4. Algunos medios con ingredientes alternativos (concretamente los identificados con
los nimeros 39 y 80) permiten un crecimiento 6ptimo de cepas amebianas,
incluyendo la cepa fastidiosa ISCIII-UAH 66/14.

5. No se puede concluir si los medios 39 y 80 son universales para todos los aislados
de amebas de vida libre, debido a los limitados experimentos realizados en otros
laboratorios y aislados.

6. Los medios de enquistamiento basados en extractos de suelo permiten la obtencion
de un numero de quistes similar (o a veces algo superior) a los hallados tras la
incubacidn en el medio de enquistamiento estandar (Neff).
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CHAPTER ABSTRACT

Introduction: As stated in chapter 1, the taxonomy of the genus Acanthamoeba is controversial.
Differential taxonomic features were formerly based on cyst morphology (Pussard and Pons,
1977). This classification was widely used, even thought, Sawyer (1971) reported that the cysts’
morphology varies depending on the composition of the medium. Nowadays, the trend is to rely
on genetic data (sequence of the small ribosomal subunit gene), which seems to be much more
reliable to assess phylogenetic relationships. The classic binomial nomenclature is still applied
within the genus, but it is considered problematic; hence, up to 20 genetic groups (genotypes T1
to T20) have been proposed as an alternative (Schroeder et al., 2001; Corsaro and Venditti, 2010
and Fuerst et al., 2015).

The genotype classification doesn’t reveal the pathogenicity linked to any amoeba strain, since
both pathogenic and non-pathogenic isolates are included in the same genotype (Gast et al.,
1996; Gast, 2001). The capacity of an Acanthamoeba strain to cause disease is due to diverse
pathogenic mechanisms, related to parasite, host and environmental factors (Khan, 2003;
Lorenzo-Morales et al., 2015). The parasite factors are divided in two groups: direct and indirect
pathogenicity factors (Figura 3.7). Among these factors, protease secretion, thermotolerance,
osmotolerance, pH tolerance and lysis or alteration of mammals’ cells are usually studied to
determine if a strain is potentially pathogenic or not (Cursons y Brown, 1978; De Jonckheere,
1980; Khan et al., 2000, 2002; Khan y Tareen, 2003; Magliano et al., 2009).

Objectives: The objectives of this chapter are the molecular characterization of some
Acanthamoeba isolates and the evaluation of the pathogenicity factors present in some of them.

Materials and Methods: The genotype of the isolates was determined by phylogenetic analysis
of the 18 S rRNA, once the complete gene was amplified by PCR and sequenced.

In addition, some pathogenetic factors were studied in some Acanthamoeba isolates; these
included thermotolerance, osmotolerance, pH tolerance and cytopathic effect both in Hela and
human epithelial corneal cells. The thermotolerance, osmotolerance and pH tolerance tests
were carried out in all the strains of the Parasitology laboratory available at the UAH, except
ISCHI-UAH 66/14, ISCIII-UAH 163/15, PV-UAH-V1 and PV-UAH-V2 due to their slow growth rate.
The tests were done by microscopic observation and manual counting. The cytopathogenicity
effects in the cellular lines were carried out by microscopy observation and MTT assay, using
only the strains ISCII-UAH 64/13, EV-UAH-V7 and P-UAH-03.

Results: Almost all the isolates studied belonged to the genotype T4, irrespective of their origin.
Genotype T2 was found in two water strains and a T3 genotype strain was isolated from a
keratitis case. All the genotypes described in this thesis have been preliminarily characterized in
former studies.

The pathogenec factors’ results do not indicate any differential pattern between clinical and
environmental strains. In other words, clinical samples are not positive to all pathogenicity
factors and likewise, environmental samples are not negative to all those factors. In the case of
the thermotolerance test, 4 clinical isolates were positive: A. polyphaga 2961, ISCIII-UAH 64/13,
ISCIII-UAH 85/13 and ISCIII-UAH 161/15 and 3 environmental strains: A. astronyxis CCAP 1501/9,
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EV-UAH-V7 and P-UAH-03 (Tabla 3.4 and Figura 3.13 to Figura 3.16). None of the isolates was
osmotolerant (Figura 3.17). Another 7 strains were positive to the pH tolerance test, but in this
case 5 isolates were environmental (A. astronyxis CCAP 1501/9, A. castellanii ATCC 30264, A.
castellanii CCAP 1501/1A, A. culbertsoni ATCC 30171 y P-UAH-03), the other two (A. polyphaga
2961 and ISCIII-UAH 85/13) were clinical isolates (Tabla 3.5 and Figura 3.18 to Figura 3.22).
Finally, cytopathogenicity assays showed that just one strain (namely, the clinical isolate ISCIII-
UAH 64/13) was able to lyse cultured human cells (Figura 3.24 to Figura 3.28).
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Conclusions:

1. The old classification system (based on morphology) used for the genus Acanthamoeba
suggests the existence of 3 large groups. Such taxonomic scheme can be considered (to some
extent) useful.

2. There is a correlation between the number of acanthopods present on the surface of the
trophozoites and the pathogenicity of the isolates. These cellular structures are much more
frequent in amoebae isolated from clinical samples than in those obtained from environmental
samples, as previously suggested by other researchers.

3. The Acanthamoeba genotypes found in the present PhD study belong in general to those most
frequently observed in nature, in agreement with data published in the specialized literature.

4. Although attempts to use pathogenicity tests for characterization of diverse amoebic isolates
have been undertaken, the interpretation of such analysis is unclear, since these assays are not
standardized. Therefore, comparison of results obtained among different laboratories is
unreliable.

5. Likewise, there is no clear pattern of pathogenicity factors leading to a fair distinction between
pathogenic strains (isolated from clinical samples) or environmental isolates (theoretically non-
pathogenic), at least in the panel of biological samples examined in the present study.
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1. INTRODUCCION

La identificacion de amebas pertenecientes al género Acanthamoeba es algo relativamente
sencillo. Sin embargo, la clasificaciéon a nivel de especie ha sido siempre un problema. La
taxonomia y nomenclatura se ha revisado en numerosas ocasiones (Visvesvara, 1991; Stothard
et al., 1998; Corsaro y Venditti, 2011). Como se menciono brevemente en el capitulo 1, el género
Acanthamoeba se dividié en grupos segun el tamafio y la morfologia de los quistes (Pussard y
Pons, 1977). Esta clasificacion fue ampliamente usada, a pesar de que Sawyer (1971) ya habia
observado que la morfologia de los quistes variaba seguin la composicién idnica de los medios de
cultivo. Por lo que, esta clasificacion no es fidedigna. La clasificacion de Pussard y Pons (1977),
no sélo se basaba en el tamafio y morfologia sino también en el nimero de ostiolos presentes
en los quistes, pero este dato se menciona en pocas ocasiones en las descripciones de las
especies. En la década de los 80, distintos grupos de investigacion estudiaron las relaciones
intragenéricas mediante los patrones electroforéticos de isoenzimas, ademds de comprobar la
clasificacién morfoldgica mediante esta técnica (De Jonckheere, 1983; Daggett et al., 1985;
Costas y Griffiths, 1986; Jacobson y Band, 1987; Moura et al., 1992). En estos estudios se reveld
una gran diversidad estructural entre los distintos aislados de Acanthamoeba, ya que cada
aislado tiene un patrén Unico, sobre todo los encuadrados en el grupo morfoldgico 1. El estudio
de Moura et al., (1992) mostré una buena correlacion entre los patrones de isoenzimas y los
grupos morfoldgicos, pero el numero de aislados estudiado fue bajo, empleandose sélo un
aislado del morfogrupo 2. En estudios en los que se analizan un mayor numero de aislados,
concretamente 30, 31y 71 (De Jonckheere, 1983; Dagget et al., 1985; Costas y Griffiths, 1986),
se observd que no hay consistencia entre los patrones obtenidos y la clasificacion morfoldgica,
ademas de un amplio numero de grupos.

También se analizaron los polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion de ADN
mitocondrial (del inglés mtRFLP) mostrando una alta variabilidad entre las distintas cepas, a
pesar del nimero limitado de aislados estudiados. Asi mismo, revelé que las especies A.
castellaniiy A. polyphaga son polifiléticas (Bogler et al., 1983; Yagita y Endo, 1990).

Ambos métodos mostraron las incongruencias de la clasificacion morfoldgica, pero ningin
método analizé directamente la filogenia del género Acanthamoeba. Los primeros en realizar un
analisis filogenético fueron Johnson et al., (1990), que analizaron parcialmente el 185 ARNr. Los
resultados que obtuvieron coincidian con la clasificacion de Pussard y Pons (1977), aunque sdlo
estudiaron 5 aislados.

A la vista de todos estos intentos por establecer una clasificacién racional, el anilisis
filogenético del gen 18S ARNr parece ser el criterio mas prometedor. Este gen se emplea en
filogenia debido a que es una molécula presente en todos los organismos que se replican, se
puede amplificar facilmente usando cebadores universales y su secuencia cambia a lo largo del
tiempo (pero lentamente), lo que permite dilucidar las relaciones entre especies lejanas (Woese
y Fox, 1977).
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Asi pues, Gast et al., (1996) realizaron también un estudio del gen completo 185 ARNr,
describiendo las regiones variables de la subunidad pequefia ribosomal (Rns). Identificaron 4
regiones diferentes basadas en el alineamiento de las secuencias obtenidas, que mostraron 46
regiones filogenéticamente informativas. Su metodologia estuvo basada en la reconstruccion
filogenética mediante distintos algoritmos tales como Neighbor-Joining o Maximum Likelihood.
Propusieron usar esta metodologia para la clasificacion del género dividiéndolo en
secuenciotipos, siendo estos T1, T2, T3 y T4 (Figura 3.1a). Sin embargo, el secuenciotipo T4
engloba a aislados que difieren genéticamente entre ellos. Los datos obtenidos no permiten una
divisién fiable del genotipo T4. Posteriormente, Stothard et al., (1998) analizaron las variaciones
en las secuencias completas del 185 ADNr que incluian los aislados empleados por Gast et al.,
(1996) y 35 nuevos aislados. En este estudio se identificaron 8 nuevos secuenciotipos (T5-T12),
y al igual que en el estudio anterior se determiné que las cepas T4 son muy proximas
filogenéticamente para poder separarse mediante el gen 18S ARNr. Ademads, sefialan que no en
todos los casos los secuenciotipos y las especies son equivalentes, es decir, se clasificaron como
especies distintas aislados con el mismo secuenciotipo, mientras que aislados de una misma
especie presentan secuenciotipos diferentes, siendo especies polifiléticas. Estos autores
(Stohard et al., 1998) correlacionaron los morfogrupos, las especies y los secuenciotipos de
varios aislados y concluyeron que el grupo 1 incluye a los secuenciotipos T7, T8 y T9, el grupo 2
a T3, T4y T11, y, por ultimo, el grupo 3 incluye a T1, T2, T5, T6, T10 y T12 (Figura 3.1b). No
obstante, 4 aislados de los estudiados no encajaban con estas correlaciones, pero es debido a
una clasificacion errénea de sus quistes. Esto ocurrié debido a que, como ya hemos mencionado,
la morfologia de los quistes cambia dependiendo de los medios de cultivo (Sawyer, 1971). En
este estudio se esclarecié la relacién de los linajes con los morfogrupos, pero no se consiguié
avanzar en la subdivisidon del secuenciotipo T4. Ademas, los autores propusieron reclasificar
todos los aislados, siendo una Unica especie por secuenciotipo y propusieron establecer el limite
para definir un nuevo secuenciotipo en un valor de disimilitud del 6 %.
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Figura 3.1. Arboles filogenéticos (Acanthamoeba spp.) basados en el gen 185 ARNr. a. Arbol neighbor-

joining que muestra los secuenciotipos T1 - T4 (Gast et al., 1996). b. Arbol neighbor-joining que muestra los
secuenciotipos T1 - T12 (Stothard et al., 1998).
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A partir de ese momento, se empezaron a clasificar los aislados de Acanthamoeba en
morfogrupos y secuenciotipos. Asi pues, se fueron describiendo nuevos secuenciotipos hasta los
20 establecidos en la actualidad. Los secuenciotipos T13 y T14 fueron descritos en un estudio de
bacterias endosimbiontes en amebas por Horn et al., (1999), en el que analizaron el gen
completo del 18S ARNr. Gast (2001) describié un nuevo secuenciotipo T14 durante el desarrollo
del método dot-blot para identificacion de los secuenciotipos previamente descritos,
reclasificando el aislado de T14 de Horn et al., (1999) como T13. Hewett et al., (2003) realizaron
una identificacion basada en el gen 185 ARNr de la cepa A. jacobsi ATCC 30732 perteneciente a
la coleccidn cultivo americana, asi como, otras 5 cepas aisladas del medio ambiente y
depositadas en la coleccion AWQC y que, por su respuesta a la temperatura, parecian ser A.
jacobsi. La identificacion basandose en secuencias de 1.500 bp reveld que estos aislados
componian un nuevo secuenciotipo, denominandose T15 (Figura 3.2).

93 A jacobsi (AC005)
93 [1 A jacobsi (AC080)
100{100) |" A jacobsi (AC305)

T15
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Figura 3.2. Arbol neigbor-joining que muestra la posicién de los aislados de Acanthamoeba identificados
como secuenciotipo T15 (Hewett et al., 2003).

En 2001, Schroeder et al. propusieron denominar a los secuenciotipos como genotipos;
ademads disefiaron un par de primers (JDP1-JDP2) que amplifican la regién ASA.1 (~ 400 - 500 bp),
propuesta como diana de diagndstico rapido del género Acanthamoeba, también disefiaron un
set de primers (CRN5, 373, 570C, 882, 892Cy 1137) que amplifica el fragmento GTSA.B1 (~ 1.400
- 1.800 bp) que contiene 8 regiones variables que permiten diferenciar los distintos genotipos
sin necesidad de amplificar la totalidad del gen 18S ARNr. En 2009, tanocha et al., describieron
un nuevo genotipo (T16) tras estudiar la presencia de amebas de vida libre potencialmente
patdogenas en masas de agua dulce naturales y artificiales de Polonia, asi como muestras clinicas
de pacientes inmunodeprimidos con neumonia atipica. En este estudio, los autores indican que
el uso de secuencias de 830 - 840 bp es suficiente para distinguir y establecer nuevos genotipos.
Corsaro y Venditti (2010) secuenciaron y analizaron un aislado amebiano de agua dulce,
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resultando ser un nuevo genotipo, al cual denominaron T16, ignorando el hallazgo de tanocha
et al., (2009) dado que consideraron que el nUmero de bases de la secuencia analizada por estos
ultimos autores era insuficiente para identificar un nuevo genotipo. En su analisis, clasificaron
ademads un aislado procedente de un paciente con queratitis que no tenia asignado el genotipo
(Alves et al., 2000) y cuya secuencia ribosomal era igual a la que ellos habian encontrado.
Ademas, analizaron mas secuencias depositadas en GenBank que no tenian definido el genotipo.
De estas secuencias, cinco fueron incluidas en el “grupo pol30872” y otras en el “grupo OX-1".
Dependiendo del tamafio de los fragmentos analizados, la filogenia de estos grupos cambia, v,
por tanto, no se les asignd ningun genotipo, aunque proponen redefinir el valor de disimilitud y
de esta manera estos grupos podrian ser considerados un nuevo genotipo (Figura 3.3).
Maghsood et al., (2005) en su identificacidén y clasificacién de cepas clinicas y ambientales,
propusieron denominar al “grupo OX-1” como genotipo T2A, ya que la se observaba un valor de
4,9 % de disimilaridad entre las cepas T2. patégenas y T2 no patégenas.
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Figura 3.3. Arbol maximun likelihood de diversos aislamientos de Acanthamoeba basado en la regién
GTSA.B1 que incluye todos los genotipos, los grupos “pol30872” y “OX-1" (Corsaro y Venditti, 2010).
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A su vez, ese mismo afo, Nuprasert et al., (2010), estudiando aislados de Acanthamoeba
procedentes de agua dulce y de muestras clinicas, encontraron un aislado dulceacuicola cuya
secuencia del Rns no coincidia con las secuencias de los genotipos ya establecidos; en base a
esto propusieron un nuevo genotipo (T17).

En 2011, Corsaro y Venditti publican un trabajo en el cual exponen los limites del uso de
secuencias parciales del gen 185 ARNr, como respuesta al trabajo de tanocha et al., (2009). En
este trabajo, los autores describen las distintas regiones del gen 185 ARNr que se emplean para
la clasificacion de los aislados del género Acanthamoeba, siendo estos los siguientes:

e |a region diagnodstica ASA.S1 (500 bp) que es especifica del género Acanthamoeba, pero
que no distingue entre genotipos (Dykova et al., 1999);

¢ |a region GTSA.B1 que contiene 8 regiones variables y, de la secuenciacién completa se
obtienen fragmentos de 1.500 bp (65 % del gen 18S ARNr);

e y, por ultimo, el fragmento Ami de unas 850 bp que contiene 5 de las 8 regiones variables
presentes en el fragmento GTSA.B1 (38 % del gen 18S ARNr).

El fragmento Ami se obtiene con los primers ami6F y ami9R que fueron erréneamente
disefiados como especificos de amebas, pero que pueden amplificar organismos eucariotas, lo
cual resulta util para una rapida identificacidon de organismos eucariotas y en ocasiones permite
identificar el genotipo de Acanthamoeba. La propuesta del genotipo T16 por tanocha et al.,,
(2009) se basé en el estudio del fragmento Ami, mientras que la de Corsaro y Venditti (2010) se
basd en el gen completo 185 ARNr. Corsaro y Venditti (2011) analizaron secuencias parciales y
completas depositadas en GenBank para determinar cual de los dos aislados pertenecia a un
nuevo genotipo y que fragmento es oOptimo para la identificacion de los genotipos ya
establecidos y determinacion de nuevos genotipos. Estos autores compararon estudios
filogenéticos basados en secuencias parciales con estudios en los que se usaron secuencias
completas del gen 18S ARNr, comprobando que la topologia general de los arboles basada en
fragmentos parciales es similar a la obtenida con fragmentos completos, pero que los nodos son
mas robustos (al juzgar por los valores de remuestreo) cuando se usa el fragmento GTSA.B1,
comparado con el fragmento Ami. El uso del fragmento Ami altera la topologia de los arboles y
se obtienen valores de bootstrap (remuestreo) menores (Figura 3.4); con el fragmento Ami se
obtienen menores valores de similitud que cuando se usa el fragmento GTSA.B1 o la secuencia
completa. Es decir, los resultados filogenéticos son un artefacto, ya que parece que casi cualquier
nuevo aislado no pertenece a ningln genotipo ya existente. No obstante, con los analisis
realizados por Corsaro y Venditti, teniendo en cuenta los resultados anémalos obtenidos con la
region Ami, determinaron que parece que esos aislados descritos por tanocha et al., (2009) no
pertenecen ni al genotipo T16 descritos por ellos ni a otro genotipo previamente descrito, pero
que para poder asegurar estos datos habria que secuenciar al menos el fragmento GTSA.B1.
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Figura 3.4. Arboles maximun likelihood de diversos aislados de Acanthamoeba (Corsaro y Venditti, 2011).
a. basado en las secuencias del fragmento GTSA.B1. b. basado en las secuencias del fragmento Ami.
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El genotipo T18 fue descrito por Qvarnstrom et al., (2013). Estos autores caracterizaron
molecularmente un aislado proveniente de un caso de encefalitis granulomatosa amebiana.
Inicialmente intentaron caracterizarlo secuenciando los fragmentos ASA.S1y GTSA.B1, pero los
electroferogramas no permitian diferenciar bien las bases, y por tanto emplearon la secuencia
completa del gen. Un afio después, Magnet et al., (2014) establecieron el genotipo T19 mediante
el uso de la secuencia completa del gen 185 ARNTr. Este genotipo se describidé en un aislado de
agua procedente de una planta de tratamiento de residuos. El genotipo T20 surge en una revisién
bibliografica de Fuerst et al., (2015), al revisar una cepa clasificada como T4 aislada de un tucan
que padecia una infeccién letal por Acanthamoeba. Esta cepa se clasificé en una primera
instancia basdandose en el fragmento ASA.S1, dando como resultados secuencias similares a las
del genotipo T4. Pero cuando Fuerst et al. (2015) secuenciaron el gen ribosomal completo,
obtuvieron una filogenia distinta en la que el aislado de esta ave resulté ser hermano del
genotipo T1, claramente separado de otros aislamientos T4 (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Arbol maximun likelihood de diversos aislados de Acanthamoeba (Fuerst et al., 2015) basado en
las secuencias completas del gen 18S ARNr.
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Sin embargo, incluso después de la exhaustiva revision llevada a cabo por Fuerst et al., (2015),
hay autores que contintian basando la identificacién genética en el fragmento ASA.S1 (Figura
3.6), lo cual puede dar a clasificaciones erréneas.
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Figura 3.6. Grédfica que muestra el numero de secuencias de aislados de Acanthamoeba y su tamafo
depositadas en la base GenBank a lo largo del tiempo.

Aln seguia habiendo discrepancias en la asignacion del genotipo de ciertas secuencias a
algln genotipo, por lo que, Corsaro et al., (2015) realizaron nuevos andlisis y establecieron cuales
eran las cepas incluidas en los polémicos genotipos T16, T19 y T20. En un trabajo posterior,
Corsaro et al., (2017), los mismos autores presentaron la secuencia completa del genotipo T15,
que comprendia a los aislados relacionados con esa secuencia.

En los ultimos afos Corsaro y Venditti (2018a, 2018b), han publicado correcciones de ciertas
secuencias de Acanthamoeba que en realidad eran quimeras. De estas correcciones la mas
relevante concierne al genotipo T99, que en la revisidn de Fuerst et al., (2015) se propuso como
un clado ambiguo basado en secuencias completas del gen 185 ARNr de organismos que no se
han cultivado y que no muestran una de las regiones hipervariables presente en el resto de los
genotipos. Parece que las secuencias primeramente introducidas en Genbank para este genotipo
eran una quimera obtenida al mezclar involuntariamente secuencias de Acanthamoeba spp.,
Prismatolaimus spp. (un nematodo) y Rhogostoma spp. (una ameba).
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Por otra parte, la clasificacion por genotipos presenta el problema de que no permite conocer
la patogenicidad de las cepas amebianas. De hecho, ya que se ha demostrado que dentro de un
mismo genotipo ribosomal hay cepas patdgenas y no patégenas (Gast et al., 1996; Gast, 2001).
La capacidad de una cepa de Acanthamoeba de causar enfermedad es debida a sus mecanismos
de patogenicidad. Estos mecanismos son complejos, ya que se deben a una serie de factores
presentes en el parasito, factores del hospedador y las condiciones medio ambientales (Khan,
2003; Lorenzo-Morales et al., 2015). Los factores presentes en el parasito se dividen en dos
grupos: los que contribuyen directamente a la patogenicidad y los que contribuyen
indirectamente (Figura 3.7). Entre todos estos factores, los que se han empleado en los ultimos
afios para saber si un aislado de Acanthamoeba es potencialmente patdgeno, son la secrecion
de proteasas, termotolerancia, osmotolerancia, capacidad de crecer a distintos pH y capacidad
citopatica en células de mamiferos (Cursons y Brown, 1978; De Jonckheere, 1980; Khan et al.,
2000, 2002; Khan y Tareen, 2003; Magliano et al., 2009).
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Figura 3.7. Esquema de los factores que contribuyen a la patogenia de Acanthamoeba spp. (Lorenzo-
Morales et al., 2015).



Capitulo 3: Identificacion molecular y caracterizacion bioldgica de aislados clinicos y
ambientales de Acanthamoeba spp.

2. OBJETIVOS

En este capitulo se establece como objetivo general la clasificacion de las cepas de
Acanthamoeba aisladas de muestras clinicas y ambientales. Este objetivo se ha dividido en los
siguientes apartados:

1. Clasificacion de los aislados establecidos previamente en base a caracteres
morfométricos.

2. Determinacion del genotipo de las cepas aisladas mediante filogenia basada en
secuencias de Rns (18S ARNTr).

3. Evaluacion de los factores de patogenicidad de las cepas aisladas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Caracterizaciéon morfoldgica de las cepas de
Acanthamoeba spp.

Las muestras estudiadas son las aisladas en el capitulo anterior: 5 muestras procedentes de
limnoembalses (EV-UAH-P6, EV-UAH-V7, P-UAH-03, PV-UAH-V1 y PV-UAH-V2) y 5 muestras de
origen clinico (ISCHI-UAH 64/13, ISCIII-UAH 85/13, ISCIII-UAH 66/14, ISCIII-UAH 161/15 y ISCIII-
UAH 161/15). También, se estudiaron las cuatro cepas de coleccidn cultivo disponibles en el
laboratorio de parasitologia (A. castellanii ATCC 30234, A. castellanii CCAP 1501/1A, A.
culbertsoni ATCC 30171, A. astronyxis CCAP 1501/9) y una cepa donada por el Dr. Hadas (Poznan
University of Medical Sciences, Polonia) denominada A. polyphaga 2961 aislada de una muestra
clinica.

Material y reactivos empleados

=  Cultivo en medio axénico (en los casos que es posible) de las cepas anteriormente
mencionadas.

=  Medio PYG suplementado con 2 % de bactocasitona.

=  Medio CERVA.

=  Medio de enquistamiento Neff.

=  Tampon fosfato de Milloning o Tampdn Milloning (Milloning, 1961).

= Solucidn fijadora de glutaraldehido al 2 % (Merck, 104239).

= Solucién de lavado.

=  Soluciones de deshidratacién.

=  Poli-L-lisina 0,1 % (Sigma).

= (Quistes de las cepas anteriormente mencionadas.

=  Campana de flujo laminar (Telstar, Bio-lI-A).

=  Micropipetas.

=  Puntas de micropipetas estériles.

= Raspador de células.

=  Portaobjetos.

= Cubreobjetos.

=  PBS 1x.

=  Microscopio éptico (MOTIC, BA-300) con camara digital acoplada de 10 Mpx.

=  Desecador Polaron E-3000 (Quorum Technologies).

= Metalizador Polaron E500/5100 (Quorum Technologies).

=  Microscopio electrénico de barrido DSM 950 (Zeiss).
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Metodologia

Preparaciones en fresco de trofozoitos de Acanthamoeba.

1. Despegar los trofozoitos del flask de cultivo T25 por choque frio de cultivos axénicos
en fase exponencial de crecimiento. En el caso de cultivos en placas de agar, afiadir
3 ml de PBS 1x y levantar los trofozoitos con la ayuda de un raspador de células.

2. Enla campana de flujo laminar, retirar un pequefio volumen (~ 50 - 100 pl) de los

cultivos y colocar la gota en el portaobjetos, posteriormente, curbrir la gota con el

cubreobjetos.

Observar al microscopio 6ptico y tomar fotografias de los trofozoitos.

4. Realizar medidas de los trofozoitos con la ayuda del software de la camara del
microscopio.

w

Preparaciones en fresco de quistes de Acanthamoeba.

1. Previamente, hay que producir quistes de cada una de las cepas estudiadas. Para
ello, utilizar el medio de enquistamiento Neff. En el caso, de cultivos en placas de
agar, hay que esperar a que la fuente de alimento se agote y los trofozoitos se
enquisten de manera natural.

2. Preparar el medio Neff como se muestra en la siguiente tabla (Tabla 3.1), ajustar el
pH a 8,8 y autoclavar.

Tabla 3.1. Composicidn del medio de enquistamiento Neff. Los compuestos estan en g para preparar 1 L.

Compuesto Cantidad (g)
Amendiol 2,105
Kl 7,45
MgS0,-7H,0 1,97
CaCl-2H,0 0,06
NaHCO3 0,085

3. Enla cabina de flujo laminar, retirar el medio de cultivo de los flasks de T75 y lavar
con PBS 1x.

4. Retirar el PBS 1x y afiadir 10 ml de medio Neff.

5. Mantener en agitacion los flasks con medio Neff a 4 °C durante 2 semanas o hasta
que alcancen el 80 % de enquistamiento.

6. Una vez obtenidos los quistes, colocar una gota en un portaobjetos y cubrirla con el
cubreobjetos.

7. Observar al microscopio éptico tomando fotografias de los quistes.

8. Realizar medidas de los quistes con la ayuda del software de la camara del
microscopio.
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Preparaciones de trofozoitos y quistes de Acanthamoeba para microscopia electrénica de

barrido (MEB).

1. Preparar el tampdn Milloning en el momento de uso, para ello se debe mezclar 58,1
ml de solucién A (NaH2P04-H20 al 2,26 %, 11,3 g en 500 ml de agua destilada) y 11,9
ml de solucién B (NaOH al 2,52 %, 2,52 g en 500 ml de agua destilada). Ajustar el pH
a7’2.

2. Preparar la solucién fijadora de glutaraldehido al 2 %. Para ello, mezclar 4,6 ml de
tampdn Milloning, 0,4 ml de glutaraldehido al 25 % y 50 ul de CaCl; al 1 %.

3. Meazclar 22,5 ml de tampdn Milloning y 2,5 ml de glucosa al 1 % para preparar la
solucion de lavado.

4. Desprender los trofozoitos del flask de cultivo T25 por choque frio de cultivos
axénicos en fase exponencial de crecimiento. En el caso de los quistes, emplear el
medio de enquistamiento Neff para producirlos (segin se ha explicado
previamente).

5. En la campana de flujo laminar, traspasar el contenido de los flasks, ya sean
trofozoitos o quistes, a un tubo de 15 ml y centrifugar 10 min a 500 rpm.

6. Retirar parte del volumen del sobrenadante, dejando aproximadamente 100 pl para
resuspender el pellet.

7. En un cubreobjetos redondo de plastico se disponen 200 pl de Poli-L-lisina,
trascurridos 10 min, retirar la Poli-L-lisina.

8. Afiadir en ese mismo cubre 50 pl de la suspension de trofozoitos o quistes e incubar
en una camara hiumeda a la temperatura dptima de crecimiento de cada cepa
durante 1 hora.

9. Retirar el medio que queda sobre el cubreobjetos. Los trofozoitos y quistes
quedaran adheridos al mismo.

10. Rapidamente, aiadir al cubre 100 pl de solucidon de fijacidn, e incubar a temperatura
ambiente durante 1 hora.

11. Sumergir el cubreobjetos en la solucion de lavado durante unos segundos.

12. Deshidratar la muestra en soluciones crecientes de etanol, es decir, se sumerge el
cubre durante 5 min en soluciones de 30, 50, 70, 95y 100 °.

13. Guardar cada portaobjetos en un sobre de papel de Wattman n° 1 realizado para tal
efecto.

14. Sumergir el sobre con el cubreobjetos en acetona anhidra.

15. Desecar las muestras mediante el punto critico en el aparato Polaron E-3000.

16. Posteriormente, introducir las muestras en el metalizador Polaron E5000/5100 a un
voltaje de 2 kV e intensidad de 20 mA durante 150 s, creando en el cubre una capa
superficial de oro de 200 a 300 nm de espesor.



Capitulo 3: Identificacion molecular y caracterizacion bioldgica de aislados clinicos y
ambientales de Acanthamoeba spp.

3.2. Determinacion del genotipo de los aislados

Se determind el genotipo de todas las cepas disponibles en el laboratorio
independientemente de su origen. Se realizaron analisis filogenéticos basandose en las
secuencias completas del gen 185 ARNr (> 2.000 bp) en los casos que fue posibles;
alternativamente se usé solo el fragmento GTSA.B1 (1.500 - 2.000 bp).

Material y reactivos empleados

=  Cultivo exponencial en medio axénico (en los casos que es posible) de las cepas.
=  Agarosa D1 LOW EEO (Conda, Pronadisa, 801000).
=  Bromuro de etidio 10 mg/ml (Sigma, E7637). Se prepara a 1 ug/ml.
=  Tampon Tris Acetato EDTA (TAE) 50x (Norgen Biotel Corp, 28011).
=  Tampdn TAE 1x: Obtenido a partir del 50x.
= Marcadores de peso molecular A-Hind Il (Takara, 3403) y $X174-Hae Il (Takara,
3405A).
=  Ampollas de agua bidestilada estéril y libre de ADN (Braum).
=  Primers del gen Rns: E528F - 1492R que amplifica la totalidad del gen (~2.000 bp)
(Edgcomb et al., 2002), CRN5 - 1137 que amplifica la region GTSA.B1 (2.000 - 1.500
bp) (Schroeder et al., 2001) y JDP1 - JDP2 que amplifica para la region ASA.S1 (400 -
500 bp) (Schroeder et al., 2001).
e E528F (5- CGGTAATTCCAGCTCC - 3')
e 1492R (5’- ACCTTGTTACGACTT - 3’)
e CRN5 (5’- CTGGTTGATCCTGCCAGTAG - 3’)
e 1137 (5- GTGCCCTTCCGTCAAT - 3’)
e JDP1 (5- GGGCCCAGATCGTTTACCGTGAA - 3')
e JDP2 (5- TCTCACAAGCTGCTAGGGGAGTCA - 3)
=  Kit de extraccion de ADN “DNAeasy Blood and tissue kit” (Mobio, 12200-250).
= Kit de limpieza de productos de PCR “Ultra Clean 15 DNA purification” (Mobio,
12500-100).
=  Kit de clonacién de fragmentos de PCR “NZY-A PCR cloning kit” (NZYTech, MB053).
=  Kit de purificacion de ADN de plasmidos “Mini Plasmid Prep kit” (Mobio, 12301-50).
=  PCR Master mix con buffer de carga para electroforesis “NZYTaq Il 2x Green Master
Mix” (NZYTech, MB22401).
= Micropipetas.
=  Puntas de micropipetas estériles con filtro y libres de ADNasas.
=  Tubos de 15 ml estériles.
= Campana de flujo laminar (Telstar Mini — V/PCR).
=  Campana de flujo laminar (Telstar, Bio-II-A).
=  Termociclador (Eppendorf, Mastercycler® personal).
= Cubeta de electroforesis Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad) y fuente de alimentacién Power
Pac 300 (Bio-Rad).
=  Espectrofotémetro Epoch (Biotek).
=  Secuenciador automatico (Applied Biosystems, ABI 3130).
=  Transiluminador Gel Doc 2000 (Bio-Rad).
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Metodologia

Extraccion de ADN.

1. Desprender los trofozoitos del flask de cultivo T25 por choque frio provenientes de
cultivos axénicos en fase exponencial de crecimiento. En el caso de cultivos en placas
de agar, afiadir 3 ml de PBS 1x y con la ayuda de un raspador de células, levantar los

trofozoitos.

2. Enla cabina de flujo laminar, retirar el volumen de los flasks o de las placas de agar

a un tubo de 15 ml y centrifugar 10 min a 500 rpm.

3. Retirar el sobrenadante, transferir el pellet a un tubo eppendorf estéril y
resuspenderlo en 200 pl de Solution B1 del kit “DNAeasy Blood and tissue kit”

(MoBio, California, EEUU).

4. Seguir las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones: La incubacidn
con proteinasa K serd como minimo de 1 hora a 65 °C en agitacion, y en el ultimo
paso se afiaden 100 ul de la solucién B5 en vez de 200 pl, como indican las

instrucciones.

5. Una vez extraido el ADN, cuantificar la concentracion y la pureza de éste con el
espectrofotdmetro Epoch (Biotek). La pureza se analiza mediante el cociente

A260/A280, que debe encontrarse entre 1,8 - 2.
6. Almacenar el ADN a - 4 °C hasta su uso.

Preparacion de primers y amplificacion del gen Rns.

1. Para amplificar el gen Rns se llevaran a cabo 3 PCR diferentes. Primero hay que
resuspender con agua bidestilada estéril los primers liofilizados a una concentracion

de 100 uM en la cabina de flujo laminar.

2. Prepararla mezcla de PCR en un volumen de 25 pl por reaccién. Esta mezcla consiste
en 12,5 ul de NZYTaq Il 2x Green Master Mix, 2 pl de la mezcla del primer forward y
reverse a una concentracion de 5 uMy 8,5 pl de agua bidestilada estéril. Finalmente,

afiadir 2 pl de ADN.

3. Introducir los tubos con la reaccién de PCR en el termociclador, dependiendo del

par de primers empleado, las condiciones varian (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Condiciones de PCR para los primers E598F - 1492R, CRN5 - 1137 y JDP1 -JDP2.

Primers Primers Primers
Etapa de PCR E598F - 1492R CRNS5 - 1137 JDP1 -JDP2
Desnaturalizacion 96 °C/ 2 min 95 °C/ 10 min 95°C/ 10 min
Desnaturalizacién 96°C/30s 95 °C/ 1 min 95 °C/ 1 min
(35 ciclos) (30 ciclos) (45 ciclos)

. . 52°C/45s 51°C/1min 60 °C/ 1 min
Anillamiento (35 ciclos) (30 ciclos) (45 ciclos)
Elongacion 72°C/ 2 min 72°C/1min30s 72 °C/ 2 min

(35 ciclos) (30 ciclos) (45 ciclos)
Elongacion final 72°C/ 10 min 72°C/ 10 min 72 °C/ 10 min
(35 ciclos) (35 ciclos) (45 ciclos)

4.

Para comprobar si ha habido amplificacidon se realiza una electroforesis.

Electroforesis y tincion de geles.

O 0N

10.

11

Colocar la bandeja de geles en el molde.

Preparar el gel de agarosa, la concentracién dependerd del tamaiio del amplicén. En
este caso, los geles se prepararon a 1,2 % (400 bp - 7.000 bp) para todos los
productos de PCR obtenidos con los distintos pares de primers. Por tanto, pesar 0,3
g de agarosa y anadir a un matraz con 25 ml de TAE 1x.

Calentar esta mezcla al microondas hasta que sea transparente.

Verter la mezcla enfriada a 40 °C en la bandeja de geles, colocar los peines y dejar
solidificar.

Una vez solidificado el gel, colocarlo dentro de la cubeta. Llenar la cubeta con buffer
TAE 1x.

Cargar 5 pl de los productos de PCR e iniciar la electroforesis.

Finalizar la electroforesis cuando el frente haya llegado al final del gel.

A continuacion, retirar el gel de la cubeta.

Teiir el gel con una solucién de bromuro de etidio en agitacién durante 10 min.
Pasados los 10 min, retirar el exceso de bromuro de etidio lavando el gel con agua
en agitacién durante otros 10 min.

. Observar las bandas de ADN en el transiluminador “Gel Doc 2000” de Bio-Rad.

Limpieza de productos de PCR.

Para limpiar los productos de PCR se utiliza el kit “Ultra Clean PCR Clean-up” (MoBio,
California, EEUU).

Seguir las instrucciones del fabricante, salvo en el dltimo paso, en el que la elucién
del ADN se realiza con 50 pl de agua bidestilada estéril.

Una vez extraido el ADN, cuantificar la concentracidn y la pureza de este con el
espectrofotometro Epoch (Biotek). La pureza se analiza mediante el cociente
A260/A280, que debe estar entre 1,8 - 2.

Almacenar el ADN a - 4 °C hasta su secuenciacién en la unidad de Biologia Molecular
de la uah.
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Preparacion de placas de agar Luria-Bertoni (LB) con ampicilina, X-gal e IPTG.

1. Preparar 10 ml de ampicilina a una concentracion de 50 mg/ml: pesar 500 mg de
ampicilina, afiadir 2,5 ml de agua destilada estéril, afadir alicuotas de 10 ul HCI
concentrado hasta que se disuelva la ampicilina. Una vez disuelta afiadir agua hasta
los 5 ml y afiadir 5 ml de etanol absoluto. Filtrar con un filtro de 0,22 um para
esterilizar.

2. Preparar 0,5 ml de IPTG y Xgal: pesar 50 mg de IPTG y 20 mg de Xgal, afiadir 0,4 ml
de de dimetilformamida e ir afiadiendo gota a gota de dimetilformamida hasta llegar
alos 0,5 ml. Almacenar a - 20 °C en oscuridad hasta su uso.

3. Preparar medio LB agar y autoclavarlo. Una vez atemperado, afiadir 100 pl de
ampicilina al 50 mg/ml y 60 pul de la mezcla de IPTG y Xgal por cada 100 ml de LB
agar.

4. Verter en placas Petri y dejar solidificar.

Clonacidn de secuencias de ADN.

Dado que los electroferogramas de algunos aislados mostraban varios picos, se realizd una
clonacidn de dichas secuencias para comprobar si el aislado era heterocigotico.

1. Calcular la concentracion de del producto de PCR amplificado con los primers CRN5
-1137 (inserto) con la siguiente formula:

. ng del vector * el tamafio del inserto en kb ) inserto
ng del inserto = — * el ratio molar de
tamafio del vector en kb vector

2. Seguir las instrucciones del kit NZY-A PCR cloning (NZYTech, Lisboa, Portugal).

3. Sembrar las bacterias obtenidas en medio LB con ampicilina, IPTG y Xgal a 37 °C
durante la noche. Las colonias de color blanco son las colonias que tienen incluido
el plasmido pNZY28.

4. Para comprobar si el plasmido tiene el inserto, primero hay que extraer el plasmido
de las bacterias para ello se siguieron las instrucciones del kit Plasmid DNA was
purified with the Mini Plasmid Prep (MoBio, California, USA).

5. Unavez extraidos los plasmidos, digerir con la enzima Pst: mezclar 1 pl de Pst diluida
1/2, 4 pl de pladsmido, 4 pl de agua estéril y 1 pl de buffer Mg?*. Incubar la mezcla a
37 °Cdurante 1 horay 30 min.

6. Realizar una electroforesis al producto obtenido para comprobar que el tamafio se
corresponde al del amplicon.

7. Enelcasode que se corresponda el tamafio, estos productos se enviaron a la unidad
de Biologia Molecular para su secuenciacion.
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Andlisis de secuencias de ADN.

1. Las secuencias obtenidas son analizadas con el programa BioEdit 5.0.9 (Hall, 1999)
con el cual se corrigen los pares de bases dudosos y se ensamblan las distintas
secuencias obtenidas con los 3 pares de primers.

2. Las secuencias resultantes son introducidas en la base de datos GeneBank para
confirmar que pertenecen al género Acanthamoeba.

3. Unavez comprobado que son secuencias de Acanthamoeba con una longitud entre
1.200 - 2.000 bp, se realiza un alineamiento de las secuencias con el algoritmo
MSAProbs (Liu et al., 2010).

4. El alineamiento obtenido con MSAProbs fue evaluado con el valor de consistencia
transitoria (TCS del inglés transitive consistency score) y se generd un alineamiento
multiple (MSA del inglés multiple sequence alighment) (Chang et al., 2014).

Filogenia.

1. Se construyeron arboles neigbor-joining y parsimdnicos a partir del alineamiento
multiple generado con TCS, con el programa PhyML 3.0 (Guindon y Gascuel, 2003)
y MEGA.

3.3. Evaluacion de los factores de patogenicidad
indirectos

Los factores de patogenicidad estudiados fueron la termotolerancia, osmotolerancia,
crecimiento a diferentes pH y la actividad citopatica. La capacidad de Acanthamoeba para
soportar altas osmolaridades y temperaturas es crucial para poder invadir el epitelio corneal ya
que los trofozoitos estaran puntualmente expuestos a esas condiciones, asi como, a la salinidad
de las lagrimas (Khan, 2003). Varios estudios (De Jonckheere, 1983; Walochnik et al., 2000; Khan
et al., 2002) han demostrado que la capacidad de Acanthamoeba de crecer a altas temperaturas
y osmolaridades estan relacionadas directamente con la patogenicidad de estos aislados. Sin
embargo, los mecanismos por los cuales las cepas patégenas pueden adaptarse a estas
circunstancias se desconocen. Por otra parte, la capacidad de sobrevivir a diferentes pHs le
permite colonizar diversos nichos, pero se desconoce qué relacién tiene este caracter con la
patogenia (Khan, 2003). La actividad citopdatica es la capacidad que tiene una cepa de
Acanthamoeba de lisar células de mamiferos. Este factor es el primero que se estudié para
determinar si una cepa era patdgena o no (De Jonckheere, 1980). Las cepas patdgenas disponen
de las herramientas necesarias para degradar las células de mamifero, lo cual le permite invadir
el epitelio corneal en una queratitis.

Los ensayos de termotolerancia, osmotolerancia y crecimiento a diferentes pHs se llevaron a
cabo en todas las cepas presentes en el laboratorio de Parasitologia, salvo las siguientes cepas:
ISCIII-UAH 66/14, ISCHIII-UAH 163/15, PV-UAH-V1 y PV-UAH-V2, dado que su tasa de crecimiento
lenta no lo permitié. Los ensayos de citopatogenia sélo se realizaron en la cepa ISCII-UAH 64/13,
EV-UAH-V7 y P-UAH-03 en células epiteliales de cérnea humana y células Hela.
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Material y reactivos empleados

=  Cultivo exponencial en medio axénico de las cepas.

=  Placas de agar a distinta osmolaridad.

= E. coli CECT 515.

= Células inmortalizadas epiteliales de cérnea humana (CEpiCH) (Innoprot, P10871-
IM).

= Células Hela (ATCC CCL-2).

=  Medio PYG+B y CERVA a distintos pHs (3, 4, 7y 9).

=  Medio IM-Corneal Epithelial Cell (de sus siglas en inglés CEpiCM) (Innoprot, P60131).

= Suplemento de crecimiento para las celulas epiteliales de cérnea (de sus siglas en
inglés CEpiCGS) (Innoprot, P60131).

=  Kit de colageno | (Innoprot, P8188).

=  PBS50x (Sigma, D1408). Se emplea a 1x.

=  Medio Dulbecco’s Modified Eagle’s (de sus siglas en inglés DMEM) (Sigma, D6429).

=  Suero fetal bovino (SFB) (Sigma, F7524). Se descomplementa antes de usar.

=  Penicilina y estreptomicina (Sigma, P4333).

= Reactivo MTT preparado a 5 mg/ml en PBS 1x (Sigma, M2003).

= Rojo Congo (Sigma, C-6767). Se emplea al 0,2 %.

=  Tripan blue (Sigma, T8154).

=  Dimetilsulféxido (DMSO) (PanReac AppliChem, 131954.1611).

= Cdmara de recuento Fuchs-Rosenthal.

= Cdmara de recuento Neubauer.

=  Placas de 24 pocillos.

= Flasks de cultivo T75 con filtro en el tapdn.

=  Micropipetas.

= Puntas de micropipetas estériles.

=  Tubos de 15 ml estériles.

=  Campana de flujo laminar (Telstar, Bio-lI-A).

®= |ncubadorasa 25,32y 37 °C.

= Incubadora a 37 °C con CO..

= Microscopio éptico (MOTIC, BA-300) con camara digital acoplada de 10 Mpx.

=  Espectrofotémetro.
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Metodologia

Ensayo de termotolerancia.

10.
11.

Prepar

Desprender los trofozoitos del flask de cultivo T25 por choque frio de cultivos
axénicos en fase exponencial de crecimiento.

En la cabina de flujo laminar, transferir el cultivo con las amebas libres en el medio
desde los flasks a un tubo de 15 mly centrifugar 10 min a 500 rpm.

Retirar el sobrenadante y resuspender el pellet en 12 ml de PBS 1x.

Retirar una alicuota y mezclar con rojo congo al 0,2 % a una proporcion de 1:1 para
su recuento en la camara de recuento Fuchs-Rosenthal.

Ajustar el inéculo de trofozoitos a 10° por pocillo.

Afadir a cada pocillo 60 pl de la suspension ajustada de trofozoitos y 540 ul del
medio de cultivo correspondiente (PYG+B o CERVA). Incubar las distintas placas a
25, 32 y 37 °C. Cada temperatura se ensaya por triplicado y el ensayo se repitié al
menos dos veces.

Observar por microscopio éptico el crecimiento de los trofozoitos a 1, 3 y 7 dias
desde su incubacién.

Realizar en cada tiempo fotografias y determinar la tasa de crecimiento de la cepa,
pudiendo ser: -: No se observa crecimiento. +: 10 - 25 % de monocapa. ++: 25 - 50 %
de monocapa. +++: 50 - 90 % de monocapa. ++++: monocapa en total confluencia.
En las cepas A. astronyxis CCAP 1501/9, A. castellanii ATCC 30234, A. castellanii CCAP
1501/1A, A. culbertsoni ATCC 30171, BYB2017, ISCIII-UAH 64/13, e ISCIII-UAH 85/13,
se estudid la viabilidad de los trofozoitos a los distintos tiempos.

La viabilidad se estudié por recuento manual de los trofozoitos.

Desprender los trofozoitos por choque frio, retirar una alicuota y mezclar con rojo
congo al 0,2 % a una proporcion de 1:1 para su recuento en la cdmara de recuento
Fuchs-Rosenthal.

acion de placas de agar a distinta molaridad.

Preparar placas de agar-agar al 1 %, para ello, mezclar el agar-agar con manitol para
que la concentracidn final del manitol sea de 0,3; 0,5y 1 M.

Autoclavar 20 min a 121 °C. Atemperar el agar a 60 °C, y plaquearlo en la campana
de flujo laminar.

Una vez que se ha solidificado el agar, anadir E. coli muerto de tal forma que cubra
toda la superficie de las placas.

Conservar a 4 °C hasta su uso.
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Ensayo de osmotolerancia.

1. Desprender los trofozoitos del flask de cultivo T25 por choque frio de cultivos

axénicos en fase exponencial de crecimiento.

2. Enlacabina de flujo laminar, transferir las amebas libres en el medio desde los flasks

a un tubo de 15 ml y centrifugar 10 min a 500 rpm.
3. Retirar el sobrenadante y resuspender el pellet en 12 ml de PBS 1x.

4. Retirar una alicuota y mezclar con rojo congo al 0,2 % a una proporcion de 1:1 para

su recuento en la camara de recuento Fuchs-Rosenthal.
5. Ajustar el indculo de trofozoitos a 103 por placa.

6. Afadir 50 ul de la suspension de trofozoitos ajustada a cada placa de distinta
osmolaridad (0; 0,3; 0,5y 1 M). Colocar la suspensién justo en el centro de la placa
y marcar con un rotulador la zona en la que se ha depositado. Incubar las placas a la

temperatura éptima de la cepa.

7. Con la ayuda de una regla, realizar la medicion del avance de los trofozoitos sobre
el agar transcurridos 1, 3, 5y 7 dias de incubacion. Se considera tolerancia positiva
a las distintas concentraciones cuando el halo de crecimiento al tercer dia es mayor
de 0,5 cm (Fernandez, 2014) y la medicién de las placas, finaliza cuando el control

(0 M) alcanza los bordes de la placa.

Ensayo de crecimiento a diferentes pHs.

1. Desprender los trofozoitos del flask de cultivo T25 por choque frio de cultivos

axénicos en fase exponencial de crecimiento.

2. Enlacabinade flujo laminar, transferir las amebas libres en el medio desde los flasks

a un tubo de 15 ml y centrifugar 10 min a 500 rpm.
3. Retirar el sobrenadante y resuspender el pellet en 12 ml de PBS 1x.

4. Retirar una alicuota y mezclar con rojo congo al 0,2 % a una proporcién de 1:1 para

su recuento en la camara de recuento Fuchs-Rosenthal.
5. Ajustar el indculo de trofozoitos a 10° por pocillo.

6. Afadir a cada pocillo 60 pl de la suspension ajustada de trofozoitos y 540 ul del
medio de cultivo correspondiente (PYG+B o CERVA) a los diferentes pHs (3,5, 7y 9).
Incubar a la temperatura 6ptima de cada cepa. Cada pH se ensaya por triplicado y el

ensayo se repitié al menos dos veces.

7. Observar en el microscopio éptico el crecimiento de los trofozoitos a 1, 3 y 7 dias

desde su incubacidn.

8. Realizar fotografias en cada tiempo y determinar la tasa de crecimiento de la cepa,
pudiendo ser: -: No se observa crecimiento. +: 10 - 25 % de monocapa. ++: 25-50%
de monocapa. +++: 50 - 90 % de monocapa. ++++: monocapa en total confluencia.

9. EnlascepasA. astronyxis CCAP 1501/9, A. castellanii ATCC 30234, A. castellanii CCAP
1501/1A, A. culbertsoni ATCC 30171, BYB2017, ISCIII-UAH 64/13, e ISCIII-UAH 85/13,

se estudid la viabilidad de los trofozoitos a los distintos tiempos.
10. La viabilidad se estudioé por recuento manual de los trofozoitos.

11. Desprender los trofozoitos por choque frio, retirar una alicuota y mezclar con rojo
congo al 0,2 % a una proporcién de 1:1 para su recuento en la cdmara de recuento

Fuchs-Rosenthal.
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Cultivo y mantenimiento de células epiteliales de c6rnea humana (CEpiCH).

10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

17.

Estas células necesitan colageno para poder adherirse al flask de cultivo o a los
pocillos de una placa. Por lo que, el primer paso, es tratar con coldgeno tipo 1 (de
aqui en adelante abreviado “I”) los flasks.

En la cabina de flujo laminar, diluir los 2 ml de “100x Collagen | Solvent” del kit de
colageno | (Innoprot) en 198 ml de agua destilada estéril, de tal forma que el
producto queda a 1x. Conservara 2 - 8 °C.

Diluir el coldgeno 1 mg/ml a 50 pug/ml con “1x Collagen | Solvent”. Afiadir 7,5 ml (100
ul/cm?) al flask de cultivo T75 e incubar minimo 30 min a 37 °C.

Retirar el colageno y lavar dos veces el flask con PBS 1x. El flask se puede utilizar
inmediatamente o dejar que se seque durante 1 h en la cabina de flujo laminar.
Preparar el medio de cultivo completo en la cabina de flujo laminar: a los 500 ml del
medio base CEpiCM afiadir 5 ml de suplemento de crecimiento CEpiCGS, 5 ml de
penicilina-estreptomicina y 50 ml de SFB descomplementado. Afadir 20 ml de
medio completo al flask T75.

Descongelar las células en el bafio de 37 °C, secar el vial y lavarlo con etanol al 70 %.
Afadir las células al falsk con la ayuda de una micropipeta e incubarlo a 37 °Cen una
atmésfera con un 5 % CO..

Al dia siguiente, retirar el medio y afiadir medio fresco para retirar los residuos de
DMSO y las células que no se han adherido.

Cambiar el medio cada 3 dias mientras el cultivo tenga una confluencia del 70 %.
Cuando el medio alcance una confluencia del 90 %, cambiarlo cada dia o cada 2 dias.
Cuando alcanza el 90 % de confluencia, se pueden hacer subcultivos ya sean a otro
flask o a placas multipocillos para realizar ensayos. Para ello, tratar con colageno
(apartados 1 - 4) el flask o la placa multipocillo.

Retirar el medio de cultivo del flask que estd al 90 % de confluencia. Lavar 2 veces
con PBS 1x atemperado a 37 °C.

Retirar el PBS 1x, afiadir 5 ml de tripsina atemparada a 37 °C al flask e incubar de 3
a5mina37°C.

Observar al microscopio que las células se hayan despegado del fondo y afiadir al
flask 5 ml de medio completo CEpCH.

Retirar del flask los 10 ml y centrifugar 5 min a 1.000 rpm.

Retirar el sobrenadante y resuspender el pellet en 5 ml de medio completo CEpCH.
Retirar una alicuota y mezclar con tripan blue a una proporcion de 1:1 para realizar
el recuento de células en la cdmara de Neubauer, contando sélo los 4 cuadrados del
reticulo de glébulos blancos. Para conocer el nimero de células por ml se emplea la
siguiente formula:

cél n°de cél. contadas * dilucién * 10.000

ml n° de cuadrados contados

Ajustar la suspensién de células a 750.000 por flask o bien 20.000 células por pocillo
(se determind previamente la densidad de células mediante el ensayo MTT).
Sembrar 1 ml de la suspensidn de células ajustada al flask o 250 pl a cada pocillo.
Afadir 9 ml de medio completo por cada flask o0 250 pl a cada pocillo (NOTA: en este
paso se usa para el medio SFB al 2 %, en vez de al 10%). Incubar a 37 °C en una
atmédsfera con un 5 % COa.
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Cultivo y mantenimiento de células Hela.

10.
11.

12.

13.

Preparar el medio de cultivo completo en la cabina de flujo laminar: a los 500 ml del
medio DMEM afadir 5 ml de penicilina-estreptomicina y 50 ml de SFB
descomplementado. Afiadir 10 ml de medio completo al flask T75.

Descongelar las células en el bafio de 37 °C, secar el vial y lavarlo con etanol al 70 %.
Afadir las células al flask con la ayuda de una micropipeta e incubarlo a37 °Cen una
atmodsfera con un 5 % COa.

Al dia siguiente, retirar el medio y afiadir medio fresco para retirar los residuos de
DMSO y las células que no se han adherido.

Mientras el cultivo tenga una confluencia del 70 %, el medio se cambia cada 4 dias.
Cuando el medio alcance una confluencia del 90 %, cambiarlo cada 2 dias.

Cuando alcanza el 90 % de confluencia, se pueden hacer subcultivos ya sea a otro
flask o a placas multipocillos para realizar ensayos.

Retirar el medio de cultivo del flask que esta al 90 % de confluencia. Lavar 2 veces
con PBS 1x atemperado a 37 °C.

Retirar el PBS 1x, se afiaden 5 ml de tripsina atemparada a 37 °C e incubarde 3a 5
min a 37 °C.

Observar al microscopio que las células se hayan despegado y después afiadir al flask
5 ml de medio completo DMEM.

Retirar del flask los 10 ml y centrifugar 5 min a 1.000 rpm.

Retirar el sobrenadante y resuspender el pellet en 5 ml de medio completo DMEM.
Retirar una alicuota y mezclar con tripan blue a una proporcién 1:1 para realizar el
recuento de células en la cdmara de Neubauer contando sélo los 4 cuadrados del
reticulo de gldbulos blancos. Para conocer el nimero de células por ml se emplea la
siguiente férmula:

cél _ n° de cél. contadas * dilucién * 10.000

ml n° de cuadrados contados

Ajustar la suspension de células a 50.000 por flask o 10.000 células por pocillo (este
parametro fue determinado por la Unidad de Cultivos Celulares de la UAH).
Sembrar 1 ml de la suspension de células ajustada a otro flask o bien usar 250 ul por
pocillo. Afiadir 9 ml de medio completo porcada flask o 250 ul a cada pocillo. Incubar
a 37 °C en una atmdsfera con un 5 % CO..
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Ensayo de citopatogenia.

10.

11.

12.

Preparar placas de 24 pocillos con 20.000 células CEpiCH o 10.000 células Hela, tal
y como se explica en los apartados anteriores.

Incubar estas placas a 37 °C en una atmdsfera con un 5 % CO: hasta que forman una
monocapa en los pocillos.

Desprender los trofozoitos en fase exponencial de crecimiento del flask de cultivo
T25 por choque frio.

En la cabina de flujo laminar, transferir el cultivo con las amebas libres desde los
flasks a un tubo de 15 ml y centrifugar 10 min a 500 rpm.

Retirar el sobrenadante y resuspender el pellet en 12 ml de PBS 1x.

Retirar una alicuota y mezclar con rojo congo al 0,2 % a una proporcion de 1:1 para
su recuento en la cdmara de recuento Fuchs-Rosenthal.

En el caso de los ensayos de citopatogenia en células CEpiCH, ajustar el indculo de
trofozoitos a 100, 1.000, 2.000, 4.000, 10.000 y 20.000 por pocillo. En el caso de los
ensayos en células Hela, ajustar el indculo a 50, 500, 1.000, 2.000, 5.000, 10.000 y
40.000 trofozoitos por pocillo.

Afadir a cada pocillo, con monocapa de células de mamifero, 60 pl de la suspension
ajustada de trofozoitos y 440 pul del medio de cultivo celular correspondiente (medio
CEpiCM o DMEM). Salvo a los pocillos controles, que Unicamente tendran células
humanas con su correspondiente medio. Incubar las placas a 37 °C en una atmdsfera
conun5 % COa.

Observar al microscopio dptico la degradacion de las células CEpiCH y Hela a las 0,
3,6y 24 horas.

A las 24 horas, afiadir a cada pocillo 50 pl del reactivo MTT al 5 mg/ml e incubar la
microplaca a 37 °C en una atmésfera con un 5 % de CO: durante un minimo de 3
horas. El MTT es un ensayo colorimétrico de viabilidad basado en la reduccion de
sales de tetrazolio, es decir, el bromuro de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-ilo)-2-5-
difeniltetrazol (MTT) es reducido por accion de las enzimas mitocondriales tipo
succinato deshidrogenasa presentes en las células, a (E, Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-1,3-difenilformazan (Formazan), generando un color violeta en el pocillo. Por lo
tanto, a mayor numero de células vivas, mayor el color y por ende mayor la
absorbancia que se obtiene. Los trofozoitos no son capaces de reducir el MTT a
formazan (Heredero-Bermejo et al., 2013).

Transcurrido el tiempo de incubacidn, retirar el contenido de los pocillos y afadir
500 pl de DMSO. EI DMSO solubiliza el formazan, permitiendo medir la absorbancia.
Medir la absorbancia a 570 nm en un espectrofotometro.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion morfologica de las cepas de
Acanthamoeba spp.

La caracterizacién morfoldgica fue la primera herramienta disponible para identificar el
género Acanthamoeba y sus especies. Hoy en dia, la identificacién morfoldgica sigue siendo util
para identificar el género ya que los quistes de este género son muy caracteristicos. Los quistes
poseen una doble pared: ectoquiste y endoquiste, con morfologia muy variable. El uso de este
cardcter en la clasificacidon de las amebas tiene sus limitaciones (Sawyer, 1971). A pesar de ello,
se llega a emplear para situarlas en los distintos morfogrupos. Las cepas estudiadas en esta tesis
pertenecen sobre todo al morfogrupo Il (Martin-Pérez et al., 2017), estos quistes se caracterizan
por tener el ectoquiste rugoso, mientras que el endoquiste puede ser redondo, ovoide, poligonal
o triangular (Figura 3.8).

Figura 3.8. Fotografias de quistes de Acanthamoeba spp. observados al microscopio de contraste de fases.
a. Quistes de BYB2017. b. Quistes de ISCIII-UAH 64/13. d. Quistes de ISCIII-UAH 85/13. e. Quistes de ISClII-
UAH 161/15. La escala es de 15 pm, excepto la Figura 3.8d que se corresponde a 10 um.



Capitulo 3: Identificacion molecular y caracterizacion bioldgica de aislados clinicos y
ambientales de Acanthamoeba spp.

Ademas, de los aislados de muestras clinicas se tomaron medidas tanto de los quistes como
de los trofozoitos (Tabla 3.3 y Figura 3.9). Cabe destacar que el tamafio de los trofozoitos cambia
considerablemente de un aislado a otro (Khan, 2006), y por tanto no proporciona informacién
relevante. Sin embargo, Khan (2015) indica que las cepas patégenas presentan un elevado
numero de acantdpodos. Este autor sugiere que quiza éstos pueden jugar un papel importante
en la patogénesis de Acanthamoeba, siendo los que modulan la adhesion a las células epiteliales
corneales (Khan, 2001).

Tabla 3.3. Media y desviacion estandar (en um) de los trofozoitos y quistes.

Cepa Trofozoito Quiste

ISCHI-UAH 64/13 15,88 + 5,08 9,34 +2,34
ISCHI-UAH 85/13 12,21 + 3,08 8,52+1,76
ISCHI-UAH 66/14 13,24 +5,36 4,93 +0,81
ISCHI-UAH 161/15 17,17 + 4,15 8,03+1,30

ISCIII-UAH 163/15 15,27 £ 2,81 8,12+2,12
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Figura 3.9. Fotografias de trofozoitos de Acanthamoeba spp. observados al microscopio de contraste de
fases. a. Trofozoitos de la cepa BYB2017. b. Trofozoitos de ISCIII-UAH 64/13. c. Trofozoitos de ISCIII-UAH
85/13. d. Trofozoitos de ISCIII-UAH 161/15. La escala es de 15 um, excepto la Figura d que se corresponde
a 10 pum.

En las fotografias obtenidas al microscopio electrénico de barrido (Figura 3.10), se pueden
observar las cepas que se han aislado de muestras clinicas. La mayoria presenta numerosos
acantopodos en su superficie, salvo las cepas ISCHI-UAH 161/15 e ISCHI-UAH 163/15, a pesar de
que proceden de pacientes con queratitis. Se desconoce si el motivo se debe al prolongado
tiempo de cultivo en medio axénico o porque son cepas mas sensibles que han sufrido dafios
durante su preparacién para MEB.
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Figura 3.10. Fotografias de trofozoitos de Acanthamoeba spp. observados al MEB. a. Trofozoitos de A.
polyphaga 2961. b. Trofozoitos de la cepa BYB2017. c. Trofozoitos de ISCIII-UAH 64/13. d. Trofozoitos de
ISCIII-UAH 85/13. e. Trofozoitos de ISCIII-UAH 161/15. f. Trofozoitos de ISCIII-UAH 163/15. La escala es de
5 um, excepto la Figura c que se corresponde a 10 pm.
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4.2. Determinacion del genotipo de los aislados

El genotipo mas comun presente tanto en el medio ambiente como en los casos de queratitis
amebianas es el T4 (Khan, 2006). Los resultados obtenidos del analisis filogenético mostraron
que los aislados de los embalses pertenecen a los genotipos T2 (P-UAH-O3 y PV-UAH-V2) y T4
(EV-UAH-P6 y EV-UAH-V7), no es de extrafiar que la mitad de las cepas pertenezcan al genotipo
T2, ya que este es el genotipo mas comun en las muestras ambientales de paises tales como
Turquia, Iran, Egipto, Brasil... (Kilic et al., 2004; Maghsood et al., 2005; Lorenzo-Morales et al.,
2006; Winck et al., 2011). También coincide con los estudios realizados en Espafia. El genotipo
aislado con mayor frecuencia del medio ambiente ya sea de muestras de suelo o de agua, es el
T4 seguido del T2 (Magnet et al., 2013; Reyes-Batle et al., 2014 y 2016).

En el caso de las muestras clinicas estudiadas en la presente tesis, la mayoria pertenece al
genotipo T4, salvo el aislado ISCII-UAH 66/14 que pertenece al genotipo T3 (Figura 3.11)
(Martin-Perez et al., 2017).

En la revisidn bibliografica de los genotipos aislados de los casos de queratitis amebianas
realizada en el capitulo 1 de esta tesis, se muestra que el genotipo mas frecuente es T4 seguido
del T3 (Figura 3.12).

Otros genotipos

Figura 3.12. Gréfico de la frecuencia de los genotipos aislados en los casos de queratitis amebiana.
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Figura 3.11. Arbol filogenético Bayesiano que incluye las cepas aisladas de las muestras clinicas.
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4.3. Evaluacion de los factores de patogenicidad
indirectos

La patogenia de la queratitis causada por las especies del género Acanthamoeba no es del
todo comprendida, ya que se han aislado cepas de pacientes con queratitis y ambientales con el
mismo genotipo (Booton et al., 2005; Di Cave et al., 2009; Chan et al., 2011; Behera, et al., 2016;
Martin-Pérez et al., 2017). Para poder definir como de patdgena es una cepa (ya sea aislada de
muestras clinicas o ambientales), se han propuesto una serie de caracteristicas o factores que
deben de poseer las cepas mas virulentas de Acanthamoeba (Alsam et al., 2005; Martin-Navarro
et al.,, 2008; Carlesso et al., 2014). Concretamente, se han mencionado las siguientes:
crecimiento dptimo a temperaturas de 30 - 37 °C, gran tolerancia a los cambios de osmolaridad
y pH, presencia de numerosos acantdpodos en la superficie de los trofozoitos (Khan, 2001; 2006;
2015), elevada actividad proteasa (Cao et al., 1998), capacidad de lisar una monocapa de células
de mamifero (Khan et al., 2000), capacidad de producir infecciones en ratones de laboratorio
(Gonzalez-Robles et al., 2013, 2014) o en otros animales de experimentacidén (Mortazavi et al.,
2009; Khan, 2010). Varios de estos factores de patogenicidad se analizaron con el fin de
caracterizar el potencial patdgeno de las cepas presentes en el laboratorio de parasitologia de la
Universidad de Alcala.

La termotolerancia se estudid en todos los aislados presentes en el laboratorio de manera
cualitativa, excepto las cepas ISCIII-UAH 66/14, PV-UAH-V1 y PV-UAH-V2 dado que su tasa de
crecimiento es muy lenta. Ademds, en los aislados A. astronyxis CCAP 1501/9, A. castellanii ATCC
30234, A. castellanii CCAP 1501/1A, A. culbertsoni, BYB2017, ISCIII-UAH 64/13 e ISCII-UAH
85/13, se evalud el porcentaje de viabilidad de manera cuantitativa.

Se establecid que una cepa es termotolerante al formar el 50 % de la monocapa a los 3 dias
de incubacidén (+++) a temperaturas de 30 - 37 °C. Segun el analisis cualitativo (Tabla 3.4, Figura
3.13, Figura 3.14 y Figura 3.15) los aislados que mostraron esta capacidad son A. astronyxis CCAP
1501/9, A. polyphaga 2961, ISCIII-UAH 64/13, ISCII-UAH 85/13, ISCIII-UAH 161/15, EV-UAH-PS,
EV-UAH-V7 y P-UAH-03 a una temperatura de 32 °C. Sin embargo, ninguna de estas cepas crecio
bien a 37 °C. Esto parece indicar que estas cepas tienen potencial de invadir el epitelio corneal,
ya que la temperatura de la cérnea es de 32 °C (Tan et al., 2009). Pero, tedricamente, no serian
capaces de invadir érganos internos y causar EGA (Adamska et al., 2014). Las cepas A. polyphaga
2961, ISCHI-UAH 64/13, ISCIII-UAH 85/13, ISCIII-UAH 161/15 provienen de muestras de pacientes
con queratitis, por lo que se sabe que son capaces de invadir el epitelio corneal. La cepa A.
astronyxis CCAP 1501/9 fue aislada de un lago, mientras que los aislados EV-UAH-P6, EV-UAH-
V7 y P-UAH-03 fueron encontradas en limnoembalses. Estas cepas podrian ser capaces de causar
queratitis amebiana, no soélo por su capacidad de crecer a 32 °C, sino también porque se
encuentran en aguas recreativas, aumentando las posibilidades de entrar en contacto con
bafiistas portadores de lentes de contacto o con alguna lesidn en la cérnea que facilite la
adhesion (y posterior entrada) de Acanthamoeba en la superficie del ojo (Cheng et al., 2013;
Khan, 2015). En estudios in vitro se ha comprobado que los trofozoitos de Acanthamoeba son
capaces de destruir el epitelio corneal humano sin que éste sufra una lesién previa (Moore et al.,
1991; Ubelaker et al., 1991). Por tanto, en teoria, cualquier persona que nadara o se bafiara en
las aguas donde fueron aisladas, podrian contraer una queratitis amebiana.
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Tabla 3.4. Estudio de termotolerancia. -: No se observa crecimiento. +: 10 - 25 % de monocapa. ++: 25 - 50

% de monocapa. +++: 50 - 90 % de monocapa. ++++: monocapa en total confluencia. Q: quistes.
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Figura 3.13. Fotografias de los ensayos de termotolerancia a 25 °C al dia 7. a. Trofozoitos de A. astronyxis
CCAP 1501/9. b. Trofozoitos de A. castellanii ATCC 30234. c. Trofozoitos de A. culbertsoni ATCC 30171. d.
Trofozoitos y quistes de BYB2017. e. Trofozoitos de ISCIII-UAH 64/13. f. Trofozoitos de ISCIII-UAH 85/13.
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Figura 3.14. Fotografias de los ensayos de termotolerancia a 32 °C al dia 7. a. Trofozoitos de A. astronyxis
CCAP 1501/9. b. Trofozoitos de A. castellanii ATCC 30234. c. Trofozoitos de A. culbertsoni ATCC 30171. d.
Trofozoitos y quistes de BYB2017. e. Trofozoitos de ISCIII-UAH 64/13. f. Trofozoitos de ISCIII-UAH 85/13.
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Figura 3.15. Fotografias de los ensayos de termotolerancia a 37 °C al dia 7. a. Trofozoitos de A. astronyxis
CCAP 1501/9. b. Trofozoitos de A. castellanii ATCC 30234. c. Trofozoitos de A. culbertsoni ATCC 30171. d.
Trofozoitos de BYB2017. e. Trofozoitos y quistes de ISCIII-UAH 64/13. f. Trofozoitos y quistes de ISCIII-UAH
85/13.
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En los estudios cuantitativos de viabilidad de los trofozoitos (Figura 3.1), se observé que la
formacion de la monocapa completa no se corresponde a porcentajes de viabilidad del 100 %.
En el caso de A. astronyxis CCAP 1501/9, se pudo observar al séptimo dia de cultivo una
monocapa en el pocillo, pero al hacer el recuento manual, sélo un 60 % de los trofozoitos eran
viables. En el resto de los casos, la viabilidad fue mas alta (80 - 95 %) sin alcanzarse una monocapa
completa en el pocillo. Estas diferencias pueden deberse a que, a mayor niumero de trofozoitos,
menor es la viabilidad de estos, ya que se agotan los nutrientes del medio de cultivo. Mientras
que, en los casos en los que hay menor nimero de trofozoitos, la mayoria son viables porque no
se han agotado los nutrientes del medio. El factor del medio de cultivo ha de tenerse en cuenta
a la hora de realizar los ensayos de termotolerancia, ya que se puede pensar que una cepa no es
termotolerante, mientras que el problema radica en que no tiene nutrientes suficientes para
crecer. Otro factor a tener en cuenta es el tiempo en el que se observan y recuentan las cepas
durante los ensayos, debido a que la tasa de crecimiento no es igual en todas las cepas. Por
ejemplo, las cepas BYB2017, ISCIlI-UAH 84/13 e ISCII-UAH 161/15 tienen una tasa de
crecimiento mas alta que el resto, asi pues, en las observaciones realizadas a los 7 dias se
observaron quistes. Ahora bien, estos quistes no indican que la cepa no tolere crecer a
temperaturas de 25y 32 °C, sino todo lo contrario: lo que ocurre es que ha agotado los nutrientes
y por eso se enquistd. Por tanto, a la hora de realizar este tipo de ensayo hay que discernir si la
falta de crecimiento es debida a la temperatura o a la escasez de nutrientes presentes en el
medio.

En este caso se puede determinar que tanto cepas aisladas de muestras clinicas como de
muestras ambientales son termotolerantes.
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Figura 3.16. Porcentaje de viabilidad del ensayo de termotolerancia. a. A. astronyxis CCAP 1501/9. b. A.
castellanii ATCC 30234. c. A. castellanii CCAP 1501/1A. d. A. culbertsoni ATCC 30171. e. BYB2017. f. ISClII-
UAH 64/13. g. ISCIII-UAH 85/13.
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En cuanto a la osmotolerancia, quizas no se ha definido bien cuando se considera que una
cepa es osmotolerante. Algunos autores afirman que una cepa es osmotolerante cuando puede
crecer en manitol 1 M (250 mmol/1) (Khan y Tareen, 2003, Chan et al., 2011; Heredero-Bermejo,
2015), mientras que otros han establecido que una cepa es osmotolerante cuando el halo de
crecimiento en la placa al tercer dia es mayor de 0,5 cm sin importar la concentracion de la placa
(Fernandez, 2014). Sin embargo, estos limites no estan relacionados con la osmolaridad que se
puede encontrar en la cdrnea, hecho sefialado anteriormente por Chan et al., (2011). La
osmolaridad de la cérnea depende directamente de la pelicula lagrimal, variando entre 302
mmol/l en ojos sanos y 312 mmol/I en ojos secos. Curiosamente, el uso de lentes de contacto y
el tipo de lentillas modifican estos valores en un rango de 297 - 331 mmol/I (Stahl et al., 2012).
Teniendo en cuenta estos datos de la osmolaridad de la cérnea, se determind que una cepa se
podia considerar osmotolerante cuando era capaz de crecer un minimo de 0,5 cm a
concentraciones de manitol 1 M el dia en el cual el control alcanzé su maximo crecimiento.

En base a este limite establecido, ninguna de las cepas presentes en el laboratorio es
osmotolerante, ya que se observaron quistes a una concentracién de 1 M el dia que el control
mostro su mayor tasa de crecimiento.

Se observo que las cepas A. castellanii ATCC 30234, A. castellanii CCAP 1501/1A, A. polyphaga
2961, BYB2017, ISCII-UAH 64/13, ISCIII-UAH 85/13 y EV-UAH-P6 tenian un crecimiento mayor
de 0,5 cm a una concentracion de manitol 0,5 M el dia que el control positivo alcanzé su mayor
tasa de crecimiento (Figura 3.17b, c, e, f, g y h). El control positivo del aislado de A. astronyxis
CCAP 1501/9 nunca creci6 (Figura 3.17a), y en el resto de las concentraciones estudiadas crecié
levemente el primer dia de incubacion, mientras que posteriormente sélo se observaron quistes.
Se desconoce el motivo, por el cual esta cepa se enquistd en este ensayo. En el caso del aislado
de A. culbertsoni ATCC 30171 incluso el control positivo no alcanzo ningun dia un avance de 0,5
cm (Figura 3.17d) se observoé crecimiento a la concentracion de manitol 1 M el primer dia;
después sélo se observaron quistes. A concentraciones menores de manitol (0,3 y 0,5 M) se
observaron quistes también, pero al séptimo dia de ensayo. La cepa ISCIII-UAH 161/15 mostré
un halo de crecimiento mayor de 0,5 cm en el control positivo, llegando al borde de la placa el
tercer dia del ensayo. Igualmente superd los 0,5 cm a una concentracion de 0,3 M, mientras que
a la concentracién de 1 M sdlo se observaron quistes (Figura 3.17i). La cepa EV-UAH-V7 es capaz
de alcanzar (en la placa control) un halo de crecimiento mayor a 0,5 cm, pero no lo superoé a las
concentraciones de 0,3 y 0,5 M, que es cuando alcanzé su mayor tasa de crecimiento el control
positivo (dia 7). Sin embargo, si que los superd en el tercer dia del ensayo. A la concentracion de
1 M siempre se observaron quistes desde el primer dia (Figura 3.17k). El caso de la cepa P-UAH-
03 esigual que el de la cepa ISCIII-UAH 161/15, salvo que el control positivo alcanzé el borde el
quinto dia en vez del tercero y se observo crecimiento en la concentracion de 1 M hasta el dia 3,
después solo se observaron quistes (Figura 3.171).

Se desconoce si el hecho de que las cepas aisladas de las muestras clinicas hayan estado en
cultivo axénico durante 2 afios antes de la realizacion de este ensayo ha podido influir en su
osmotolerancia, perdiendo su capacidad patdgena. En el estudio de Durham (2012) se obtienen
los mismos resultados: las cepas aisladas de casos clinicos se enquistan a una concentracién de
1 M. Este autor desconoce el tiempo de cultivo axénico de estas cepas. El fendmeno de pérdida
de la capacidad patégena ya ha sido observado previamente en aislados clinicos de
Acanthamoeba que se cultivan en medios axénicos durante largos periodos de tiempo (Mazury
Hadas, 1994; Hughes et al., 2003; Kéehsler et al., 2009; Pumidonming et al., 2010). Otra posible
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explicacién es que en algunas cepas el aumento de osmolaridad promueve el enquistamiento,
como observaron Cordingley et al., (1996) en A. castellanii (Neff, ATCC 30010). En sus ensayos,
el aumento de la osmolaridad en el medio de cultivo a concentraciones iguales o mayores de
250 mmol/l, ya sea de NaCl o glucosa, favorecia la formacién de quistes. También se desconoce,
si obtuvieron estos resultados debido a que la cepa que emplearon en el estudio se aisld del
medio ambiente, de ahi que no sea osmotolerante.

Incluso, puede que el criterio establecido en esta tesis no es quiza el mejor, ya que no se tiene
en cuenta la tasa de crecimiento de cada cepa debido a que no todas las cepas tienen un
crecimiento de 0,5 cm. Sin embargo, con las cepas que se enquistan a una concentracion de 1
M, no se puede evaluar qué criterio seria el mejor.

Ademads, cabe destacar que seria mds adecuado realizar este ensayo con placas de agar y las
distintas osmolaridades de los electrdlitos presentes en las lagrimas (Na*, K*, Ca%*, etc....) y no
con manitol, que es un edulcorante obtenido de la hidrogenacién de la manosa y no tiene nada
gue ver con los componentes normales de los fluidos corneales.
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Figura 3.17. Tamafio del halo de crecimiento de los trofozoitos en el ensayo de osmotolerancia. a. A.
astronyxis CCAP 1501/9. b. A. castellanii ATCC 30234. c. A. castellanii CCAP 1501/1A. d. A. culbertsoni ATCC
30171. e. A. polyphaga 2961. f. BYB2017. g. ISCIII-UAH 64/13. h. ISCIII-UAH 85/13. i. ISCIII-UAH 161/15. j.

EV-UAH-P6. k. EV-UAH-V7.I. P-UAH-03.
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La capacidad de tolerar distintos pH también se considera un factor de patogenicidad
indirecto, aunque se desconoce cémo puede ser ventajosa esta caracteristica a la hora de invadir
el epitelio corneal (Khan, 2003). A diferencia de los factores anteriores, no hay establecidos
valores ni limites para considerar que una cepa es positiva en este ensayo. Para establecer un
valor razonable de pH como indicador de patogenicidad, se consultaron en la literatura datos
relativos al pH de la cdrnea y se compararon con los del medio ambiente acuatico. El pH de la
cornea es de 7,5 (Bonanno y Polse, 1987), aunque también hay que indicar que el pH en este
tejido varia con el uso de lentes de contacto, situandose entre 6,9y 7,6 (Chen y Maurice, 1990).
El pH del agua depende de los factores ambientales que la rodean, sobre todo la alcalinidad. La
alcalinidad del agua varia dependiendo de la presencia de sales y carbonatos disueltos, ademas
de la composiciéon mineral del suelo. El pH que permite la vida en el agua dulce es de 6 a 9. Por
tanto, se considerd que una cepa es tolerante al pH cuando puede establecer un minimo del 50
% de la monocapa (+++) en 3 dias a un pH entre 5y 9. En la practica el ensayo se realizo creciendo
las cepas en sus correspondientes medios, pero con el pH a ensayar. El pH de 7 indica que la
ameba puede sobrevivir en el epitelio corneal, y los pH de 5 y 9 que es capaz de colonizar
numerosos ambientes, aumentando la probabilidad de entrar en contacto con el ser humano y
causarle una infeccion.

Se analiz6 de manera cualitativa este factor en todas las cepas presentes en el laboratorio
(Tabla 3.5, Figura 3.18, Figura 3.19. Figura 3.20 y Figura 3.21), excepto las cepas ISCIII-UAH
66/14, PV-UAH-V1 y PV-UAH-V2 dado que su tasa de crecimiento es muy lenta. Ademas, en los
aislados A. astronyxis CCAP 1501/9, A. castellanii ATCC 30234, A. castellanii CCAP 1501/1A, A.
culbertsoni, BYB2017, ISCIII-UAH 64/13 e ISCIII-UAH 85/13, se evalué su porcentaje de viabilidad
de manera cuantitativa (Figura 3.22).
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Tabla 3.5. Estudio de la tolerancia a distintos pHs. -: No se observa crecimiento. +: 10 - 25 % de monocapa.
++: 25 - 50 % de monocapa. +++: 50 - 90 % de monocapa. ++++: monocapa en total confluencia.
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Las cepas que mostraron un crecimiento de mas del 50 % de monocapa entre los pH 5y 9
fueron: A. astronyxis CCAP 1501/9, A. castellanii ATCC 30234, A. castellanii CCAP 1501/1A, A.
culbertsoni ATCC 30171, A. polyphaga 2961, ISCIII-UAH 85/13 y P-UAH-03. De estas cepas, solo
dos se han aislado de pacientes con queratitis (A. polyphaga 2961 e ISCIII-UAH 85/13). En cuanto
al resto, se han aislado del medio ambiente (suelo y agua dulce) y de cultivos celulares. Las otras
cepas aisladas de muestras clinicas no crecieron bien a un pH de 5 (ISCIII-UAH 64/13) 0 a un pH
de 9 (BYB2017 e ISCIII-UAH 161/15).

No se observa un patrén diferente de resistencia al pH entre las cepas aisladas del medio
ambiente y las de muestras clinicas, a diferencia de lo observado por Heredero-Bermejo et al.
(2015), quienes si que observan diferencias entre una cepa ambiental y clinica. No obstante, sus
criterios de resistencia son mas laxos que los establecidos en este trabajo de tesis, ya que para
Heredero-Bermejo et al., (2015), la cepa clinica crece a pH 3 y 9, pero no llega al 50 % de la
monocapa, por lo que, segun los criterios establecidos aqui, esa cepa clinica no seria tolerante a
distintos pH. Ademas, sdlo se estudié una cepa clinica y otra ambiental, mientras que en el
presente trabajo doctoral se han estudiado 12 cepas, teniendo mayor probabilidad de no
encontrar diferencias entre cepas ambientales y clinicas. Respecto al resto de literatura en la que
se citan los analisis de supervivencia a distintos pHs, no se ha encontrado ningun trabajo que
realice un ensayo similar al nuestro.
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Figura 3.18. Crecimiento de los trofozoitos de Acanthamoeba spp. a pH 3 a dia 7. a. A. astronyxis CCAP
1501/9. b. A. polyphaga 2961. c. ISCIII-UAH 161/15. d. EV-UAH-P6. e. EV-UAH-V7. f. P-UAH-03.
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Figura 3.19. Crecimiento de los trofozoitos de Acanthamoeba spp. a pH 3 a dia 7. a. A. astronyxis CCAP
1501/9. b. A. polyphaga 2961. c. ISCIII-UAH 161/15. d. EV-UAH-P6. e. EV-UAH-V7. f. P-UAH-03.
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Figura 3.20. Crecimiento de los trofozoitos de Acanthamoeba spp. a pH 3 a dia 7. a. A. astronyxis CCAP
1501/9. b. A. polyphaga 2961. c. ISCIII-UAH 161/15. d. EV-UAH-P6. e. EV-UAH-V7. f. P-UAH-03.
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Figura 3.21. Crecimiento de los trofozoitos de Acanthamoeba spp. a pH 3 a dia 7. a. A. astronyxis CCAP
1501/9. b. A. polyphaga 2961. c. ISCIII-UAH 161/15. d. EV-UAH-P6. e. EV-UAH-V7. f. P-UAH-03.
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Los estudios de viabilidad de los trofozoitos a diferentes pHs (Figura 3.22) revelaron que el
porcentaje de viabilidad de practicamente la totalidad de las cepas es del 90 - 100 % a todos los
pHs ensayados, aunque por microscopia Optica se haya observado un menor ndmero de
trofozoitos. Sin embargo, a pH 3 tiende a observarse una viabilidad mas baja que al resto de los
pH, con algunas excepciones en ciertos aislados, en los que este parametro se iguala con el de
otros pHs en el dia 7 (Figura 3.22 b, Figura 3.22 d y Figura 3.22 f). Al no haber mas trabajos que
hayan realizado este tipo de estudio para poder comparar, no se puede discutir con lo realizado
por otros autores. En general, todas las cepas analizadas son capaces de crecer a pH que oscilan
entre 5y 9 siendo este un amplio rango, ya que tanto en el medio ambiente como en los tejidos
bioldgicos los margenes de pH oscilan entre 6 y 9. Por tanto, aunque no se haya alcanzado en
algunos casos el 50 % de la monocapa, los trofozoitos si que son viables, lo que les permitiria
sobrevivir en esos ambientes o tejidos.
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Figura 3.22. Porcentaje de viabilidad de los trofozoitos a distintos pHs. a. A. astronyxis CCAP 1501/9. b. A.
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La citopatogenia que causan las cepas de Acanthamoeba en cultivos celulares es un factor
que se ha estudiado en muchos mas casos que los factores anteriores (Cursons y Brown, 1978;
Khan et al., 2000; Walochnik et al., 2000; Khan y Tareen, 2003; Gianinazzi et al., 2009; Durham,
2012; Carlesso et al., 2014; Gonzalez-Robles et al., 2014; Heredero-Bermejo et al., 2014). Sin
embargo, no hay pautas establecidas de como realizar estos ensayos, ni los criterios para
determinar cuando una cepa de Acanthamoeba causa efectos citopatogénicos.

Este es el primer estudio en el que se emplean cultivos celulares de células epiteliales de
cornea humana. La mayoria de los trabajos de otros autores emplean células que no estan
relacionadas con el ojo, como las células Vero, células HeLa, MDCK o HEp-2 (Walochnik et al.,
2000; Carlesso et al., 2014; Gonzalez-Robles et al., 2014). Una minoria de estudios han empleado
células de retina de ratdén (Heredero-Bermejo et al., 2014) o células epiteliales de cérnea de
conejo (Khan et al., 2000; Khan y Tareen, 2003).

Otro factor que no esta estandarizado es el nimero de células que se siembran en cada
pocillo; incluso algunos autores ni siquiera indican este dato. En este trabajo de tesis doctoral,
se estudiaron distintas concentraciones de células CEpiCH y se evalué por MTT cuales se debian
usar. En la Figura 3.2a, se observa que la sefial emitida por todas las concentraciones ensayadas
se detecta por MTT, siendo superior a mayor nimero de células CEpiCH, como también se
observa en la regresion lineal (Figura 3.2b). Las diferencias observadas son estadisticamente
significativas en todos los casos (p < 0,05), salvo entre 15.000 y 20.000 células, donde la
diferencia no es estadisticamente significativa. El nimero de células que se eligié para hacer los
ensayos de citopatogenia fue de 20.000 células por pocillo, ya que no hay diferencia estadistica
con 15.000y la diferencia con 25.000 es menor (p < 0,05) que en la que hay entre 15.000 y 25.000
(p < 0,005). En el caso de las células HelLa se emplearon 10.000 células por pocillo, segun fue
determinado por la unidad de Cultivos Celulares de la uah (datos no mostrados).
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Figura 3.23. a. Densidad dptica obtenida del ensayo MTT con células CEpiCH a distintas concentraciones. *:
p < 0,05; **: p < 0,005; ***: p < 0,0005. b. Andlisis de regresion lineal de la absorbancia frente al nimero
de células CEpiCH.
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El niumero de trofozoitos que se afiaden a la monocapa de células tampoco coincide en los
distintos estudios de citopagenicidad realizados por otros autores. En ocasiones se emplea una
Unica concentracidén de trofozoitos, a pesar de que se sabe que este factor es directamente
proporcional al dafio producido en la monocapa (Gianinazzi et al., 2009). En el presente trabajo
se analizd el efecto citopatico con distintas concentraciones de trofozoitos, usandose
proporciones de 1:200, 1:20, 1:10, 1:5, 1:2, 1:1 y 2:1, con respecto a las células CEpiCH y Hela
(Tabla 3.6). El efecto citopatico de estas concentraciones de trofozoitos se determind a las 4, 6
y 24 horas por microscopia optica y a las 24 horas por el ensayo MTT. Las fotografias tomadas
muestran que las cepas ISCIII-UAH 64/13, EV-UAH-V7 y P-UAH-03 provocan lisis de la monocapa
a las 24 horas, sea cual sea la proporcidn en que se encuentran respecto a las células de
mamifero. Sin embargo, a las 3 horas no se observaron calvas de lisis, mientras que a las 6 horas
si que se observaron disrupciones en la monocapa cuando se enfrentan las células CEpiHC al
mismo numero de trofozoitos o al doble. Para el resto de las proporciones no se observo lisis de
la monocapa celular.

Tabla 3.6. Proporcién de trofozoitos de Acanthamoeba y células CepiHC y Hela por pocillo.

Relacion n° trofozoitos y n° trofozoitos y
trofozoitos/células CEpiCH/pocillo Hela/pocillo
1:200 100y 20.000 50y 10.000
1:20 1.000y 20.000 500y 10.000

1:10 2.000y 20.000 1.000y 10.000

1:5 4.000y 20.000 2.000y 10.000

1:2 10.000y 20.000 5.000y 10.000

1:1 20.000y 20.000 10.000y 10.000

2:1 40.000 y 20.000 20.000y 10.000

El aislado ISCIlI-UAH 64/13 fue el que mostré mayor capacidad de lisis de la monocapa de
células CEpiCH (Figura 3.2) a tiempo 24 h. Sin embargo, en las observaciones anteriores no habia
calvas de lisis. Se observd una relacién directa entre el nimero de trofozoitos y los dafios
causados al cultivo celular, siendo mayor la disgregacién de la monocapa cuando es expuesta a
20.000 y 40.000 trofozoitos (Figura 3.24 g y Figura 3.24 h). Se produjeron dafios en la monocapa
de células de mamifero a partir de 40.000 trofozoitos por pocillo (Figura 3.24 e). Sin embargo,
no se observo destruccidn de las células Hela ni trascurridos 24 horas ni a ninguna concentracion
de trofozoitos (Figura 3.25).
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Figura 3.24. Fotografias del ensayo de citopatogenicidad de la cepa Acanthamoeba ISCIII-UAH 64/13 en
células CEpiCH a las 24 h. a. Células CEpiCH sin trofozoitos. b. Células CEpiCH y trofozoitos en un ratio 1:200.
c. Células CEpiCH y trofozoitos en un ratio 1:20. d. Células CEpiCH y trofozoitos en un ratio 1:10. e. Células
CEpiCH y trofozoitos en un ratio 1:5. f. Células CEpiCH y trofozoitos en un ratio 1:2. g. Células CEpiCH y
trofozoitos en un ratio 1:1. h. Células CEpiCH y trofozoitos en un ratio 2:1.
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Figura 3.25. Fotografias del ensayo de citopatogenicidad de la cepa Acanthamoeba ISCIII-UAH 64/13 en
células Hela a las 24 h. a. Células Hela sin trofozoitos. b. Células Hela y trofozoitos en un ratio 1:200. c.
Células Hela y trofozoitos en un ratio 1:20. d. Células Hela y trofozoitos en un ratio 1:10. e. Células HeLa y
trofozoitos en un ratio 1:5. f. Células Hela y trofozoitos en un ratio 1:2. g. Células Hela y trofozoitos en un
ratio 1:1. h. Células Hela y trofozoitos en un ratio 2:1.
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La cepa EV-UAH-V7 no fue capaz de lisar la monocapa de células CEpiCH por completo a las
24 horas con la mayor concentracidn de trofozoitos, sélo se observaron pequefias calvas de lisis
(Figura 3.26 h). Al resto de horas y concentraciones de trofozoitos (Figura 3.26) no se observaron
dafios en las células. En las células HeLa tampoco se observaron dafios (datos no mostrados).

El aislado P-UAH-0O3 mostré una capacidad citopatica mas alta que el aislado clinico ISCIII-
UAH 64/13, ya que fue capaz de lisar la capa de células CEpiCH a las 24 h cuando se enfrentan a
la misma cantidad de trofozoitos (Figura 3.27 g). Se observaron calvas de lisis a las 24 horas a
partir de concentraciones de 1:2 trofozoitos/células (Figura 3.27 f). Al resto de tiempos en los
que se observé la placa multipocillo, no se detectd lisis de la monocapa. En las células Hela
tampoco se produjeron dafios en las células ni lisis de la monocapa a ningun tiempo ni
concentracion de los estudiados (datos no mostrados).
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Figura 3.26. Fotografias del ensayo de citopatogenicidad de la cepa Acanthamoeba EV-UAH-V7 en células
CEpiCH a las 24 h. a. Células CEpiCH sin trofozoitos. b. Células CEpiCH y trofozoitos en un ratio 1:200. c.
Células CEpiCH y trofozoitos en una ratio 1:20. d. Células CEpiCH y trofozoitos en un ratio 1:10. e. Células
CEpiCH y trofozoitos en un ratio 1:5. f. Células CEpiCH y trofozoitos en un ratio 1:2. g. Células CEpiCH y
trofozoitos en un ratio 1:1. h. Células CEpiCH y trofozoitos en un ratio 2:1.
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Figura 3.27. Fotografias del ensayo de citopatogenicidad de la cepa Acanthamoeba P-UAH-03 en células
CEpiCH a las 24 h. a. Células CEpiCH sin trofozoitos. b. Células CEpiCH y trofozoitos en un ratio 1:200. c.
Células CEpiCH y trofozoitos en un ratio 1:20. d. Células CEpiCH y trofozoitos en un ratio 1:10. e. Células
CEpiCH vy trofozoitos en un ratio 1:5. f. Células CEpiCH y trofozoitos en un ratio 1:2. g. Células CEpiCH y
trofozoitos en un ratio 1:1. h. Células CEpiCH y trofozoitos en un ratio 2:1.
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Los datos del ensayo de MTT mostraron que en células CEpiCH la cepa de Acanthamoeba con
mayor capacidad de lisis o dafio celular es ISCIII-UAH 64/13 (Figura 3.28 a), a diferencia de las
observaciones al microscopio (Figura 3.26 y Figura 3.27). Ademads, aunque no se observo lisis
completa de la monocapa de células, CEpiCH expuesta a EV-UAH-V7, esta mostrd valores
similares a los obtenidos con P-UAH-03. Esto parece indicar que, aunque la ameba no ha
destruido las células, si que ha causado dafios no visibles al microscopio (Figura 3.28 a). En las
células Hela no se observaron calvas de lisis en ninguno de los casos. En consonancia, el ensayo
de MTT mostré que el porcentaje de viabilidad de las células Hela es mas alto que el de las
células CEpiCH, y disminuyd al 80 % cuando se enfrentaron a una concentracion 5.000 trofozoitos
(Figura 3.28 b).
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Figura 3.28. Ensayo MTT a las 24 horas de cultivo. a. Células CEpiCH incubadas con distinto nimero de
trofozoitos de Acanthamoeba. b. Células Hela incubadas con distinto nimero de trofozoitos amebianos.

Es dificil comparar estos resultados con los de otros autores, ya que, a veces no realizan
ensayos cuantitativos (MTT o lactato deshidrogenasa) y cuando los realizan, no se emplean los
mismos tipos celulares, ni las mismas concentraciones de células de mamifero, ni tampoco de
trofozoitos amebianos (Khan et al., 2000; Gonzéalez-Robles et al., 2017). Ademas, en los casos en
los que sélo se emplea el microscopio para determinar la capacidad de lisis de una cepa, no se
muestran imagenes, indicandose solo mediante signos “+”, con lo que el resultado es en cierto
modo, subjetivo.

El estudio de Heredero-Bermejo et al., (2015) sirvié de guia para realizar los ensayos en este
trabajo de tesis. Sin embargo, en el presente estudio, en vez de emplear las células MUPH-1 se
utilizo la linea celular CEpiCH. El problema con las células MUPH-1 es que no son humanas ni
corneales, es dificil determinar si las cepas analizadas aqui son igual, menos o mds patdgenas
que las del estudio de Heredero-Bermejo et al., (2015). En ambos casos, se realizaron ensayos
de citopatogenicidad en células Hela: en nuestro caso no se observaron calvas de lisis en la
monocapa ni el porcentaje de viabilidad de las células HelLa disminuyd considerablemente con
ninguna de las tres cepas ensayadas; en el caso de Heredero-Bermejo et al., (2015) no se
muestran los datos obtenidos con este tipo celular sélo con las células MUPH-1.

Por tanto, y al no haber criterios establecidos ni poder comparar con otros estudios, se
concluye que la cepa ISCIII-UAH 64/13 es la Unica que tiene poder citopatico en células CEpiCH
ya que al microscopio se observa destruccion completa de la monocapay por MTT una reduccién
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del porcentaje de viabilidad de dichas células. El hecho de que no sea capaz de causar dafios en
células Hela puede ser debido a que son células inmortalizadas procedentes de cancer cérvico-
uterino, que son mas resistentes al ataque amebiano (Zantl et al., 2007). En cuanto al aislado P-
UAH-03 es capaz de lisar las células CEpiCH, pero los resultados obtenidos del ensayo MTT
indicaron que el 70 % de las células CEpiCH son viables. Este mismo valor de viabilidad de las
células CEpiCH, se obtuvé cuando se cocultivan con la cepa ISCIII-UAH 64/13, que, al observarlas
al microscopio, no se aprecid destruccién de la capa celular. Por lo que, se concluyé que no tienen
actividad citopatogénica. Son necesarios estudios adicionales para para determinar si es posible
que haya cepas de Acanthamoeba que sean capaces de reducir el MTT en sales de formazan, lo
que justificaria los andmalos valores obtenidos con la cepa ISCIII-UAH 64/13.

En resumen, teniendo en cuenta todos los factores de citopatogenia, y la problematica en los
criterios establecidos, en los casos en los que los habia, ninguna de las cepas empleadas en este
estudio fue positiva para todos los factores ni se pudo observar una clara diferencia entre las
cepas aisladas de muestras clinicas y muestras ambientales (Tabla 3.7). Este hecho puede
justificarse porque cuando se ha tratado de comparar factores de citopatogenicidad en estudios
anteriores, normalmente solo se han estudiado dos cepas (Kahn y Tareen, 2003), comparado con
las doce analizadas en el presente trabajo de tesis doctoral.

Tabla 3.7. Resumen de los resultados obtenidos de los factores de patogenicidad en cada cepa de
Acanthamoeba estudiada. ND: no hay datos.

Tolerante a

Cepas Termotolerante | Osmotolerante pHs Citopatogenica
4. astronyxis CCAP 1501/9 Si No Si ND
A. castellanii ATCC 30234 No No Si ND
A. castellanii CCAP 1501/1A No No Si ND
A. culbertsoni ATCC 30171 No No Si ND
A. polyphaga2961 Si No Si ND
BYB2017 No No No ND
ISCIII-UAH 64/13 Si No No Si
ISCIII-UAH 85/13 Si No Si ND
ISCIII-UAH 161/15 Si No No ND
EV-UAH-P6 Si No No ND
EV-UAH-V7 Si No No No

P-UAH-03 Si No Si No
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5. CONCLUSIONES

1. La clasificacion de morfogrupos sigue siendo util para clasificar las amebas en el

género Acanthamoeba y subdividirla en 3 grandes grupos.

2. Hay correlacion entre el nimero de acantopddos presentes en la superficie de los
trofozoitos y la patogenicidad de las cepas, siendo mayor en las aisladas de muestras

clinicas que en las de muestras ambientales.

3. Los genotipos hallados en el presente estudio coinciden con los que mas
frecuentemente se han descrito por otros autores, tanto en el medio ambiente

como en casos clinicos.

4. Aunque se han realizado ensayos para determinar la patogenicidad de diversos
aislados de Acanthamoeba, la interpretacion de los resultados obten es compleja,
debido a que este tipo de pruebas no estan debidamente estandarizadas. Como
consecuencia, la comparacién de resultados obtenidos en este tipo de pruebas

entre diferentes laboratorios es poco fiable.

5. lgualmente, no se observa en este estudio un patrén claro de factores de
patogenicidad que diferencie las cepas aisladas de muestras clinicas (que en teoria

son patdgenas) y las de muestras ambientales (que no son patdgenas).
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CHAPTER ABSTRACT

Introduction: Some Acanthamoeba spp. isolates are pathogens, occasionally causing
Acanthamoeba keratitis (AK) and granulomatous amoebic encephalitis (GAE); AK is the most
frequent of both diseases (Martinez and Visvesvara, 1997). AK treatment consists in a
combination of cationic antiseptics like chlorhexidine (CLX) with aromatic diamidines such as
propamidine isethionate during prolonged periods (Walochnik et al., 2009; Clarke et al., 2012;
Lorenzo-Morales et al., 2015). The treatment of these infections is still problematic due to the
presence of amoeba resistant forms (cysts) (Marciano-Cabral and Cabral, 2003) complicated as
well by the finding of amoebic resistance to propamidine (Ficker et al., 1988). This underlines the
need to develop new and effective drugs for treating AK. In fact, in the last years a plethora of
chemicals (and natural products) have been tested in an intensive search of new amebicides,
both for topical and/or internal use (Table 4.1).

Objectives: The aim of this chapter is the study of the effectiveness as amoebicide of diverse
synthetic or natural products.

Materials and Methods: The effects of dimethylsulfoxide (DMSQO) and tea tree oil (TTO) (either
alone or in combination) on two amoebic isolates (A. griffini MYP2003 and A. polyphaga 2961)
were tested by OCR plates and manual counting.

The effectiveness of 10 dendritic compounds (Table 4.2) was carried out against A. griffini
MYP2003 and A. polyphaga 2961 by manual counting and scanning electron microscopy (SEM).

The study on cytotoxic effect of all of products tested was carried out in human epithelial corneal
cells and Hela cells by MTT assay.

Results: The OCR plates reveled that DMSO and TTO are effective against both isolates (Figura
4.2), but when the putative amoebicidal effect was observed under light microscope, the higher
DMSO concentrations tested did not kill trophozoites, they merely promoted encystment (Figura
4.3). The effectiveness of the combination of both compounds is higher than that of those
compounds used alone (Figura 4.4 and Figura 4.5). A curious situation was found in these
experiments is that amoebic population in control wells seem to be negatively affected by some
unknown volatile products evaporated from TTO-treated wells (Figure 4.6 and Figura 4.7).
Therefore, the TTO or TTO-DMSO are amoebicidal, but most of the amoebicidal activity seems
to be caused mainly by TTO; in fact, DMSO seems to be non-cytotoxic (Figura 4.8 and Figura 4.9).

Among the dendritic compounds, the best results were obtained with BDTLO72 and BDTL0O73
containig biguanidine moieties (Figura 4.15 and Tabla 4.5). These results were similar to those
obtained using chlorhexidine digluconate-CLX- in toxicity assays (Figura 4.16 and Tabla 4.6). The
rest of the compounds tested did not show any inhibitory effect on trophozoite counts, or they
only did it at the highest concentration (Figura 4.10, Figura 4.11, Figura 4.12, Figura 4.13 and
Tabla 4.4). The biguanide-dendrimers (BDTLO72 and BDTLO73) showed less toxicity than the CLX
on amoebic cells; furthermore, BDTLO73 is not toxic at any of the concentrations assayed (Tabla
4.6). The remaining dendrimers caused more extensive damage to the human cells than to
trophozoites, so they are cytotoxic for host cells and are not suitable as amoebicides (Tabla 4.4
and Figure 4.14).
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Conclusions:

1.

The addition of dimethylsulfoxide to the culture medium triggers amoebae encystment
without killing them. However, this organic solvent employed along with TTO eliminates
both trophozoites and cysts.

The OCR plates are to some extent, useful in amebicide drug screening; however,
evaluation of lethal effects may be misleading when tested products promote
encystment. Therefore, parallel microscopic observations must accompany any study
based on respiration analysis.

Some biguanide dendrimers described in this study are very promising amoebicides,
since they showed low ICso in Acanthamoeba trophozoites and low cytotoxicity in
human cells.
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1. INTRODUCCION

No existen pautas para el tratamiento de las enfermedades causadas por las especies del
género Acanthamoeba. Los compuestos terapéuticos que actualmente se emplean en el
tratamiento de la encefalitis granulomatosa amebiana (EGA) son una combinaciéon de
qguetoconazol, fluconazol, sulfadizina, anfotericina B o rifampicina (Martinez et al., 2000; Lackner
etal., 2010; Zamora et al., 2014). Estos compuestos se emplean porque son capaces de atravesar
la barrera hematoencefilica, que es el mayor problema en el tratamiento de EGA. Pueden por
tanto ser eficaces, pero tienen graves efectos secundarios (Khan, 2015). En el caso de la
amebiasis cutanea se han empleado una gran diversidad de farmacos, algunos de ellos como la
5-fluorocitosina, son buenos amebicidas cuando se usan en esta localizacion particular (Helton
et al.,, 1993), mientras que muchos otros no funcionan para este tratamiento en particular
(anfotericina B o ketoconazol), de acuerdo con datos de Marciano-Cabral y Cabral, (2003).

En este capitulo nos centraremos en la busqueda de compuestos eficaces para el tratamiento
de la queratitis amebiana (QA) debido a que es la enfermedad causada por Acanthamoeba spp.
de mayor incidencia (Hadas et al., 2017). Por otro lado, el modelo de quimioterapia in vitro nos
permite simular las condiciones aproximadas que se va a encontrar la ameba en el ojo.

El mayor problema en el tratamiento de la QA es abordar la eliminacion de la forma de
resistencia de la ameba (Siddiqui et al., 2016a). En este sentido hay que disefiar compuestos
capaces de eliminar los quistes o bien, impedir que el trofozoito se transforme en quiste.
Actualmente los pacientes con QA son tratados con una combinacidn de biguanidas
(polihexametil biguanida o clorhexidina) y diamidinas (propamidina o hexamidina) que causan
dafios en la membrana celular destruyendo los trofozoitos o impidiendo que se transforme en
quistes (Clarke et al., 2012; Lorenzo-Morales et al., 2015). Sin embargo, si la concentracion
administrada no es la adecuada para destruirlos, estos se transforman en quistes (Khunkitti et
al., 1998). Ademas, el tratamiento con estos compuestos es prolongado y tedioso para el
paciente, y debido al aumento de la concentracidn, mas el prolongado tiempo y frecuencia de
aplicacidn, causan efectos toxicos en el epitelio corneal, siendo necesario, en algunos casos,
interrumpir la terapia (John et al., 1990; Seal et al., 1996; Seal, 2003). Tras la suspensidon de la
quimioterapia, los trofozoitos podrian desenquistarse e invadir de nuevo la cdrnea. Otro
problema afiadido es que, en ocasiones, los farmacos no son capaces de penetrar hasta el
estroma corneal.

Una manera de enfocar el tratamiento de la QA, es la prevencion en el grupo de riesgo
(usuarios de lentes de contacto). El uso de lentillas es seguro, siempre y cuando se adopten las
medidas higiénicas recomendadas; sélo aquellos portadores que no sigan las pautas tienen
mayor probabilidad de infectarse, no sélo con Acanthamoeba sino con otros patdgenos tales
como virus, bacterias y hongos (Lindsay et al., 2007). Algunos de los principales factores de riesgo
son el uso de lentillas de baja calidad (como las compradas en internet), el uso del portalentillas
durante largos periodos, fallo en la limpieza del portalentillas, uso de soluciones de lentillas
durante mucho tiempo o caducadas, uso de productos no recomendados para la limpieza de las
lentillas o el uso de agua del grifo, entre otros (Stapleton et al., 2008; Carnt y Stapleton, 2016;
Zimmermann et al., 2016). También se consideran acciones problematicas nadar, dormir o
bafiarse con lentes de contacto (Cheng et al., 2013). Con evitar estas situaciones y la utilizacion
de soluciones de lavado eficaces contra Acanthamoeba, se reduciria bastante el nimero de
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casos. Muchas de las soluciones de lavado de lentillas contienen polihexametil biguanida
(PHMB), pero la concentracidn que contiene es ineficaz en la descontaminacion/desinfeccidn de
Acanthamoeba (Moon et al., 2016). En otros estudios realizados en multisoluciones de limpieza
de lentillas también se han encontrado resultados amebicidas decepcionantes (Tzanetou et al.,
2006; Ibrahim et al., 2009; Costa de Aguiar et al., 2013; Ustiintiirk y Zeybek, 2014; Siddiqui et al.,
2015). Afortunadamente, en otros estudios, las soluciones de limpieza si que han sido eficaces
contra Acanthamoeba spp. (Shoff et al., 2008; Kilvington y Lonnen, 2009).

Debido a que aln no existe una pauta de tratamiento para la QA, en los Ultimos afios se estan
desarrollando nuevos compuestos que puedan ser eficaces, ya sean de origen sintético
(Heredero-Bermejo et al., 2018), o de origen natural, tanto vegetal (Polat et al., 2008) como
animal (Merchant et al., 2004). Algunos de estos compuestos se exponen en la Tabla 4.1.



Tabla 4.1. Revisidon de compuestos estudiados en diferentes especies de Acanthamoeba spp. en los ultimos

10 afios.
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REFERENCIA

AMEBICIDA

INHIBICION CAUSADA

Polat et al., (2008)

Extracto de metanol de Allium sativum

100 % de Ty Qa 62,5 mg/ml

Rodio et al., (2008)

Extracto de metanol de Pterocaulon
polystachyum

66-70%deT

Alizadeh et al,
(2009)

Alexidina

100 % de Ty Q a 100 pg/ml

Derda et al., (2009)

Extractos de metanol de Rubus
chamaemorus, Pueraria lobata, Solidago
virgaurea y S. graminifolia

Extractos de S. virgauera, P. lobata
Yy R. chamaemorus tienen efecto a
0,350 pg/ml

Goze et al., (2009)

Extracto de metanol Salvia staminea y S.
caespitosa

100 % de T a >16 mg/ml

Benitez et al,
(2011)

Sustancia parecida a la bacteriocina de
Bacillus amyloliquefaciens

100 % a 6400 AU/ml

Polat et al., (2011)

13 antibioticos catidnicos esteroideos

100 % de T 100 mg/ml

Boonman et al,

Acido fusarico y ac. dehidrofusarico

ICso del ac. fusarico es 0,33-0,66

(2012) mny,
Degerli et al., Extractode metanol de Origanum 100 % de T y Q con extractos O.
(2012a) syriacumy O. Laevigatum syriacum a 32 mg/ml

. Extracto d t | de Pasti
Degerli et al, );nrjl(;cc;cuelurg—eclfr?sc;i € Fostinaca armenea 100 % de T con los extractos /.
(2012b) ¥ oculus a 32 mg/ml

El-Sayed et al,,
(2012)

Extractos alcohdlicos de Arachis hypogaea,
Curcuma longa y Pancratium maritimum

Extracto de A. hypogaea impide la
desenquistacion a 100 mg/ml

Malatyali et al.,
(2012)

Extractos de metanol de Peucedanum sp (4
especies diferentes)

100 % de Ty Q con los extractos P.
longibracteolatum a 32 mg/ml

Mito et al., (2012)

Azul de metileno combinado con terapia
fotodinamica

Respiracion de los T se inhibe en
un 90 %

Nakisah et al,
(2012)

Extractos de metanol de Aaptos sp
(esponja)

ICs0 = 0,615 - 0,876 mg/ml

Raza et al., (2012)

7 derivados de polioxotungstatos

100 % deTa 0,1 mM

Tepe et al., (2012)

Extractos de metanol de Teucrium poliumy
T. Chamaedrys

S. staminea muestra un efecto
destacable en la viabilidad de los T.

Vunda et al., (2012)

Aceites esenciales de Croton pallidulus, C.
isabell y C. ericoides

87 % de T con aceite de C. ericoides
a 0,5 mg/ml

Boraseetal., (2013)

3 tipos de nanoparticulas de plata

74 % de T con AgNPs de Jatropa
gossypifolia a 25 ug/ml

Derda et al., (2013)

Extractos en etanol de hojas y raices
de Eryngium planum

85%deT

Heredero-Bermejo

Dendrimeros cationicos carbosilanos mas

100 % T con algunos dendrimeros

etal., (2013) CLX combinados con CLX
" . Muestra buena eficacia contra Ty
Vijay etal, (2013) Protamina Q cuando se combina con PHMB
Debnath et al., . . o
2

(2014) Corifungina 80 % de T a 200 uM

Se disminuye al 70 % el
Jha et al., (2014) Cloroquina enquistamiento a concentraciones

>70 uM
Deng et al., (2015) Artemetero 100 % de T a 200 pg/ml
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REFERENCIA

AMEBICIDA

INHIBICION CAUSADA

Kuzma et al., (2015)

Ferruginol, salva nemorosa, salvia
aethiopis y 1-oxo-aethiopinona

39-72%deT

Moon et al., (2016)

2,6-diclorobenzonitrilo e isoxabeno
combinado con PHMB

Impide el enquistamiento

Timko et al., (2015)

12 derivados de metilfusina

Minima concentracion amebicida
=62.5 uM para el compuesto C2 -
C15

Heredero-Bermejo
et al., (2016)

Combinacion de CLX y dendrimeros
catiénicos carbosilanos

100 % de T

Imran et al., (2016)

Nanoparticulas de Zn y Zn unido a TiO,

40-60%deT

Santos et al., (2016)

Aceites esenciales de Lippia spp. y
rotundifolona, carvonay carvacrol.

1Cs0 =10 - 72 pg/ml

Siddiqui et al,

(2016a) 3 % DMSO Impide el desenquistamiento
Siddiqui et al.,, Diclofenaco sédico, indometacinay Impide el enquistamiento
(2016b) acetaminofeno P q

Hadas et al., (2017)

Aceite del arbol de té

100 % de Ta 0,5 pl/ml

Ortillés et al,
(2017)

Tobramicina, ciprofloxacina, verapamil,
voriconazol, CLX y celulosa de Aspergillus

spp.

La combinacién de los distintos
compuestos es mas eficaz que la
monoterapia

Panatieri et al.,
(2017)

Extracto alcohdlico de Pterocaulon
balansae en una nanosuspension

90 % de T a 1,25 mg/ml

Atalay et al., (2018)

Rosa de bengala junto a fototerapia y

63 - 66 % de T con la rosa de

riboflavina junto a fototerapia bengala
Dodangeh et al.,, Extracto acuoso de las semillas de 100 % de T a 450 mg/mly 100 % de
(2018) Trigonella foenum graecum Qa 750 mg/ml

Gomart et al,
(2018)

Dioxido de titanio (TiO,), luz UVAy CLX,
por separado y en combinacién

100 % de T en CLX, combinacion
CLX con TiO3, CLX con UVA y CLX
con TiO,y UVA

Heredero-Bermejo

Dendrimeros carbosilanos de amonio y

Muestran buena eficacia y baja

etal., (2018) biguanida toxicidad
Rosales et al., Compuestos de esquaramidasy poliamidas Sélo una esquaramida tiene mas
(2018) aciclicas eficacia que CLX

Sanguan et al,
(2018)

Aceites esenciales de Piper retrofractum, P.
nigrum, P. samentosum, Citrus hystrix, C.
reticulata, Murraya paniculata, Amomum
uliginosum, Curcuma longa, C. zedoria y
Kaempferia pandurata.

100 % de T en P. retrofractum, P.
nigrum, C. hystrix, C. longa, K.
pandurata.

Yim et al., (2018)

Nitrato de sodio, nitroprusiato de sodio y
nanoparticulas de gel de silice con NO

100 % de T con nitroprusiato de
sodio a 100 pM

Cucina et al., (2019)

6 formulaciones distintas de 0,02 % CLX y
0,1 % EDTA disddico en un gel ocular
termosensible

La formulacién F6 60 % de Ty 90 %
deQ

Kaya et al., (2019)

Extracto de metanol de las semillas de
Trigonella foenum-graecum

90 % de T a 32 mg/ml
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Los avances mas recientes en este campo parecen indicar que los dendrimeros vy
nanoparticulas (Heredero-Bermejo et al., 2016; Yim et al., 2018) asi como los extractos de
plantas con propiedades medicinales o antimicrobianas (Hadas et al., 2017; Kaya et al., 2019)
pueden ser utiles como profilaxis o quimioterapia contra la queratitis. La fitoterapia es una de
las ramas mas antiguas de la medicina convencional, y hoy en dia es la terapia que con mas
frecuencia se emplea en enfermedades crénicas. Ademas, en los Ultimos afios se han empleado
farmacos de origen vegetal para combatir enfermedades parasitarias tales como malaria,
leishmaniosis, tripanosomiosis, amebiosis, giardiosis... (Derda y Hadas, 2014).

En el ambito de la parasitologia, los dendrimeros han sido empleados en el tratamiento de la
malariay la enfermedad de Chagas (Giarolla et al., 2010; Santos-Magalhdes y Furtado Mosqueira,
2010). También se ha estudiado su eficacia contra Acanthamoeba (Heredero-Bermejo et al.,
2026, 2018). Las nanoparticulas se han empleado como transportadores de farmacos en el
tratamiento de la malaria, leishmaniosis y enfermedad de Chagas con éxito (Date et al., 2007;
Aditya et al.,, 2013). También, se ha estudiado la eficacia de las nanoparticulas como
antiamebianos en Acanthamoeba (Yim et al., 2018).

Los dendrimeros son un tipo de nanomoléculas radialmente simétricas y con una estructura
ramificada. La ramificacion depende de la generacidn a la que pertenecen. La estructura consta
de un atomo central o grupo de atomos que se denominan nucleo central del que parten ramas
de atomos denominadas dendrones que se sintetizan a partir de una gran variedad de reacciones
quimicas. Finalmente, en la periferia se sitian los grupos funcionales (Figura 4.1) (Abbasi et al.,
2014).

a) b)
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"55% %gwb §od

Figura 4.1. Representacién estructual de a. dendrén o cufia dendritica, b. dendrimero (Imagen cedida por
el departamento de Quimica Organica y Quimica Inérganica de la uah).

Estos compuestos presentan una gran diversidad de aplicaciones en el area de la medicina,
tales como, farmacos, transportadores de farmacos, transportadores de genes, agentes de
contraste en imagenes de resonancia magnética, terapia fotodindmica y desarrollo de vacunas
(Cloninger, 2002; Abbasi et al., 2014).

Por otra parte, las nanoparticulas (NPs) normalmente tienen también un nucleo y son
multifuncionales. Pueden tener un recubrimiento bioldgico o molecular que permite la
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interaccidn entre las nanoparticulas y las moléculas organicas. Al igual que los dendrimeros se
emplean como marcadores bioldgicos fluorescentes, transportador de farmacos y genes.
Ademas, se utilizan para detectar patégenos y proteinas, en ingenieria de tejidos, separacién y
purificacion de moléculas bioldgicas y células (Salata, 2004). En particular, las nanoparticulas de
oro y plata son faciles de preparar, tienen baja toxicidad y se pueden unir facilmente a moléculas
de interés bioldgico. Ademas de los usos mencionados anteriormente, las propiedades de la
plata han hecho que las NPs de plata se puedan emplear como antimicrobianos (Wong vy Liu,
2010; Giasuddin et al., 2012).

En estudios previos del grupo de investigacion ECOMYP, del cual también forman parte
investigadores del Area de Microbiologia y de los Departamentos de Quimica Orgdnica y Quimica
Inorganica de la Universidad de Alcala, se han estudiado la eficacia de compuestos dendriticos
carbosilanos (dendrimeros, dendrones y nanoparticulas) frente a bacterias y frente a
Acanthamoeba spp.. El modo de accidn de estos compuestos catidnicos con grupos funcionales
de amonio se debe a las cargas positivas propias del dendrimero que interactian con las cargas
negativas de las membranas plasmaticas celulares, desplazando los cationes polivalentes
presentes en la misma. Por ello, la membrana se desestructura, provocando la muerte del
microorganismo (Fuentes-Paniagua et al., 2016; Pefia-Gonzalez et al., 2017; Heredero-Bermejo
et al, 2018).
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este capitulo es el estudio de la eficacia de diferentes compuestos
tanto de origen quimico como vegetal.

1. Estudio de la capacidad amebicida del aceite del arbol de té y dimetilsulféxido
(DMSO0), por separado y en combinacion. Asi como su citotoxicidad.

2. Evaluacion de la eficacia y citotoxicidad de compuestos dendriticos tales como
dendrones, dendrimeros y nanoparticulas.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Clorhexidina digluconato

En el tratamiento de la QA se han empleado una gran variedad de farmacos, incluyendo la
clorhexidina, polihexametileno biguanida (PHMB), propamidina isetionato,
dibromopropamidina isetionato, neomicina, paromomicina, polimixina B, clotrimazol,
ketoconazol, miconazol e itraconazol (Schuster y Visvesvara, 2004). Actualmente los farmacos
que se usan en el tratamiento de esta enfermedad son la clorhexidina digluconato (CLX), PHMB
y brolene (propamidina isetionato y dibromopropamidina isetionato) dado que mejoran
notablemente el prondstico de los pacientes (Visvesvara et al., 2007). Entre los tres compuestos
anteriores, se analizé in vitro el efecto de CLX en dos cepas de Acanthamoeba para poder
comparar la eficacia de los productos y compuestos dendriticos estudiados en este trabajo de
tesis. También se estudié su efecto citotoxico en células epiteliales de cdrnea humana (CEpiCH)
y Hela.

Material y reactivos empleados

= Cultivo en medio axénico de la cepa A. polyphaga 2961 y A. griffini MYP2004.

=  PBS 50x (Sigma, D1408). Se emplea a 1x.

= Rojo Congo (Sigma, C-6767). Se emplea a 0,2 %.

= Cdmara de recuento Fuchs-Rosenthal.

= Placas de 24 pocillos.

=  Campana de flujo laminar (Telstar, Bio-lI-A).

=  Micropipetas.

=  Puntas de micropipetas estériles.

= Tubos Falcon de 15 ml estériles.

=  Microscopio éptico (MOTIC, BA-300) con camara digital acoplada de 10 Mpx.

= Células inmortalizadas epiteliales de cérnea humana (CEpiCH) (Innoprot, P10871-
IM).

= Células Hela (ATCC CCL-2).

=  Medio IM-Corneal Epithelial Cell (de sus siglas en inglés CEpiCM) (Innoprot, P60131).

=  Suplemento de crecimiento para las células epiteliales de cornea (de sus siglas en
inglés CEpiCGS) (Innoprot, P60131).

=  Kit de coldgeno | (Innoprot, P8188).

=  Medio Dulbecco’s Modified Eagle’s (de sus siglas en inglés DMEM) (Sigma, D6429).

= Suero fetal bovino (SFB) (Sigma, F7524). Se descomplementa antes de usar.

= Penicilina y estreptomicina (Sigma, P4333).

=  Reactivo MTT preparado a 5 mg/ml en PBS 1x (Sigma, M2003).

=  Tripan blue (Sigma, T8154).

=  Dimetilsulfoxido (DMSO) (PanReac AppliChem, 131954.1611).

= Cdmara de recuento Neubauer.

=  Flasks de cultivo T75 con filtro en el tapdn.

= Incubadora a 37 °C con CO..

= Incubadoraa32°C.

=  Espectrofotémetro.
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Metodologia

Ensayo de eficacia por recuento manual

1. Retirar el medio de cultivo de flasks de cultivo con trofozoitos en fase exponencial y
afiadir PBS 1x.

2. Despegar los trofozoitos del flask de cultivo por shock frio.

3. En la cabina de flujo laminar, transferir el cultivo con las amebas libres en PBS 1x
desde los flasks a un tubo de 15 mly centrifugar 10 min a 500 rpm.

4. Retirar el sobrenadante y resuspender el pellet en 12 ml de medio de cultivo
correspondiente a 1x.

5. Retirar una alicuota y mezclar con rojo congo al 0,2 % en una proporcion 1:1 para su
recuento en la camara de recuento Fuchs-Rosenthal.

6. Ajustar el indculo de trofozoitos a 10° por pocillo.

7. Afadir a cada pocillo 300 pl de la suspensidn ajustada de trofozoitos.

8. Preparar soluciones stock de CLX en PBS 1x a las siguientes concentraciones: 32, 16,
8,4,2y1mg/l

9. Afadir a cada pocillo 300 ul de las correspondientes concentraciones de CLX,
quedando las concentraciones de ensayo diluidas a la mitad: 16, 8, 4,2, 1y 0,5 mg/I.

10. Las placas se incuban a la temperatura de crecimiento correspondiente de cada
aislado durante 4y 24 h.

11. Transcurridos los tiempos de incubacion, se retira una alicuota de cada pocillo y se
mezcla con rojo congo al 0,2 % a una proporcién de 1:1 para su recuento en la
camara de recuento Fuchs-Rosenthal.

12. Ademds, a las 24 horas se preparan las muestras para su observacidn al microscopio
electrdnico de barrido (metodologia ya descrita en el capitulo 3).

Ensayo de citotoxicidad

1. Se preparan placas de 24 pocillos con 20.000 células CEpiCH o 10.000 células Hela,
tal y como se explica en el capitulo 3.

2. Una vez que se ha establecido la monocapa, se retira el medio de los pocillos y se
afiaden 250 pl del medio fresco correspondiente para cada tipo de célula.

3. Se preparan las soluciones stock de CLX en PBS 1x (tal y como se describe en el
apartado anterior).

4. Afadir a cada pocillo 250 ul de las correspondientes concentraciones de CLX,
quedando las concentraciones de ensayo diluidas a la mitad.

5. A las 24 horas se realiza el ensayo de MTT (siguiendo las pautas descritas en el
capitulo 3).

Analisis estadistico de los datos

Todos los ensayos se realizaron siempre por triplicado y se repitieron al menos dos veces. Se
calcularon y compararon las medias de los datos obtenidos. Las diferencias estadisticas entre
grupos se determinaron usando el test t-Student o ANOVA. Los paquetes estadisticos utilizados
fueron: GraphPad Prism o Statistica. Las diferencias se consideraron significativas cuando se
obtenia un valor p < 0,05.
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3.2. Dimetilsulfoxido y aceite del arbol de té

Como se ha indicado con anterioridad, en los Gltimos afios ha crecido el interés en desarrollar
productos quimicos capaces de eliminar tanto trofozoitos como quistes para tratar la queratitis
amebiana, o para usarlos en la desinfeccién de lentes de contacto. Recientemente, Hadas et al.,
(2017) han indicado que el aceite del arbol de té (de sus siglas en inglés TTO) es capaz de eliminar
los trofozoitos y quistes de A. castellanii. Por otro lado, Siddiqui et al., (2016b) observaron que
el dimeltilsulféoxido (DMSO) favorece el enquistamiento de los trofozoitos y su presencia evita el
desenquistamiento en A. castellanii. Dado que estos compuestos no se han ensayado en otros
genotipos de Acanthamoeba, se decidié estudiar la eficacia de estos dos compuestos en
genotipos diferentes al T4, ya que se ha indicado que la resistencia a farmacos esta influenciada
por el genotipo de la cepa (lovieno et al., 2010; Arnalich-Montiel et al., 2014). Asi pues, se estudié
como afectaban estos compuestos a otros genotipos, concretamente el genotipo T3, ya que es
el segundo genotipo mas frecuente en la queratitis amebiana y esta disponible en el Area de
Parasitologia de la UAH (Heredero-Bermejo et al., 2015). La eficacia de estos productos se
estudié por separado y en combinacion, ya que en estudios previos realizados por este grupo de
investigacion se han observado efectos positivos en la combinacién de diversos compuestos
qguimicos, indicando la posibilidad de sinergias (Heredero-Bermejo et al., 2016). Se emplearon
dos técnicas para el analisis del TTO y DMSO: primero las placas de OCR (su metodologia se
explica en el capitulo 2) para intentar determinar el rango de concentraciones a ensayar y luego,
en segundo lugar, se aplico el método de recuento optico manual.

Ademas, en estos ensayos se estudid una variable mas: la concentracién del medio de cultivo,
es decir, los ensayos se llevaron a cabo con diferentes concentraciones de medio de cultivo (1x
y 0,5x) y se evalud si la diferencia en la concentracidn de nutrientes afectaba a la sensibilidad de
las cepas.

La citotoxicidad de ambos compuestos, en combinacidén y por separado, fue estudiada en
células CEpiCH y Hela.

Material y reactivos empleados

= Cultivo en medio axénico de la cepa A. polyphaga 2961y A. griffini MYP2004.
=  PBS 50x (Sigma, D1408). Se emplea a 1x.

=  Rojo Congo al 0,2 % (Sigma, C-6767).

= Cdmara de recuento Fuchs-Rosenthal.

=  Placas de 24 pocillos.

=  Placas de 96 pocillos OCR tipo LT (Oxoprobics Bioscience).

= Aceite mineral (Sigma, M5904).

= Sulfato cuprico (Oxoprobics Bioscience).

= Sulfato sédico (Oxoprobics Bioscience).

=  Lector de fluorescencia a TRF (VICTOR®).

=  Campana de flujo laminar (Telstar, Bio-lI-A).

=  Micropipetas.

=  Puntas de micropipetas estériles.

= Tubos de 15 ml estériles.

=  Microscopio éptico (MOTIC, BA-300) con camara digital acoplada de 10 Mpx.
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Células inmortalizadas epiteliales de cornea humana (CEpiCH) (Innoprot, P10871-
IM).

Células Hela (ATCC CCL-2).

Medio IM-Corneal Epithelial Cell (de sus siglas en inglés CEpiCM) (Innoprot, P60131).
Suplemento de crecimiento para las celulas epiteliales de cérnea (de sus siglas en
inglés CEpiCGS) (Innoprot, P60131).

Kit de colageno | (Innoprot, P8188).

Medio Dulbecco’s Modified Eagle’s (de sus siglas en inglés DMEM) (Sigma, D6429).
Suero fetal bovino (SFB) (Sigma, F7524). Se descomplementa antes de usar.
Penicilina y estreptomicina (Sigma, P4333).

Reactivo MTT preparado a 5 mg/ml en PBS 1x (Sigma, M2003).

Tripan blue (Sigma, T8154).

Dimetilsulféxido (DMSO) (PanReac AppliChem, 131954.1611).

Camara de recuento Neubauer.

Flasks de cultivo T75 con filtro en el tapdn.

Incubadora a 37 °C con COa.

Incubadora a 32 °C.

Espectrofotometro.

Metodologia

Ensayo de eficacia por placas OCR

10.

Retirar el medio de cultivo de flasks de cultivo con trofozoitos de A. griffini MYP2004
y A. polyphaga 2961 en fase exponencial y afiadir PBS 1x.

Se despegan los trofozoitos en fase exponencial de crecimiento del flask de cultivo
T25 por shock frio de.

En la cabina de flujo laminar, transferir desde los flasks el cultivo con las amebas a
un tubo de 15 ml y centrifugar 10 min a 500 rpm.

Retirar el sobrenadante y resuspender el pellet en 12 ml de medio de cultivo
correspondiente.

Retirar una alicuota y mezclar con rojo congo al 0,2 % en una proporcién 1:1 para su
recuento en la cdmara de recuento Fuchs-Rosenthal.

Ajustar el indculo de trofozoitos a 10° por pocillo. Afiadir 10 ul de la solucién
ajustada a cada pocillo de una placa de 96 pocillos de OCR.

Se prepara TTOa 0,125y 1 % (v/v) y DMSO a 1,125y 5 % (v/v) en PBS 1x. Se afiaden
90 pl de cada concentracidn a los pocillos correspondientes (minimo 3 pocillos por
concentracion de cada compuesto).

Se incluye en la placa multipocillo sulfato clprico a una concentracion final de 0,1
mg/ml en el pocillo como control negativo y sulfito sédico a una concentracién final
de 0,01 mg/ml en el pocillo como control positivo.

Sellar cada pocillo con 100 ul de aceite mineral para evitar el intercambio de
oxigeno.

Incubar la placa multipocillo en el lector de placas VICTOR® que esta programado
para obtener dos lecturas por pocillo cada hora durante 72 h. La fluorescencia
(excitacion a 340 nm / emisién a 642 nm) fue leida con un retraso de 30 y 70
microsegundos.
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Ensayo de eficacia por recuento manual

1. Retirar el medio de cultivo de flasks de cultivo con trofozoitos en fase exponencial y

anadir PBS 1x.

2. Se despegan los trofozoitos del flask de cultivo T25 por shock frio de cultivos

axénicos en fase exponencial de crecimiento.

3. Enla cabina de flujo laminar, transferir el cultivo con las amebas libres en el medio
desde los flasks a un tubo de 15 ml y centrifugar 10 min a 500 rpm.
4. Retirar el sobrenadante y resuspender el pellet en 12 ml de medio de cultivo

correspondiente a 1x y 2x.

5. Retirar una alicuota y mezclar con rojo congo al 0,2 % a una proporcién 1:1 para su

recuento en la cdmara de recuento Fuchs-Rosenthal.
6. Ajustar el in6culo de trofozoitos a 10° por pocillo.

7. Afadir a cada pocillo 300 pl de la suspension ajustada de trofozoitos (la
concentracion de los medios de cultivo se reducira a la mitad, quedando en los

pocillos a 0,5x y 1x).

8. Preparar soluciones stock de los compuestos en PBS 1x. El TTO se prepara a 0,625;
1,25; 2,5; 5; 10; 20 y 40 % (v/v %). EI DMSO a 0,30; 0,60; 1,25; 2,5, 5y 10 % (v/v %).
Y las combinaciones de TTO y DMSO a 0,06 % + 0,3 %; 0,12 % + 0,62 %; 0,25 % +1,25

%;0,5%+2,5%y1%+5% (v/v%), respectivamente.

9. Afadir a cada pocillo 300 ul de las correspondientes concentraciones de los
compuestos, quedando las concentraciones anteriores diluidas a la mitad en los

pocillos.

10. Las placas se incuban a la temperatura de crecimiento correspondiente de cada

aislado durante 4y 24 h.

11. Transcurridos los tiempos de incubacion, se retira una alicuota de cada pocillo y se
mezcla con rojo congo al 0,2 % en una proporcion 1:1 para su recuento en la cdmara

de Fuchs-Rosenthal.

Ensayo de citotoxicidad

1. Se preparan placas de 24 pocillos con 20.000 células CEpiCH o 10.000 células Hela,

tal y como se explica en el capitulo 3.

2. Una vez que se ha establecido la monocapa, se retira el medio de los pocillos y se
afiaden 250 pl del medio fresco correspondiente para cada tipo de célula.
3. Sepreparan las soluciones stock de los compuestos en PBS 1x (tal y como se describe

en el apartado anterior).

4. Anadir a cada pocillo 250 ul de las correspondientes concentraciones de los
compuestos, quedando las concentraciones de ensayo diluidas a la mitad.
5. Alas 24 horas se realiza el ensayo de MTT (siguiendo las pautas descritas en el

capitulo 3).
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Analisis estadistico de los datos

Todos los ensayos se realizaron siempre por triplicado y se repitieron al menos dos veces. Se
calcularon y compararon las medias de los datos obtenidos. Las diferencias estadisticas entre
grupos se determinaron usando el test t-Student o ANOVA. Los paquetes estadisticos utilizados
fueron: GraphPad Prism o Statistica. Las diferencias se consideraron significativas cuando se
obtenia un valor p < 0,05.

3.3. Nanoparticulas, dendrones y dendrimeros

En base a los resultados previos obtenidos por el grupo de investigacion, se decidié probar la
eficacia de distintos compuestos sintetizadis en el grupo de investigacion BioNanoDen del
departamento de Quimica Orgdnica y Quimica Indrganica de la uah. Se analizaron un total de 10
nanocompuestos (Tabla 4.2). Ademas, se compard la eficacia de estos hanocompuestos con la
eficacia de la clorhexidina digluconato (CLX) dado que este es uno de los farmacos mds usados
en el tratamiento de la queratitis amebiana.

También se estudid la citotoxicidad de los compuestos en dos lineas celulares: CEpiCH y Hela.
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2

Tabla 4.2. Lista de los compuestos de nueva sintesis estudiados.
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Material y reactivos empleados

= Cultivo en medio axénico de la cepa A. polyphaga 2961y A. griffini MYP2004.

= PBS 50x (Sigma). Se emplea a 1x.

=  Rojo Congo (Sigma). Se emplea a 0,2 %.

= Cdmara de recuento Fuchs-Rosenthal.

=  Placas de 24 pocillos.

=  Tampon fosfato de Milloning o Tampdn Milloning (Milloning, 1961).

=  Solucidn fijadora de glutaraldehido al 2 % (Merck, 104239).

= Solucién de lavado.

=  Soluciones de deshidratacién.

=  Poli-L-lisina 0,1 % (Sigma).

= Campana de flujo laminar (Telstar, Bio-lI-A).

=  Micropipetas.

=  Puntas de micropipetas estériles.

= Tubos de 15 ml estériles.

=  Raspador de células.

=  Microscopio éptico (MOTIC, BA-300) con camara digital acoplada de 10 Mpx.

=  Desecador Polaron E-3000 (Quorum Technologies).

=  Metalizador Polaron E500/5100 (Quorum Technologies).

=  Microscopio electrénico de barrido DSM 950 (Zeiss).

= Células inmortalizadas epiteliales de cornea humana (CEpiCH) (Innoprot, P10871-
IM).

= Células Hela (ATCC CCL-2).

= Medio IM-Corneal Epithelial Cell (de sus siglas en inglés CEpiCM) (Innoprot, P60131)

= Suplemento de crecimiento para las células epiteliales de cérnea (de sus siglas en
inglés CEpiCGS) (Innoprot, P60131).

=  Kit de colageno | (Innoprot, P8188).

=  Medio Dulbecco’s Modified Eagle’s (de sus siglas en inglés DMEM) (Sigma, D6429).

=  Suero fetal bovino (SFB) (Sigma, F7524). Se descomplementa antes de usar.

=  Penicilina y estreptomicina (Sigma, P4333).

= Reactivo MTT (Sigma, M2003). Se emplea a 5 mg/ml en PBS 1x.

=  Tripan blue (Sigma, T8154).

=  Dimetilsulféxido (DMSO) (PanReac AppliChem, 131954.1611).

= Cdmara de recuento Neubauer.

=  Flasks de cultivo T75 con filtro en el tapén.

=  Incubadora a 37 °C con CO..

* Incubadoraa 32 °C.

=  Espectrofotémetro.
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Metodologia

Ensayo de eficacia por recuento manual

10.

11.

12.

Retirar el medio de cultivo de flasks de cultivo con trofozoitos en fase exponencial y
afiadir PBS 1x.

Se despegan los trofozoitos en fase exponencial de crecimiento del flask de cultivo
T25 por shock frio.

En la cabina de flujo laminar, transferir el cultivo con las amebas libres en el medio
desde los flasks a un tubo de 15 mly centrifugar 10 min a 500 rpm.

Retirar el sobrenadante y resuspender el pellet en 12 ml de medio de cultivo PYG o
CERVA (excepto cuanto se analizo la eficacia de los dendrimeros BDTLO72 y BDTLO73
que se resuspendié en PBS 1x).

Retirar una alicuota con rojo congo al 0,2 % a una proporcion 1:1 para su recuento
en la camara de recuento Fuchs-Rosenthal.

Ajustar el indculo de trofozoitos a 10° por pocillo.

Afadir a cada pocillo 300 pl de la suspensidn ajustada de trofozoitos.

Preparar soluciones stock de los compuestos en PBS 1x (ya que todos los
compuestos son solubles en agua) a las siguientes concentraciones para todos los
ensayos llevados a cabo frente a amebas: 256, 128, 64, 32, 16, 8 y 4 mg/I.

Afadir a cada pocillo 300 ul de las correspondientes concentraciones de los
compuestos, quedando las concentraciones de ensayo diluidas a la mitad: 128, 64,
32,16, 8,4y 2 mg/l.

Las placas se incuban a la temperatura de crecimiento correspondiente de cada
aislado durante 4y 24 h.

Transcurridos los tiempos de incubacién, se retira una alicuota de cada pocillo y se
mezcla con rojo congo al 0,2 % a una proporcion 1:1 para su recuento en la cdmara
de recuento Fuchs-Rosenthal.

Ademas, a las 24 horas se preparan las muestras para su observacién al microscopio
electrénico de barrido (metodologia en el capitulo 3).

Ensayo de citotoxicidad

Se preparan placas de 24 pocillos con 20.000 células CEpiCH o 10.000 células Hela,
tal y como se explica en el capitulo 3.

Una vez que se ha establecido la monocapa, se retira el medio de los pocillos y se
afiaden 250 pl del medio fresco correspondiente para cada tipo de célula.

Se preparan las soluciones stock de los compuestos en PBS 1x a las siguientes
concentraciones: 256, 128, 64, 32, 16, 8 y 4 mg/I.

Afadir a cada pocillo 250 ul de las correspondientes concentraciones de los
compuestos, quedando las concentraciones de ensayo diluidas a la mitad: 128, 64,
32,16, 8,4y 2mg/l.

A las 24 horas se realiza el ensayo de MTT (siguiendo las pautas descritas en el
capitulo 3).
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Anadlisis estadistico de los datos

Todos los ensayos se realizaron siempre por triplicado y se repitieron al menos dos veces. Se
calcularon y compararon las medias de los datos obtenidos. Las diferencias estadisticas entre
grupos se determinaron usando el test t-Student o ANOVA. Los paquetes estadisticos utilizados
fueron: GraphPad Prism o Statistica. Las diferencias se consideraron significativas cuando se
obtenia un valor p < 0,05.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Clorhexidina digluconato

El efecto de la CLX ha sido ampliamente investigado tanto en estudios in vitro como en
tratamientos en pacientes infectados (Lim et al., 2008; Martin-Navarro et al., 2008; Heredero-
Bermejo et al., 2013; Sunada et al., 2014; Ageel et al., 2016; Heredero-Bermejo et al., 2018).

Al igual que en el resto de las investigaciones, la CLX es eficaz contra los dos aislados
estudiados in vitro (Figura 4.2). No se observan diferencias estadisticamente significativas entre
el tratamiento de 4 y 24 h, ni entre las dos cepas de Acanthamoeba spp, a pesar de observarse
valores medios distintos. La CLX, a una concentracion de 8 mg/| es capaz de matar todos los
trofozoitos a las 4 horas en el caso de A. polyphaga 2961, y los de A. griffini MYP2004 a las 24 h
con esa misma concentracion. Como ocurre en otros estudios, las cepas que no pertenecen al
genotipo T4 muestran mas resistencia a los farmacos (lovieno et al., 2010; Arnalich-Montiel et
al., 2014).

CLX

T 120
= 100 B A griffini MYP2004 4 h
i 80 @8 A. polyphaga 2961 4 h
. BB A. griffini MYP2004 24 h
'g 60 B A. polyphaga 2961 24 h
©
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S % N Y x v e

Concentracién (mg/l)

Figura 4.2. Porcentaje de viabilidad de los trofozoitos de A. griffini MYP2004 y A. polyphaga 2961 tratados
con CLX durante 4y 24 h.

En cuanto a la toxicidad de CLX, se considerd que el producto es téxico para el hospedador
cuando la ICso (concentracién inhibitoria maxima media) en las lineas celulares es menor que la
ICso en los trofozoitos de Acanthamoeba. Las células HelLa muestran una ICso mayor que la que
la de las células epiteliales corneales de humano (Tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Valores de ICso de los trofozoitos de A. griffini MYP2004 y A. polyphaga 2961, asi como de las
células CEpiCH y Hela después de ser tratadas durante 24 h con CLX. La concentracion se expresa en mg/I.
El andlisis estadistico de t- Student se empled para la comparacién de los datos entre las dos especies de
Acanthamoeba y las lineas celulares. Las diferencias estadisticas son significativas cuando p<0,05.

ICso A. griffini MYP2004 ICso CEpiCH / p-value ICso Hela / p-value

1,427+1,33/

+ +
1,919+1,51 0,99 8,2+1,6/0,000117
ICs0 A. polyphaga 2961 ICso CEpiCH / p-value ICso Hela / p-value
0,8057 + 1,95 1,427 +1,33/0,7396 8,2+1,6/0,000497

Se puede considerar que la CLX es citotdxica en células CEpiCH cuando se trata una queratitis
producida por Acanthamoeba del genotipo T3 ya que la concentracion que se necesita de este
farmaco que es eficaz contra este aislado, también produce dafos celulares en las células
CEpiCH. Sin embargo, si fuera una queratitis causada por el genotipo T4, no seria citotoxico en
ninguno de los dos tipos celulares ya que la concentracion necesaria para eliminar los trofozoitos
de una cepa T4 es mas baja. La resistencia a farmacos segun el genotipo del aislado de
Acanthamoeba, se ha estudiado previamente, y tal como se observa en la presente tesis, las
cepas mas sensibles son las pertenecientes al genotipo T4. Por tanto, el genotipo es un factor a
tener en cuenta a la hora de determinar la concentracién de los farmacos a admisitrar, ya que,
en estudios previos, se ha observado que CLX es toxica cuando se incrementé el nimero de dosis
y aumento de la concentracion (John et al., 1990; Seal et al., 1996; Seal, 2003).

4.2. Dimetilsulféoxido y aceite del arbol de té

El dimetilsulféxido (DMSO) se lleva usando como disolvente que aumenta la penetrancia y
eficacia de herbicidas, fungicidas, antibidticos y hormonas desde 1950 (Manjunath vy
Shivapraksh, 2013). Este fenédmeno también se observé en tratamientos in vitro de trofozoitos y
quistes de Acanthamoeba (Saunders et al., 1992; Khunkitti et al., 1998). Posteriormente, otros
autores también han sefialado que a concentraciones de 3 % de DMSO se favorece el
enquistamiento en cepas T4 (Kliescikova et al., 2011; Siddiqui et al., 2016a). En cuanto al aceite
del arbol del te (TTO), se han estudiado ampliamente sus efectos como antimicrobiano vy
antifungico (Carson et al., 2006). Sin embargo, su efecto antiprotozooario ha sido algo menos
investigado, encontrando trabajos en los que se ensaya frente a L. major y Trypanosoma spp.
(Mikus et al., 2000; Baldissera et al., 2014). En Acanthamoeba se han realizado solo dos estudios
(Albouchi et al., 2017; Hadas et al., 2017), ambos en cepas de genotipo T4.
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En nuestro estudio se ha evaluado tanto el efecto del DMSO y TTO conjuntamente y por
separado, en dos cepas de Acanthamoeba pertenecientes al genotipo T4 (A. polyphaga 2961) y
al genotipo T3 (A. griffini MYP2004). En un primer ensayo se evaluaron dos concentraciones de
DMSO y TTO por separado mediante OCR en A. griffini para determinar el rango de
concentraciones a ensayar. En la Figura 4.3 se observa que los niveles de fluorescencia obtenidos
en los pocillos control positivo (trofozoitos cultivados en su medio), tratados con 1,25 % de
DMSO y 0,125 % de TTO son altos, a mayor fluorescencia, mayor tasa de O2 consumido lo que
implica un mayor nimero de trofozoitos viables. No se observa emisidn de fluorescencia en los
pocillos del control negativo (trofozoitos cultivados en PBS 1x), tratados con 5% de DMSOy 1%
de TTO, lo cual indica que estas concentraciones son amebicidas. Sin embargo, como se ha
mencionado con anterioridad, a partir del 3 % de DMSO los trofozoitos de Acanthamoeba
tienden a enquistarse (Kliescikova et al., 2011; Siddiqui et al., 2016a), asi pues, esta ausencia de
tasa respiratoria no se puede atribuir a una muerte celular hasta comprobarse por microscopia
la ausencia de trofozoitos y quistes.

PBS 1x
CERVA 0,5x

DMSO 5 %
DMSO 1,125 %

TTO 1 %
TTO 0,125 %

Fluorescencia

0 20 40 60 80
Tiempo (h)

Figura 4.3. Gréfica obtenida por el ensayo OCR de los trofozoitos de A. griffini MYP2004.

Se determind por microscopia, si las concentraciones de 5 % de DMSO y 1 % de TTO son
amebicidas o favorecen el enquistamiento en A. polyphaga 2961 y A. griffini MYP2004
respectivamente. En estos ensayos, se observaron quistes en los pocillos tratados con 5 % de
DMSO, mientras que en los tratados con 1 % de TTO no se observaron quistes ni trofozoitos
viables. En base a estos resultados, se expusieron los trofozoitos de A. griffini y A. polyphaga a
distintas concentraciones de DMSO (5 - 0,6 %) para determinar a partir de qué concentracién de
DMSO se favorece el enquistamiento. Se observaron quistes en las concentraciones iguales y
mayores de 1,25 % (Figura 4.4 y 4.5).
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Figura 4.4. Experiencias de tratamiento con DMSO en trofozoitos de A. griffini MYP2004- Fotografias al
microscopio éptico. a. Trofozoitos observados en el control. b. Trofozoitos observados a una concentracién
de 0,625 % de DMSO. c. Quistes observados a una concentracion de 1,25 % de DMSO. d. Quistes observados
a una concentracion de 2,5 % de DMSO.

Figura 4.5. Experiencias de tratamiento con DMSO en trofozoitos de A. polyphaga 2961- Fotografias al
microscopio Optico a. Trofozoitos observados en el control. b. Trofozoitos observados a una concentracion
de 0,625 % de DMSO. c. Quistes observados a una concentracién de 1,25 % de DMSO. d. Quistes observados
a una concentracion de 2,5 % de DMSO.
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Por lo tanto, la ausencia de respiracion en los pocillos tratados con 2,5 % DMSO se debe a la
presencia de quistes viablesy, en el caso de los tratados con 1 % TTO se debe al efecto amebicida
del aceite.

Sabiendo que el DMSO es un agente que favorece el enquistamiento, no se pueden continuar
haciendo ensayos de eficacia con placas OCR porque no se sabria si los trofozoitos estan muertos
o se han enquistado. Se probaron distintas combinaciones de DMSO y TTO con dos
concentraciones de los medios de cultivos (0,5x y 1x) para determinar si la falta de nutrientes
afecta a la sensibilidad de las cepas a los tratamientos (Figura 4.6). El andlisis estadistico (t-
Student) revela que no hay diferencias estadisticamente significativas entre realizar el ensayo a
una concentracién u otra de medio. Ademads, las diferencias que se observan entre el
tratamiento a las 4 y 24 horas no son estadisticamente significativas, a pesar de que si se observa
una reduccion mayor en la viabilidad de los trofozoitos tratados a las 24 horas. También se
observan diferencias entre el genotipo T3 (A. griffini MYP2004) y T4 (A. polyphaga 2961), siendo
mas resistente el genotipo T3 a las 4 horas de tratamiento, pero estas diferencias no son
estadisticamente significativas. A las 24 horas no se observan diferencias entre un genotipo y
otro. (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Porcentaje de viabilidad de los trofozoitos de A. griffini MYP2004 y A. polyphaga 2961 tratados
con DMSO y TTO. a. Porcentaje de viabilidad a las 4 h del tratamiento. b. Porcentaje de viabilidad a las 24
h del tratamiento.
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El efecto de DMSO en combinacién con el TTO provoca lisis de los trofozoitos a las
concentraciones de DMSO a las cuales se favorece el enquistamiento (2,5 %$DMSO + 0,5 % TTO).
La eficacia de la combinacién de los farmacos no es dosis dependiente, ya que no se observa una
reduccién del porcentaje de viabilidad hasta llegar a la combinacién de 0,62 % DMSO + 0,12 %
TTO, donde disminuye drasticamente (Figura 4.6). Al estudiar ambos compuestos por separado,
se observa que el DMSO no tiene efecto amebicida en los trofozoitos de Acanthamoeba ni a las
4 ni a las 24 h (Figura 4.7), mientras que el TTO es capaz de matar a todos los trofozoitos a la
concentracion de 0,3 % a las 4 horas en el caso de A. polyphaga 2961y a las 24 horas en el caso
de A. griffini MYP2004 (Figura 4.8).
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Figura 4.7. Porcentaje de viabilidad de los trofozoitos de A. griffini MYP2004 y A. polyphaga 2961 tratados
con DMSO después de 24 h.
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Figura 4.8. Porcentaje de viabilidad de los trofozoitos de A. griffini MYP2004 y A. polyphaga 2961 tratados
con TTO. a. Porcentaje de viabilidad a las 4 h del tratamiento. b. Porcentaje de viabilidad a las 24 h del
tratamiento.



174

Capitulo 4: Estudio de la eficacia de compuestos de nueva sintesis frente a
cepas de Acanthamoeba spp.

Sin embargo, el control del ensayo de eficacia del TTO también esta afectado. Se observa una
disminucion del porcentaje de viabilidad de los trofozoitos y el nimero de estos, fendmeno que
no se observa en otros ensayos de eficacia con otros compuestos (Figura 4.9). Una posible
explicacién a esto es la toxicidad de los vapores emitidos por el TTO tal y cdmo se describe en el
trabajo de Hadas et al., (2017), en el cual explican que los ratones a los que se les inoculd
trofozoitos de Acanthamoeba e inhalaron los vapores del aceite, no desarrollaron la infeccion.
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Figura 4.9. Comparacion de controles de los ensayos de eficacia con CLX y con TTO. a. Numero de
trofozoitos viables/ul de A. griffini MYP2004 y A. polyphaga 2961. b. Porcentaje de viabilidad de los
trofozoitos de A. griffini MYP2004 y A. polyphaga 2961.

En cuanto a la toxicidad en células CEpiCH y Hela de estos compuestos, se advierte que
cuando se combinan, la mezcla es citotdxica en CEpiCH incluso a bajas concentraciones, mientras
gue en células Hela sélo es téxico a las combinaciones que son eficaces contra los trofozoitos de
A. griffini MYP2004 y A. polyphaga 2961 (Figura 4.10a). EIl DMSO es mas toxico en células
humanas que en Acanthamoeba (Figura 4.10b): |la ICso en células CEpiCH es de 5 % y en las células
Hela es de 0,8 %, mientras que los trofozoitos de ambas cepas no causan reduccién, y por tanto
no se puede calcular la ICso. Aunque la ICso del DMSO es mas baja en las células humans que en
los trofozoitos de Acanthamoeba, se considerd no citotdxico. En el ensayo de citotoxicidad del
TTO en ambas lineas celulares, las células de los pocillos control estaban también muertas, al
igual que en el caso de los ensayos de eficacia. Como ya hemos indicado, esto podria ser debido
a los vapores emitidos por el aceite, ya que en ninglin caso previo hemos tenido dificultad alguna
para mantener elevados porcentajes de vitalidad en las células de mamifero de los controles
(Figura 4.11), por lo que, lo hemos considerado toxico.
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Figura 4.10. Porcentaje de viabilidad de células humanas CEpiCH y Hela. a. Frente a combinaciones de
DMSO + TTO. b. Frente a DMSO.
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Figura 4.11. Densidad éptica obtenida en los ensayos de citotoxicidad del TTO en células humanas CEpiCH
y Hela.

El DMSO fue propuesto por Siddiqui et al., (2016a) para ser incluido como un componente
de las soluciones de limpieza de lentillas debido a que es capaz de enquistar los trofozoitos y, los
quistes no son capaces de adherirse a células epiteliales de la cérnea (Dudley et al., 2005), por
tanto, no habria transferencia de este parasito desde las lentillas a la cérnea. Los resultados
obtenidos en la presente tesis doctoral apoyan el uso del DMSO en soluciones desinfectantes de
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lentillas para prevenir la queratitis amebiana. Sin embargo, se ha comprobado que la
concentracién de DMSO puede ser mas baja que la sefialada por Siddiqui et al., (2016a). Ademas,
el DMSO no es citotoxico en las concentraciones en las que favorece el enquistamiento. No
obstante, habria que estudiar la interaccién del DMSO con los desinfectantes presentes en las
soluciones de lentillas tales como poliaminopropil biguanida también denominado como
polihexanida (PHMB), miristamido propil dimetil amina, policuaternio (Stevenson y Seal, 1998;
Shoff et al., 2008). Se ha apuntado que el DMSO presenta una accion transportadora para ciertos
antibidticos, como la propamidina isetionado (Saunders et al., 1992), haciendo que estos sean
mas eficaces, y por tanto, podrian ser mas tdxicos para las amebas y para las células del epitelio
corneal.

La actividad antimicrobiana y la citotoxicidad del TTO ha sido ampliamente estudiada (Carson
et al., 2006; Hammer et al., 2006)., no cabe duda del efecto bactericida y bacteriostatico del TTO
frente a diversas especies bacterianas, asi como su capacidad antifliingica (Carson et al., 2006).
Igualmente se ha sefialado un notable efecto acaricida (Walton et al., 2000), aparente con la
simple exposicion de los acaros a los vapores del TTO (lori et al., 2005). En cuanto a la toxicidad
del TTO, se sabe que la ingestion de altas cantidades es toxica y puede ocasionar reacciones
alérgicas en uso topico (Carson et al., 2006). Ademas, se ha estudiado la citotoxicidad en lineas
celulares humanas tales como monocitos humanos y neutrdfilos, siendo el TTO citotéxico a partir
de concentraciones de 0,016 % (v/v) (Brand et al., 2001). Sin embargo, se desconoce la relacién
entre la citotoxicidad in vitro e in vivo. Por otra parte, el TTO suele usarse por via tdpica, y la
aplicacién de cualquier otra forma debe de ser estudiada cuidadosamente antes de ser aplicada
ya que no existen estudios al respecto (Hammer et al., 2006). Con los estudios realizados en la
presente tesis, se puede observar que incluso los vapores del TTO causan pérdida de viabilidad
en las células CEpiCH y Hela. Por lo tanto, sugerir el uso del TTO como un posible candidato para
tratar la QA es arriesgado, ya que se desconoce realmente su citotoxicidad. Por ello, deben de
realizase mas ensayos de citotoxicidad tanto in vitro como in vivo.

4.3. Nanoparticulas, dendrones y dendrimeros

Recientes estudios realizados con nanoparticulas de oro y de plata conjugadas con farmacos
han revelado que, en la mayoria de los casos, la eficacia del farmaco es mayor que cuando se
ensaya solo (Ashraf et al.,, 2012; Aqeel et al., 2016; Anwar et al., 2018a). Sin embargo, se
desconoce el mecanismo por el cual la combinacidn de farmacos con nanoparticulas hace que
sean mas eficaces. Dado que las nanoparticulas se emplean como transportadores de farmacos,
es posible que estas nanoparticulas faciliten la entrada de los productos quimioterapéuticos al
interior de los microorganismos, incluidos los protozoos del género Acanthamoeba (Ashraf et
al., 2012; Aqgeel et al., 2016; Anwar et al., 2018a).

Dados estos antecedentes, se decidié estudiar el efecto de nanoparticulas de plata y oro
funcionalizadas con dendrones catidnicos de primera (BDCPO78 y BDCP086) y segunda
generacion (BDCP079), nanoparticulas de plata con dendrones catidnicos de primera generacion
ligados a polietilenglicol-PEG (BDAB024). También se han evaluado los dendrones catidnicos
(BDCP092, BDCP093 y BDCPQ94). Estos ultimos compuestos se han mostrado eficaces
previamente frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538P, S. aureus ZMF KSK (resistente a
meticilina), S. hemolyticus ZMF SV212 (multiresistente), Enterobacter fecalis ZMF BD156, E. coli
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ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC 10231 y C. glabrata
ZMF40 (Pefia-Gonzalez et al., 2017).

Al enfrentar trofozoitos de A. griffini y A. polyphaga con estos compuestos sélo se observo
una disminucién del porcentaje de viabilidad a las 24 h de incubacién. Las nanoparticulas de oro
(BDCPO78 y BDCP079) son mas eficaces que las nanoparticulas de plata (BDCP086 y BDAB024)
(Figura 4.12 y 4.13), a diferencia de lo obtenido por Pefia-Gonzalez et al., (2017). En estudios
realizados en otras especies de amebas del género Harmanella, los iones de plata no mostraron
actividad amebicida (Rohr et al., 2000), y es posible, que en Acanthamoeba spp. tampoco, de ahi
que no se observe disminucion en el porcentaje de viabilidad en los ensayos realizados en esta
tesis. Ademas, a diferencia de lo observado en los otros compuestos, la cepa T3 es mas sensible
que la T4 cuando se trata con nanoparticulas de plata (Figura 4.14).

En cuanto, a los dendrones analizados, se observa que cuanto mayor es la generacién del
dendrimero, menor es la concentracion necesaria para eliminar el 100 % de trofozoitos (Figura
4.14) siendo, por tanto, mas eficaz el dendrén de tercera generacion con 8 grupos amonio
(BDCP094). Sin embargo, al comparar el efecto entre las nanoparticulas y los dendrones por
separado, son los dendrones los que muestran mayor eficacia, al contrario de lo que se observa
en otros trabajos previos (Ageel et al., 2016; Anwar et al., 2018a y b).
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Figura 4.12. Porcentaje de viabilidad de los trofozoitos de A. griffini MYP2004 y A. polyphaga 2961 tratados
durante 24 h con: a. Nanoparticula de oro funcionalizada con dendrones de G1 (BDCP078). b. Nanoparticula
de oro funcionalizada con dendrones de G2 (BDCP079).
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Figura 4.13. Porcentaje de viabilidad de los trofozoitos de A. griffini MYP2004 y A. polyphaga 2961 tratados
durante 24 h con: a. Nanoparticula de plata funcionalizada con dendrones G1 (BDCP086). b. Nanoparticula
de plata funcionalizada con dendrones G1 y PEG (BDAB024).
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Figura 4.14. Porcentaje de viabilidad de los trofozoitos de A. griffini MYP2004 y A. polyphaga 2961 tratados
durante 24 h con: a. Dendrén catidnico G1 (BDCP092). b. Dendrén catidénico G2 (BDCP093). c. Dendrén
catidnico G3 (BDCP094).



Capitulo 4: Estudio de la eficacia de compuestos de nueva sintesis frente a
cepas de Acanthamoeba spp.

Deben realizarse mas estudios para entender cudl es el mecanismo de accion de estos
dendrones en los trofozoitos de Acanthamoeba spp. En estudios anteriores, realizados por
nuestro grupo de investigacién, se determind que los dendrimeros y dendrones catidnicos
carbosilanos con grupos funcionales amonios o guanidinas son capaces de penetrar a través de
la membrana celular e interactuar con ella (Heredero-Bermejo et al., 2018). Se desconoce si estos
dendrones, que también son catidnicos carbosilanos y tienen grupos funcionales amonio, tienen
esa misma capacidad, en cualquier caso, el efecto de los dendrones se ve disminuido cuando se
integran en nanoparticulas, ya sean de oro o de plata (Tabla 4.4).

La citotoxicidad de estas moléculas es menor en células Hela, salvo con BDCP079, BDCP093
y BDCP094. Sin embargo, los valores de ICso son mayores en los trofozoitos de ambos genotipos
que en las lineas celulares (Tabla 4.4), por lo que para poder eliminar estos trofozoitos habria
que utilizar concentraciones que también causarian dafios en las células epiteliales de cornea
humana.

Tabla 4.4. Valores de IC50 de los trofozoitos de A. griffini MYP2004 y A. polyphaga 2961, asi como de las
células CEpiCH y Hela después de ser tratadas durante 24 h. La concentracidn se expresa en mg/I.

ICso A. griffini  1Cso A. polyphaga

BD NIYP2004 2961 ICso CEpiCH ICso Hela
BDCPO78 >128 >128 47,00+1,47  64,11+4,53
BDCP079 >128 >128 6,06 + 1,45 0,64 0,09
BDCP086 >128 >128 1,18+2,37 145,90+ 11,33
BDAB024 >128 >128 7,83+1,27 >100
BDCP092 >128 >128 7,99 +1,51 21,10 +3,57
BDCP093 79,43 + 24,98 47,06 + 1,50 7,64 +1,40 2,94+0,51
BDCP094  100,7 +1,85 96,33 +1,57 3,30+1,33 0,27 +0,15

Igualmente se estudid la primera generacion de un dendrimero con nucleo cicotetrasiloxano
y grupos funcionales -NMes*. Con este dendrimero BDJVOO1 no se consiguié inhibir el
crecimiento de los trofozoitos de Acanthamoeba spp. después de un tratamiento de 24 horas
(Figura 4.15). Ademas, este dendrimero no redujo la viabilidad de las células CEpiCH, pero si de
las células Hela en las cuales la mitad de la poblacidn se reduce a la mitad con una concentracion
de 32 mg/I (Figura 4.16).
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Figura 4.15. Porcentaje de viabilidad de los trofozoitos de A. griffini MYP2004 y A. polyphaga 2961 tratados
durante 24 h con BDJVO0O1.
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Figura 4.16. Porcentaje de viabilidad de células humanas CEpiCH y Hela enfrentadas al dendrimero
BDJVO0O1.
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Dado que este dendrimero no mostré efecto en ninguno de los dos aislados de
Acanthamoeba estudiados, y que mostré toxicidad en una de las lineas celulares, se descartd
este tipo de dendrimero como agentes para el tratamiento de trofozoitos del género
Acanthamoeba.

Como ya hemos dicho, en estudios previos de este grupo de investigacion, se analizaron
dendrimeros con grupos funcionales de guanidinas (dendrimeros-GU), que mostraron una buena
eficacia contra A. polyphaga 2961 (Heredero-Bermejo et al., 2018). Las biguanidas son derivados
de las guanidinas y son los grupos activos de la CLX. Por eso, en el trabajo de Heredero-Bermejo
et al., (2018), se disefiaron los dendrimeros-GU que son menos téxicos que las biguanidas, pero
curiosamente los dendrimeros con grupos funcionales de amonio mostraron una mayor eficacia
contra los trofozoitos. Asi pues, se disefiaron dos dendrimeros con grupos funcionales de
biguanidas (BDTLO72 con 4 grupos y BDTLO73 con 8 grupos), y se estudié su efecto en los
trofozoitos pertenecientes a dos genotipos diferentes y su toxicidad en lineas celulares humanas
(Martin-Pérez et al., 2019).

Estos dendrimeros son capaces de eliminar la poblacidon de trofozoitos al 100 % in vitro
después de 4 h de incubacidn, cuando son tratados a concentraciones de 64 y 128 mg/I. Ademas,
notamos que A. polyphaga es mds sensible que A. griffini y no se observan trofozoitos viables a
concentraciones de 32 mg/l, incluso con solo 4 h de tratamiento con el dendrimero BDTL072
durante 4 h (Figura 4.17).
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Figura 4.17. Porcentaje de viabilidad de los trofozoitos de A. griffini MYP2004 y A. polyphaga 2961 tratados
durante 4 y 24 h con. a. Dendrimero carbosilano G1 con grupos funcionales de biguanida (BDCP072). b.
Dendrimero carbosilano G2 con grupos funcionales de biguanida (BDCP073). Unidades en mg/I.
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Transcurridas 24 horas del tratamiento, no se observan trofozoitos viables en
concentraciones iguales o mayores de 32 mg/l. De todos los compuestos dendriticos ensayados
en la presente tesis doctoral, estos dos dendrimeros-biGU (BDTLO72 y BDTLO73) son los mas
prometedores. No obstante, si se comparan con la CLX, ésta tiene una mayor eficacia, dado que
es capaz de eliminar el 100 % de los trofozoitos a concentraciones menores que las que necesitan
los dendrimeros (16 mg/I) y, por tanto, su ICso es menor (Tabla 4.5). En cuanto a la citotoxicidad,
en las dos lineas celulares ensayadas, estos dos dendrimeros son menos toxicos que la CLX,
incluso el BDTLO73 no disminuye la viabilidad de las células a ninguna de las concentraciones
ensayadas. Asi pues, a pesar de que se necesitan concentraciones menores de CLX para eliminar
el 100 % de la poblacion de trofozoitos también es téxica a menores concentraciones. Sin
embargo, los dendrimeros, aunque requieren de concentraciones mayores para matar los
trofozoitos, son menos téxicos y por tanto la ventana terapéutica es mayor. En otras palabras,
se puede aumentar la concentracion de los dendrimeros para eliminar las formas de resistencia
sin peligro de toxicidad en las células humanas.

Tabla 4.5. Valores de ICso de los trofozoitos de A. griffini MYP2004 y A. polyphaga 2961, asi como de las
células humanas CEpiCH y Hela después de ser tratadas durante 24 h. La concentracidn se expresa en mg/I.

I1Cso A. griffini ICso A. polyphaga ICso CEpICH ICso Hela

MYP2004 2961

CLX 1,50 + 1,47 0,64 £ 1,90 1,43 £ 1,33 82+1,6
BDTLO72 6,674+ 1,44 5,568 + 1,34 12,48 42,00 27,13 +1,48
BDTLO73 8,81+ 1,52 6,08 + 1,40 >128 >128

Por otro lado, si los datos de las concentraciones se expresan en UM, es decir, teniendo en
cuenta la masa molecular, y, por tanto, el nimero de moléculas necesarias para alcanzar la
actividada, se puede observar como BDTLO73 es capaz de eliminar el 100 % de los trofozoitos a
concentraciones similares que la CLX. Por otra parte, el dendrimero BDTLO72 tiene que ser
aplicado a mayores concentraciones para conseguir el mismo efecto (Figura 4.18).
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Figura 4.18. Porcentaje de viabilidad de los trofozoitos de A. griffini MYP2004 y A. polyphaga 2961 tratados
durante 4 y 24 h con: a. Clorhexidina digluconato. b. Dendrimero carbosilano G1 con grupos funcionales de
biguanida (BDCP072). c. Dendrimero carbosilano G2 con grupos funcionales de biguanida (BDCP073).
Unidades en uM.
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Cuando los valores de ICso también se expresan en uM, se observa que en ambas amebas (A.
griffini MYP2004 y A. polyphaga 2961) la actividad de los dendrimeros-biGU no difiere tanto de
los de la CLX (Tabla 4.6).

Tabla 4.6. Valores de IC50 de los trofozoitos de A. griffini MYP2004 y A. polyphaga 2961, asi como de las
células humanas CEpiCH y Hela después de ser tratadas durante 24 h. La concentracion se expresa en uM.

I1Cso A. griffini ICso A. polyphaga .
MYP2004 2961 |C5o CEpICH |C5o Hela
CLX 1,67 +1,47 0,72 +£1,90 1,59+1,33 9,13+1,6
BDTLO72 5,58 + 1,45 4,61+1,35 10,77 +2,03 23,72 £1,49
BDTLO73 2,62+1,70 1,61+1,57 >49,23 >49,23

En cuanto a las unidades a emplear para expresar las concentraciones de farmacos, no estan
estandarizadas por el momento (Stewart y Watson, 1983). En la actualidad, las unidades mas
empleadas son unidades de masa (mg/l) o unidades molares (uM) (Jones et al., 2013). Por lo
tanto, lo mas recomendable es siempre dar los datos en ambas unidades, tal y como se realiza
en algunos libros de texto internacionales (Jones et al., 2013). En la presente tesis, s6lo se
muestran los datos en ambas unidades para los dendrimeros BTLO72 y BTLO73, ya que el resto
de los compuestos no muestran eficacia contra los trofozoitos de Acanthamoeba.

En las fotografias realizadas al microscopio electronico de barrido, se observa que los
trofozoitos del control tienen un tamafio normal con numerosos acantépodos, mientras que los
tratados ya sean con los dendrimeros-biGU o CLX muestran una notable pérdida de acantépodos
y tienen una forma mas redondeada (Figura 4.19).
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Figura 4.19. Efectos del tratamiento con CLX y dendrimeros-biGU en la morfologia de los trofozoitos
después de 24 h de incubacién, observados al MEB. a. Trofozoitos control de A. polyphaga 2961. b.
Trofozoitos de A. polyphaga 2961 tratados con 4 mg/l (3,50 uM) del dendrimero BDTLO72. c. Trofozoitos
de A. griffini MYP2004 tratados con 4 mg/l (3,50 uM) del dendrimero BDTLO72. d. Trofozoitos de A.
polyphaga 2961 tratados con 4 mg/l (1,53 uM) del dendrimero BDTLO73. e. Trofozoitos de A. griffini
MYP2004 tratados con 4 mg/l (1,53 uM) del dendrimero BDTLO73. f. Trofozoitos de A. polyphaga 2961
tratados con 2 mg/I (1,11 uM) de CLX. La barra de la escala es de 5 um en todas las imagenes, excepto en a
y f, que es de 10 um. En algunas concentraciones los trofozoitos estan lisados (marcados con un asterisco).
La pérdida de acantépodos en los trofozoitos estan marcados con flechas.
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Se cree, aunque todavia no se ha probado, que el mecanismo propuesto para la accion de
compuestos catidnicos como las biguanidas se basa, como se describié para bacterias, en la
interaccion de sus cargas positivas con las cargas negativas presentes en la membrana plasmatica
de la ameba, penetrandola y desplazando los cationes Ca**, provocando asi la lisis celular (Seal,
2003). Deben realizarse mas estudios para entender exactamente el mecanismo de accién, y asi
poder sintetizar nuevos dendrimeros o dendrones que puedan actuar de la misma manera (pero
a menores concentraciones) y, ademas que sean menos toxicos que los que se han estudiado en
el presente trabajo. Por otra parte, creemos que una posible opcion seria funcionalizar
nanoparticulas de plata u oro con los dendrimeros BDTLO72 y BDTLO73 para analizar si el efecto
de estos dendrimeros-biGU tienen mayor actividad cuando estan incluidos en las nanoparticulas.

Muchos estudios proponen el uso de nanoparticulas y dendrimeros como un buen recurso
para futuros tratamientos (Heredero-Bermejo et al., 2013; Heredero-Bermejo et al., 2015; Aqeel
et al., 2016; Anwar et al., 2018a y b; Heredero-Bermejo et al., 2018). La presente tesis doctoral
corrobora que estos compuestos son buenos candidatos para futuros tratamientos o como
desinfectantes en soluciones de lentillas dado que pueden ser sintetizados a placer eligiendo el
nucleo y el tipo y niumero de grupos funcionales. Ademas, las nanoparticulas se pueden
funcionalizar tanto con dendrimeros como con farmacos haciendo que estos sean mas eficaces
o crear efectos sinérgicos.
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5. CONCLUSIONES

1. ElI DMSO es un producto que favorece el enquistamiento de los trofozoitos de
Acanthamoeba, pero no consigue matar a las amebas. Sin embargo, cuando este
disolvente organico se usa en combinacion con TTO, tanto los trofozoitos como los
quistes son eliminados.

2. Las placas de OCR pueden ser utiles en el cribado de farmacos activos frente a
Acanthamoeba, pero fallan cuando éstos favorecen el enquistamiento. Por tanto,
los analisis de respiracién deben acompafiarse de exdmenes microscopicos, a fin de
controlar posibles falsos resultados.

3. Los dendrimeros carbosilanos con funciones biguanidas ensayados en este estudio
son compuestos que presentan propiedades amebicidas prometedoras, mostrando
tanto un bajo ICso en trofozoitos amebianos como una baja toxicidad sobre células
humanas en cultivo.
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Abstract

In order to improve our knowledge on the epidemiology of amoebic keratitis, as well as the identification of Acanthamoeba
isolates, we have isolated Acanthamoeba spp. from five symptomatic patients in Spain in the present study. All isolates were
grown in axenic liquid medium, with only one exception. The morphology of these isolates were characterized by optical and
scanning electron microscopy. Their structural features corresponded to those of amphizoic amoebae (namely Acanthamoeba
spp.). The molecular characterization of the five Acanthamoeba isolates yielded six sequences. Almost complete 18S rRNA gene
sequences (>2000 bp) were obtained from three isolates and partial sequences (~1500 bp) from the other two. A robust phyloge-
netic analysis based on the almost complete 18S rRNA sequence showed that four isolates belonged to the T4 genotype and the
other one to the T3 genotype. However, all isolates were identified as T4 genotype using the ASA.S1 fragment. As previously
suggested by other researchers, only a robust phylogenetic approach may be helpful in identifying Acanthamoeba genotypes.
In addition, new data on the phylogenetic relationships among the Acanthamoeba genotypes is provided and discussed.

© 2017 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Keywords: 18S rRNA gene; Acanthamoeba; Clinical isolates; Genotypes; Phylogeny

Introduction

Acanthamoeba keratitis (AK) is a rare disease which
presents as a corneal inflammation and is caused by the
infection of different species of Acanthamoeba. The genus
Acanthamoeba belongs to the group named free-living amoe-

*Corresponding author.
E-mail address: tania.martinp@gmail.com (T. Martin-Pérez).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ejop.2017.06.009
0932-4739/© 2017 Elsevier GmbH. All rights reserved.

bae (FLA), which includes also other important genera, such
as Balamuthia and Naegleria. These organisms are envi-
ronmentally wide spread (Martinez and Visvesvara 1997).
Some amoebic isolates are pathogens, occasionally caus-
ing AK and granulomatous amebic encephalitis (GAE), an
infection of the central nervous system. The incidence of
the former illness (AK) is increasing due to the growing
numbers of contact lens wearers and to improvements in
diagnostic methods (Heredero-Bermejo et al. 2013a). In con-
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trast to GAE, AK occurs in immunocompetent individuals.
The current diagnostic procedure is based on the isolation
and culture of the protozoa, followed by identification of
the 18S rRNA gene by amplification and sequencing (Gast
et al. 1996; Stothard et al. 1998). Later, Schroeder et al.
(2001) studied molecular diagnosis targets in the diverse
Acanthamoeba isolates and designed different primer pairs,
one which amplifies the GTSA.B1 region (~1500bp) and
other that amplifies the ASA.S1 (~500bp), which contains
the shorter DF3 region. Since then, there had been no con-
sensus on which part of the gene is the most convenient for
identification: some researchers have been identifying the
isolates with the GTSA.B1 region, while many more have
used the short ASA.S1 fragment. Unfortunately, the latter
seems to be unreliable for identification (Corsaro and Venditti
2010; Corsaro et al. 2015) and the GTSA.B1 region must be
analyzed instead. In agreement with this idea, Fuerst et al.
(2015), has recently indicated that the best approach to deter-
mine the amoeba genotype is to study the complete 18S
rRNA gene. In Spain, several cases of AK have been reported
(Arnalich-Montiel et al. 2012; Arnalich-Montiel et al. 2014,
Lorenzo-Morales et al. 2011) and only one of GAE (Seijo-
Martinez et al. 2000), but genetic identification was not based
on the sequence of the complete small ribosomal subunit
gene. Most of the isolates from Spain and other Mediter-
ranean countries belonged to T4 genotype (Gatti et al. 2010;
Ozkoc et al. 2008). However, other seven genotypes (T2, T3,
T4, TS5, T6, T11 and T15) have been associated with AK
in diverse parts of Europe (Heredero-Bermejo et al. 2015;
Maghsood et al. 2005; Risler et al. 2013; Spanakos et al.
2006). Proper identification of Acanthamoeba genotypes is
important because it may influence the outcome of the treat-
ment (Heredero-Bermejo et al. 2013b; Lorenzo-Morales et al.
2013). Therefore, in the present study, we have isolated pro-
tozoan organisms from five symptomatic patients in Spain.
Isolates were morphologically characterized by optical and
scanning electron microscopy and molecularly characterized
based on the 18S rRNA gene sequence. In addition, a robust
phylogenetic analysis constructed with 106 almost complete
sequences previously identified at the genotype level (Acan-
thamoeba program, http://u.osu.edu/acanthamoeba/) allow
us to discuss the relationships between Acanthamoeba geno-

types.

Material and Methods
Isolation and culture of Acanthamoeba

A total of 5 clinical isolates from symptomatic human
patients were preliminarily analyzed by the Parasitology Ser-
vice of the Instituto de Salud Publica Carlos III (ISC III) and
later sent to the Department of Biomedicine and Biotech-
nology at the Universidad de Alcald (UAH) for further
characterization. Only two of the isolates of Acanthamoeba
came from contact lens users (ISCIII-UAH 64/13 and ISCIII-

UAH 66/14). In the ISCIII, amoebae isolation was carried
out and a preliminary identification was done by culture
and amplification of the ASA.SI region. In the Parasitol-
ogy Laboratory (UAH), amoebae were individually cloned
by transferring a single trophozoite or cyst to non-nutrient
agar plates, covered with heat-killed Escherichia coli and
incubated at 25, 32 or 37 °C. The individual cloning step was
repeated when DNA analysis showed mixed sequences, in
order to ensure that the double peaks in the chromatograms
were not due to a contamination of different strains but to
heterozygosis of the gene. Ten isolated trophozoites or cysts
of 3 different plates were placed onto non-nutrient agar plates
with inactivated E. coli. From these plates, individual cloning
was performed in triplicate.

Optimal amoebic growth was determined by measuring the
speed of expansion of the trophozoite or cyst, the one which
expanded faster to the periphery of the plate dish was the opti-
mal temperature. Finally, the isolates were grown in axenic
cultures using either CERVA or PYG supplemented with
2% of bactocasitone (Cerva 1969; Heredero-Bermejo et al.
2012). For isolates unable to grow under such conditions, five
alternative media were tested as well: Brain—Heart Infusion
(BHI) (Scharlau) (Heredero-Bermejo et al. 2012), Nutrient
Mixture F-10 (HAM) (Sigma) (Ham, 1963), Grave’s Insect
Medium (Sigma—Aldrich) (Sant’Anna et al. 2009), Dubel-
cco’s modified eagle’s medium (DMEM) (Sigma—Aldrich)
(Khan, 2001) and Tryptic Soy Broth (TSY) (Scharlau) (Horn
et al. 1999).

Encystment

Cysts were obtained from confluent trophozoites layer cul-
tures using Neff’s medium as proposed by Bowers and Korn
(1969).

Morphological study

Identification of amoeba species was mainly achieved
based on temperature tolerance, presence of lobopods or
filopods, cyst size and number of opercula observed by
light and scanning electron microscopy. Morphologic fea-
tures were measured in microphotographs obtained in a
Motic BA300 microscope equipped with a digital camera and
employing the Motic Images Plus software version 2.0. Mea-
surements are indicated as the mean =+ standard deviation (in
pm) for 15 protozoa specimens.

For scanning electron microscopy, the samples were pro-
cessed as previously described (Heredero-Bermejo et al.
2015).

Amplifying and sequencing of the 18S rRNA
gene

Whole trophozoite DNA was isolated with the DNAeasy
Blood and tissue kit (Mobio, Carlsbad, CA, USA). The 18S
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Table 1. Results of the study on the growth of Acanthamoeba isolates in different culture media at different temperatures (25, 32 or 37 °C).

Culture medium ISCIII-UAH 64/13 ISCII-UAH 85/13

ISCIII-UAH 66/14

ISCIII-UAH 161/15 ISCIII-UAH 163/15

Temperature Temperature Temperature Temperature Temperature

25 32 37 25 32 37 25 32 37 25 32 37 25 32 37
CERVA + 4 - + - - — + - - - -
PYG+B + o+ - + o+ — - — + 4+ — + -
BHI ND ND ND ND ND ND — — — ND ND ND ND ND
HAM ND ND ND ND ND ND — — — ND ND ND ND ND
GRACE ND ND ND ND ND ND - — — ND ND ND ND ND
DMEM ND ND ND ND ND ND - - — ND ND ND ND ND
TSY ND ND ND ND ND ND — — — ND ND ND ND ND

ND: not done.

rRNA gene was partially amplified using three different sets
of primers: CRN5-1137, JDP1-JDP2 (Schroeder et al. 2001)
and E528F-1492R (Edgcomb et al. 2002). PCR reactions
were performed as described by Schroeder et al. (2001) and
Edgcomb et al. (2002). The amplified products were visual-
ized by 2% agarose gel electrophoresis, followed by ethidium
bromide staining. The bands of interest were purified with
the Ultra Clean 15 DNA purification (Mobio, Carlsbad, CA,
USA). Purified DNA fragments were sequenced on an ABI
3130 automated sequencer (Applied Biosystems Inc., Foster
City, CA, USA). Three fragments (obtained in different PCR
amplifications) were sequenced for the sake of consistency. In
cases where chromatograms showed mixed sequences, frag-
ments were molecularly cloned with the help of the NZY-A
PCR cloning kit (NZY, Lisboa, Portugal), following manu-
facturer’s instructions. Plasmid DNA was purified with the
Mini Plasmid Prep kit (MOBIO, California, USA). Sequence
data were processed with the BioEdit 5.0.9 sequence editor
(Hall 1999).

Phylogenetic analysis

The six DNA sequences (18S rRNA) obtained in
the present study were aligned together with 106 other
nearly complete sequences that were previously classified
based on the genotype classification system implemented
by the Ohio State University (Acanthamoeba program,
http://u.osu.edu/acanthamoeba/). The alignment was per-
formed using the algorithm MSAProbs (Liu et al. 2010).
Later, MSAProbs alignment was evaluated using the tran-
sitive consistency score (TCS) and a weighted multiple
sequence alignment (MSA) was generated (Chang et al.
2014). The weighted MSA contained 26,644 positions and
113 sequences. The substitution model GTR+1+G was
selected using jModelTest 2.1.4 (Darriba et al. 2012) to per-
form the Bayesian analysis. This analysis consisted of two
runs of four chains each, with 31,751,000 generations per
run. Data was collected from each 1000 generations, but
25% of the samples (i.e., 7,937,750 generations) were dis-
carded. Thus, the consensus tree was obtained from 23,814

trees. The parameter “temp” was fixed to 0.05 and the final
standard deviation of the split frequencies was lower than
0.01. In addition, the alignment was also analyzed using a
maximum likelihood inference (PhyML program; Guindon
et al. 2010), using the same substitution model mentioned
above. The subtree pruning and regrafting (SPR) and the near-
est neighbor interchange (NNI) tree rearrangement options
were selected, and a Bayesian-like transformation of aLRT
(aBayes) was used to obtain the clade support (Anisimova
et al. 2011). Both trees were rooted with the sister taxon
Balamuthia mandrillaris.

Results
Culture of Acanthamoeba

Once the five amoebic isolates were individually cloned,
their thermal tolerance was studied (Table 1). All of the
isolated organisms were able to grow at 25 and 32°C in
liquid media, except the isolate ISCIII-UAH 66/14, which
only grew in agar plates seeded with heat-killed E. coli
at 37°C. The optimal growth temperature for the isolates
ISCHI-UAH 63/13, 85/13, 161/15 and 163/15 was 32°C.
The best medium, leading to optimal amoebic growth, was
CERVA, albeit the isolate ISCIII-UAH 163/15 grew only in
PYG + bactocasitone.

Morphological study

Observations performed by light microscopy showed that
the trophozoites presented an irregular shape and numerous
acanthopodia, which were evident on the amoeba surface as
well when observed by SEM (Fig. 1a—b). Trophozoite’s aver-
age lengths are shown in Table 2. Only amoebic cysts could
be studied in the isolate ISCIII-UAH 66/14 because of its
inability to grow in liquid media. Based on cyst morphol-
ogy criteria, the five isolates were identified as members of
the morphological group II, albeit the size and aspect of the
different resistance stages were to some extent variable. In
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Fig. 1. (a) Phase-contrast micrographs of ISCIII-UAH 64/13 trophozoites. (b) ISCIII-UAH 85/13 trophozoites as observed by SEM. Note the
presence of abundant acanthopodia. (c) ISCIII-UAH 64/13 cyst as seen by light microscopy. Note the double-walled structure with polygonal
endocyst and a thin, wrinkled exocyst. (d) ISCIII-UAH 64/13 cyst observed by SEM. The exocyst is roughly spherical, with wrinkled surface.
One operculum is visible and marked with an arrow. (e) ISCIII-UAH 85/13 immature and mature cysts seen by light microscopy. The mature
cyst has a polygonal endocyst and thick, wavy exocyst. The exocyst and endocyst of the inmature cyst are both smooth and spherical. (f)
ISCII-UAH 85/13 cysts observed by SEM. The exocyst has a very wrinkled surface. Some opercula are visible. (g) Phase-contrast micrograph
of ISCIII-UAH 66/14 cysts. Note the star-like endocyst. (h) ISCIII-UAH 163/15 cyst seen by SEM. Some of the cyst are collapsed (marked
with an asterisk), but the rest show a polygonal surface. The scale bar is 5 pm.
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Table 2. Results of the measurements (average length =+ standard deviation in wm) of trophozoites and cysts.

Strains’ name Trophozoite Cyst

Acanthamoeba ISCIII-UAH 64/13 15.88 £5.08 9.344+2.34
Acanthamoeba ISCIII-UAH 85/13 12.214+3.08 8.52+1.76
Acanthamoeba ISCIII-UAH 66/14 NV 4.93+0.81
Acanthamoeba ISCIII-UAH 161/15 17.17£4.15 8.03+1.30
Acanthamoeba ISCIII-UAH 163/15 15.27 £2.81 8.12+2.12

NV: not viable.

the isolate ISCIII-UAH 63/13, cysts had a star-like endo-
cyst, with 5-6 arms, unlike the exocyst, which showed a
thin, wrinkled spherical layer (Fig. 1c—d). The isolate ISCIII-
UAH 85/13 showed cysts with a polygonal endocyst, while
the exocyst was thick and spherical, with a rough surface
(Fig. le—f). The resistant stage of the isolate ISCIII-UAH
66/14 presented a star-like endocyst with 5-6 arms, while
the exocyst was of irregular spherical shape (Fig. 1g). Cysts
of ISCIII-UAH 161/15 were usually polygonal, with a very
thick exocyst showing a wrinkled surface. They were very
similar to those of ISCIII-UAH 85/13. In the isolate ISCIII-
UAH 163/15, the cysts presented an exocyst with a thick
and wrinkled wall, while the endocyst was irregular in shape
(Fig. 1h). The average cyst diameter is shown in Table 2.

Sequencing of the 18S rRNA gene and
phylogenetic analysis

A preliminary identification of the ASA.S1 region of the
18S rRNA gene by amplification and sequencing was car-
ried out. Based on this information, the five isolates were
tentatively identified as Acanthamoeba sp. T4. Further molec-
ular and phylogenetic analyses based on the almost complete
18S rRNA sequence led to a definitive identification of the
amoebic isolates. Sequencing of the 18S rRNA gene in most
isolates returned univocal readings, with the exception of
ISCIII-UAH 163/15, where the fragment obtained by amplifi-
cation with primers CRN5-1137 had to be molecularly cloned
in order to obtain unambiguous sequences (namely, 2 differ-
ent clones, identified as “a” and “b”).

The phylogenic tree based on the almost complete
18S rRNA showed that the sequences from isolates
ISCHI-UAH64/13 (KY072778) and ISCII-UAH163/15
(KY072782 and KY072783) grouped together with mem-
bers of the genotype T4B, whereas the sequences obtained
from ISCIII-UAHS85/13 (KY072780) and ISCIII-UAH66/14
(KY072779) isolates belong to the genotypes T4A and T3,
respectively (Fig. 2). Finally, the sequence from ISCIII-
UAH161/15 (KY072781) isolate does not group with any
of the T4 subclades, although it is phylogenetically close to
the subclades T4neff and T4B (Fig. 2).

The phylogenetic analysis clearly resolved the relation-
ships among Acanthamoeba genotypes. In this sense, four
main monophyletic clades were identified (Fig. 2). On the
one hand, the monophyletic group constituted by the geno-

types T2, T3, TS5, T11, T6is a sister clade to the group T4. On
the other hand, the group formed by the genotypes T10, T12,
T14,T1, T20, T13, T16, T99 and T19 is a sister clade to the
previous groups. The fourth monophyletic group is basal and
formed by the genotypes T7, T8, T9, T17 and T18. Besides,
it is possible to establish subclades within the monophyletic
groups. For example, the genotypes T3, T5 and T11 form a
sister clade to the genotypes T6 and T2 or the genotypes T10,
T12, T14, T1 and T20 form a sister clade to the genotypes
T13, T16, T99 and T19.

Discussion

In the present study, the five individually cloned strains
were able to grow in agar plates, but in order to undertake
further studies it was necessary to culture amoebae in axenic
liquid media. Our individually cloned strains were able to
grow in PYG +bactocasitone and CERVA except the iso-
late ISCIII-UAH 66/14. For this reason, we tried to grow the
latter in other media, but unfortunately these attempts were
unsuccessful. However, previous cultivation of pathogenic
Acanthamoeba isolates in CERVA medium was achieved in
our laboratory (Heredero-Bermejo et al. 2015). Indeed, fas-
tidious amoeba strains have been already reported by other
authors (De Jonckheere 1980; Hiti et al. 2001; Nagyova
et al. 2010). On the other hand, some morphological traits
were useful to define the clinical isolates as members of
Acanthamoeba spp.: the presence of double-walled cysts
and filopods (Page 1967). Moreover, SEM observations con-
firmed high numbers of acanthopodia in amoeba surface,
which is indicative of pathogenicity (Heredero-Bermejo et al.
2015; Khan 2001).

The size of the amplicons used in phylogenetic analyses of
the 18S rRNA gene is essential to achieve a proper amoeba
isolate identification. In this sense, the fragment ASA.S1
(~500bp) or the fragment GTSA.BI (~1,500 bp fragment;
Schroeder et al. 2001) have been frequently used for the
identification of Acanthamoeba isolates, but the phyloge-
nies obtained are not consistent with those obtained using
the almost complete 18S rRNA gene (Chan et al. 2011;
Corsaro et al. 2015; Fuerst et al. 2015; Kong 2009; Nuprasert
et al. 2010). Therefore, this sequencing strategy is ideal for
a correct molecular identification as proposed by Gast et al.
(1996). At present, the genus is divided into 20 genotypes,
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according to a recent proposal (Acanthamoeba program,
http://u.osu.edu/acanthamoeba/; Fuerst et al. (2015)).

In the present study, phylogenetic analysis coher-
ently grouped Acanthamoeba sequences by the current
genotype classification system implemented by the
Ohio  State  University  (Acanthamoeba  program,
http://u.osu.edu/acanthamoeba/). In this sense, five
sequences could be assigned to genotype T4 (three of
them to the subtype T4B, one of them to the subtype T4A
and the fifth was phylogenetically close to the subtypes
T4B/T4neff) and the sixth sequence was grouped together
with other sequences belonging to genotype T3. However,
the identification obtained using the fragment ASA.S1
indicated that all the isolates should be classified as genotype
T4. Thus, misidentification caused by sequencing of short
amplicons could have serious clinical consequences since
Arnalich-Montiel et al. (2014) pointed out that non-T4
genotypes had a worse response to medical therapy than
isolates belonging to genotype T4.

In this study we found some allelic divergence in Acan-
thamoeba sp., in agreement with previous results by other
authors (Booton et al. 2002; Stothard et al. 1998; Qvarnstrom
et al. 2013). In fact, limited genetic variability seems to
be typical of diverse amoebae (including Acanthamoeba).
Organisms that reproduce asexually may accumulate harm-
ful mutations. The solution is a strategy based on polyploidy
and homologous recombination, which leads to a moderate
to low allelic divergence (Maciver 2016).

Phylogenies based on single genes can be incorrect
(Maddison and Knowles 2006; Townsend and Lopez-
Giraldez 2010). However, the use of multiple genes is not
enough to resolve phylogenetic inconsistences (Philippe et al.
2011). Some authors suggest that the use of representative
genes within each group of species could be the more efficient
way (in cost/benefit terms) to resolve phylogenies (Horreo
2012). In this sense, we would like to highlight that, in the
present study, the Acanthamoeba genotypes were coherently
grouped and the phylogenetic relationships among genotypes
were clearly resolved. Therefore, the use of the 18S rRNA
gene as representative to perform phylogenies within this
genus is fully justified.

Relative to the phylogenetic relationships among Acan-
thamoeba genotypes, we demonstrated that some of them
are coherent with those described in previous studies, but
others are not. Among similarities, the clade formed by the
genotypes T17, T18, T7, T8 and T9 (i.e., the morphologi-
cal group I; see Corsaro et al. 2017; Fuerst 2014) present
a basal position on the phylogenetic tree. Some genotypes
are closely related in the present and previous studies (e.g.,
clade T10/T12/T14 or T2/T6 or T13/T16 or T1/T20; see
Corsaro et al. 2017; Fuerst 2014). Among dissimilarities,
the clade T2/T6 was reported as a sister group to the clade
T12/T10/T14 (Fuerst et al. 2015). However, in the present
study the clade T2/T6 is closely related to the genotypes T3,
T11 and T5. On the contrary, the clade T12/T10/T14 formed
a monophyletic group together with the genotypes T1 and

T20. This relationship was previously found by other authors
(Corsaro et al. 2017), although with lower statistical sup-
port. As in the present study, these authors also confirmed
the close relationship between the genotypes T15 and T19.
In addition, the genotype T99 whose phylogenetic relation-
ship is unknown (Fuerst et al. 2015) forms a monophyletic
group together with the genotypes T13, T16 and T19. These
differences could probably be due to the number and length of
the sequences used in the alignments, the methodology used
to perform alignments and/or the method used to perform
the phylogenetic inference. However, the identical topology
achieved using ML and Bayesian inferences suggest that the
selection of sequences and the alignment methodology are
more important.

Conclusions

The finding of new axenic culture media to facilitate the
growth of fastidious strains is essential. Also, it is necessary
to stablish the identification of amoebic strains using phy-
logenetic analysis based on an almost complete 18S rRNA
gene. In this sense, the phylogenetic analysis showed that
(i) the clade formed by genotypes T6/T2 is a sister group to
genotypes T3, TS and T11, (ii) genotypes T1, T20, T10, T12
and T14 form a monophyletic clade, (iii) genotypes T15 and
T19 form a monophyletic clade and (iv) genotype T99 are
phylogenetically close to genotypes T13, T16 and T19.
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Abstract

The isolation and growth in axenic liquid media of Acanthamoeba strains is necessary in order to carry out primary in vitro
drug screening. Amoebic isolates which are hard to grow in the current liquid media have been reported. Such circumstances
hampers the ability of conducting drug sensitivity tests. Therefore, finding suitable universal growth media for Acanthamoeba
species is required. The present study was aimed at the development of liquid medium suitable for growing a fastidious (F)
genotype T3 Acanthamoeba isolate, and eventually for other genotypes of this genus as well. Trophozoite growth was indirectly
monitored by respiration analysis with oxygen-sensitive microplates (OSM) and further confirmed by manual counting. Media
were empirically designed and tested first in a non-fastidious (NF) T3 isolate and then tested with 14 different strains, including
the fastidious one. Combinations of nutritive components such as meat/vegetable broth, LB medium, malt and skimmed milk
led to the design of new media suitable for culturing all the isolates tested, in conditions similar to those obtained in standard
culture media such as PYG or CERVA.
© 2018 Published by Elsevier GmbH.

Keywords: Acanthamoeba; Axenic liquid medium; Culture; Oxygen-sensitive microplates; Respiration; Trophozoite

with anti-Acanthamoeba properties is currently ongoing in
many laboratories worldwide. In vitro drug screening of new

Protozoa of the genus Acanthamoeba are mainly amoebicides requires both cysts and trophozoites, since the
non-parasitic organisms found in soil, water and dust resistance stage is far less sensitive to them than the vegetative
(Khan, 2009). These free-living amoebae (FLA) spo- form.

Introduction

radically infect humans, causing Acanthamoeba Keratitis
(AK) or granulomatous Acanthamoeba encephalitis (GAE)
(Marciano-Cabral and Cabral, 2003). There is no standard
drug for treatment for AK, and the search for chemicals

*Corresponding author.
E-mail address: tania.martinp@edu.uah.es (T. Martin-Pérez).
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Isolation of amoebae trophozoites in patients with AK
is performed by inoculating corneal scraps samples in
monoxenic culture. Such a cultivation system is based on
non-nutritive agar plates seeded with inactivated (heat-killed)
bacteria, as these protozoa optimally feed on particulate
material (De-Moraes and Alfieri, 2008). However, routine
culture is conducted without bacteria, in axenic liquid media.
Many cultivation procedures for FLA trophozoites have
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Table 1. Acanthamoeba isolates used in the present study.

Isolate ID Genotype and Origin Growth in standard Reference
species/Genbank liquid medium/optimal
accession number growth temperature
ATCC - 30234 T4 — A. castellanii Culture type collection PYG+2% Not applicable
Bactositone/25°C
CCAP - 1501/1A T4 — A. castellanii Culture type collection PYG+2% Not applicable
Bactositone/25°C
ATCC -30171 A. culbertsoni Culture type collection CERVA/25°C Not applicable
CCAP - 1501/9 A. astronyxis Culture type collection PYG+2% Not applicable
Bactositone/32°C
2961 A. polyphaga Isolate donated by Dr. PYG+2% Unpublished data
Hadas® Bactositone/32°C
BYB2017 T2/MF113385 Cat with keratitis CERVA/25°C Martin-Pérez et al.
(2017a)
MYP 2004 T3 -A. Patient with keratitis CERVA/37°C Heredero-Bermejo
griffin/KF010846 et al. (2015b)
ISCIII-UAH 64/13 T4B/KY072778 Patient with keratitis CERVA/32°C Martin-Pérez et al.
(2017b)
ISCIII-UAH 85/13 T4A/KY 072780 Patient with keratitis CERVA/32°C Martin-Pérez et al.
(2017b)
ISCIII-UAH 66/14 T3 -A. Patient with keratitis No/37°C Martin-Pérez et al.
griffini/KY072779 (2017b)
ISCIII-UAH 161/15 T4/KY072781 Patient with keratitis CERVA/32°C Martin-Pérez et al.
(2017b)
EV-UAH-P6 Acanthamoeba Environmental PYG+2% Unpublished data
sp./MHO087090 Bactositone/32°C
EV-UAH-V7 Acanthamoeba Environmental PYG+2% Unpublished data
sp./MHO087091 Bactositone/32°C
P-UAH-03 T2/MHO087093 Environmental PYG+2% Unpublished data
Bactositone/32°C
PV-UAH-V2 T2/MHO087092 Environmental CERVA/32°C Unpublished data

#Poznan University of Medical Sciences, Poland.

been designed since the pioneering works by Adam (1959),
Adam and Blewett (1967), Cerva (1969) and Visvesvara and
Balamuth (1975). Axenic liquid culture of amoebae is usu-
ally straightforward and trophozoites of most isolates grow
well in either PYG or CERVA (Schuster, 2002; Martin-Pérez
et al. 2017b). Diverse alternative media, such as BSC, BHI,
PPG, Giardia medium, etc., have been used with relative
success to grow Acanthamoeba sp., according to the special-
ized literature (see Martin-Pérez et al. 2017a, for a detailed
review). Interestingly, some Acanthamoeba isolates fail to
grow in axenic liquid media (De Jonckheere, 1980; Hiti et al.
2001; Nagyova et al. 2010), a problem also observed in our
laboratory with a genotype T3 isolate (Martin-Pérez et al.
2017b).

The present work was aimed at the development and
optimization of an alternative liquid medium capable of
supporting growth of the F genotype T3 isolate available in
our laboratory (Martin-Pérez et al. 2017b) and eventually of
isolates of other genotypes. Oxygen-sensitive microplates
(OSM) were employed for screening media destined to grow
trophozoites of NF T3 genotype, used as model system.
This system provides indirect information on amoebic
growth and metabolism (Heredero-Bermejo et al. 2015a).

Finally, performance of reliable media was confirmed by
viability analysis and microscopic observations in fourteen
Acanthamoeba isolates.

Material and Methods

Amoeba isolates and culture conditions

The isolates used in this study (along with their biolog-
ical features) are shown in Table 1. The protocol followed
in assays for evaluation of amoebic growth in new media is
shown in Fig. 1.

Experimental design for respiration studies in
low-nutrient media

In order to determine the respiration profiles occurring in
optimal or suboptimal culture conditions by means of OSM
(see below), the NF T3 isolate (MYP 2004) was grown in
CERVA medium at 1X, 0.75X, 0.5X, 0.25X, 0.125X and
0.06X. Media dilutions were made in sterile distilled water.
These experiments were repeated four times. This study was
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osM

80 Culture media tested in
NF T3 strain

Manual counting

Microscopy observation

1 3 Culture media
tested in NF T3
strain

2 culture media
tested in all the
strains

Fig. 1. Flow chart showing the experimental design of screening of Acanthamoeba growth media in this study.

combined with manual counting (see below). The hypothesis
addressed was, could a unique respiration profile eventually
identify a medium with good cultivation performance.

In addition, culture assays using 1 X CERVA with 10% syn-
thetic foetal bovine serum (SFBS — Panexin basic® from PAN
Biotech, Aidenbach, Germany) was tested as well by OSM
and manual counting, in order to ascertain if this economical
component could replace the more expensive standard foetal
bovine serum (FBS — SIGMA, St. Louis, MI, USA), cur-
rently in use in our laboratory. Growth with PBS was always
included in assays as a negative control.

Culture media: components and their
preparation

Nutritional components used in the development of
new media are: glucose (SIGMA), LB medium (Schar-
lab), malt extract (Scharlab), yeast extract (Scharlab),
bactocasitone (Scharlab), tryptone (Scharlab), foetal bovine
serum (SIGMA), grape juice, alcohol-free beer, diverse
preparations of chicken-bovine-pork-vegetable broths, fish-
vegetable broth, Spirulina + Fucus capsules, yeast scales food
supplement, lactose-free UHT skimmed milk, soy drink
and hen’s egg. The composition of the eighty empirically
designed liquid media is presented in Tables S1-S4 as Sup-
plementary material. Some commercial products from local
supermarkets (either Auchan-La Dehesa or Mercadona-Juan
Ramoén Jiménez, both located in Alcald de Henares, Spain)
were used for economic reasons. To ensure reproducibility,
two production batches of the same brand (namely lactose-
free skimmed milk and commercial meat/vegetable broths)
were tested in culture (this was done only for the most per-
formant liquid medium). Medium LBM (2X Luria-Bertani
medium supplemented with malt extract) consisted of yeast
extract at 10 g/L, triptone at 20 g/L, malt extract at 40 g/L
and NaCl at 10 g/L. HEPES buffer was prepared at 0.2M
(20X solution), filtered through a filter syringe (0.22 pm),
frozen in aliquots at —20°C and used in medium at 10 mM
(pH=7.4). Antibiotics (0.1 g/L streptomycin and 0.06 g/L
penicillin) were added as a 100X solution.

Since all commercial liquid broths do not indicate the
exact amount of components used in industrial cooking,
two laboratory-made broths (with weighted ingredients) were
prepared as follows:

— Chicken broth: 400 g chicken leg, 75¢g carrots, 175¢g
potato, 130 g onion, 750 mL tap water.

— Mussel broth: 1kg mussels (with shell), 85g onion,
500 mL tap water.

These ingredients were purchased in the same local super-
markets mentioned above. Components were added to a
three-liter wide mouth, metal screw-cap glass container and
autoclaved at 121 °C as usual. All types of broth (commer-
cial and laboratory-made), along with lactose free skimmed
milk (LFSM) and soya drink were clarified/filtered (CF) in
order to obtain a non-turbid medium. The process of particle
elimination was carried out in five steps:

1) Centrifugation at 2000 x g for 10 min. The supernatant
was recovered with a pipette.

2) The supernatant was centrifuged at 10,000 x g for 15 min.
The supernatant was recovered as before.

3) The supernatant was filtered through 0.45 wm syringe fil-
ter

4) The filtrate was centrifuged again at 10,000 x g for
15 min.

5) Finally, the supernatant was filtered through 0.22 pm
syringe filter and considered ready for use in culture
assays.

Lactose-free skimmed milk and soy drink were processed
in away similar to the broth. The only difference was that they
were previously diluted in sterile distilled water to facilitate
CFE. Skimmed milk was diluted at 15% and soy drink at 45%.

Alcohol-free beer was open in sterile conditions. Beer was
transferred to 50 mL Falcon conical centrifuge tubes and left
at 4 °C overnight. Tube cap was not tightly closed in order to
facilitate depletion of carbonic gas from liquid, that otherwise
would acidify the culture medium. Spirulina and Spirulina-
Fucus capsules were opened under sterile conditions and their
content was resuspended at either 50 mg/mL (Spirulina) or
50+4.1 mg/mL (Spirulina + Fucus) in sterile distilled water,
mixed on an orbital shaker at 50rpm for 10 min at room
temperature and then centrifuged 10 min at 10,000 x g. The
resulting supernatant was recovered and considered sterile,
particle-free and transparent enough as to be used directly in
cultures. The same procedure was followed to prepare yeast
extract from commercial yeast scales used as food supple-
ment. To obtain hen’s egg yolk or egg white, egg surface
was wiped with 70% ethanol. Once dry, an egg was slightly
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Table 2. Ingredients (in L) used to prepare 1 mL of media 39 and
80 and medium respiration profile.

Ingredients Media 39 Media 80
Sol. 0.2M HEPES 50 50
Penicilin + Strept. mix 10+6 g/L 10 10
Aneto’ chicken broth 350 350
LBM 210 210
15% LF skimmed milk 330 0
50% egg yolk in 0.9% saline sol. 0 30
Spiruline + Fucus suppl. 0 25
Extract/50+4.1 g/L.
Sterile water 50 325
Respiration profile 1 1

flamed and then carefully cracked in a sterile Petri dish in a
laminar flow hood (to keep the content sterile). Due to the
high viscosity of egg’s fluids, both yolk and egg white were
recovered with a 1 mL automatic pipette using wide orifice
filter tips (Finntip®, Thermofisher Scientific, Waltham, MA.
USA). Care was taken to avoid pipetting the egg’s blasto-
derm. Yolk could not be totally clarified. It was emulsified at
50% with sterile physiological saline solution (0.9% NaCl)
and then centrifuged at 10,000 x g for 10 min. The slightly
cloudy supernatant was recovered and used in media prepa-
ration. Egg white was diluted as well at 50% with sterile
physiological saline solution, to facilitate pipetting. Media
containing CF components was clear enough to permit micro-
scopic observation of amoebic cultures.

Experimental design for respiration studies in
the screening of new media in the model system
organism (NF T3 isolate MYP 2004)

The eighty experimental media (Tables S1-S4) were
assayed with the NF T3 isolate with the aid of OSM. Only thir-
teen media out of 80 (showing different respiration profiles
—see results) were selected for further evaluation of viability
by manual counting and microscopy. In addition, one of these
media (number 39) showed good performance in culture of
NF genotype T3 and was tested without HEPES, in order to
assess the importance of buffering the pH of cultures.

Two media (39 and 80-see Table 2) of the several reliable
for growing the NF T3 isolate (MYP 2004) were selected
for culture assays in the F T3 isolate (ISC-UAH66/14) and
the rest of non-fastidious isolates (Table 1). Amoebic growth
was only confirmed by microscopy, without performing any
viability analysis. Both PYG and CERVA media were used
as negative controls (no-growth) for the F T3 isolate and as
positive controls for the non-fastidious strains.

Finally, the effect of refrigeration/freezing on preservation
of the reliable new media was studied with OSM in the NF
T3 isolate. The performance of two freshly prepared media
(39 and 80) was compared with aliquots of the same media

kept in the refrigerator for two weeks or kept in the freezer
for two weeks and at the same time subjected to six cycles of
freezing and thawing.

Studies on respiration analysis (using OSM
microplates) in NF genotype T3 Acanthamoeba
(isolate MYP 2004)

The procedure employed for respiration analysis with
OSM microplates has been described in detail elsewhere
(Heredero-Bermejo et al. 2015b; Martin-Pérez et al. 2017a).
In brief, 10 wL of PBS containing 103 amoebae from log
phase cultures (grown for 48-72 h) was added to 90 pLL of
the medium being assayed. Such a high inoculum was nec-
essary to avoid issues of background fluorescence in the
control (CERVA medium). The medium with protozoa was
loaded into wells and overlaid with 100 wLL of mineral oil to
avoid oxygen replenishment from air. Media, amoebae and
the microplate were maintained on ice during preparation, to
ensure assay synchronicity as much as possible. Unless oth-
erwise stated, culture medium was assayed in triplicate in at
least two separate experiments. The plate was placed in a flu-
orescence reader (VICTOR® — PerkinElmer, Waltham, MA,
USA), which was programmed to obtain two readings per
well and hour (for up to 72h) at 37 °C. Time-resolved fluo-
rescence (excitation at 340 nm/emission at 642 nm) was mea-
sured at delay times of 30 and 70 microseconds. Fluorescence
readings were transformed in O, concentration using the
Stern-Volmer equation (Criado-Fornelio et al. 2017). Respi-
ration plots in this study use the variables 1/[O,] versus time,
which provides exponential curves similar to those obtained
by measuring trophozoite growth by manual counting.

Viability analysis by manual counting and
microscopic observations in Acanthamoeba
isolates

Media 5, 10, 27, 30, 35, 39, 54, 63, 69, 74, 78, 79 and
80 (Tables S1-S4) were selected for performing viability
studies by manual counting in NF genotype T3 isolate. They
were chosen based on their different respiration profiles, as
explained above. For such purposes, sterile 24-well microtiter
plates were seeded with medium (0.6 mL) and trophozoites.
Non-fastidious amoebae from log phase cultures were resus-
pended in PBS, counted and adjusted so that the medium
being assayed was inoculated with 10 nL. of amoebae sus-
pension, at a final density of 10° trophozoites/well. After
different periods of incubation (1, 3 and 7 days) at either 37 or
25 °C, depending on the isolate, trophozoites were detached
by cold shock and counted in a Fuchs-Rosenthal chamber
using 0.2% Congo red to assess viability (Heredero-Bermejo
et al. 2013).

For the rest of the NF strains used in this study, amoeba
inoculation was done as explained above. No viability anal-
ysis was performed in these cases; cultured amoebae status
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Fig. 2. Respiration plots of NF genotype T3 Acanthamoeba obtained in diverse media: PBS, 1X CERVA (optimal concentration), five
suboptimal concentrations of CERVA and CERVA medium made with either FBS or SFBS. Fluorescence readings were transformed in
[1/0,]. (a) Curves for 0.75X CERVA, (b) curves for 0.5X CERVA, (c) curves for 0.25X CERVA, (d) curves for 0.12X CERVA, (e) curves for
0.06X CERVA, and (f) curves for FBS and SFBS. Data shown are the results obtained in four experiments; in all cases two experiments suited
one of the respiration profiles (a) and the remaining two the other respiration profile (b), except in (e), where a unique curve type appeared in

the four experiments. Vertical error bars represent SD.

was qualitatively checked using microscopy. The observation
period lasted 30 days.

In assays for growing the F T3 isolate, amoebae resis-
tance stage (approximately 1000 cysts in 20 nL of sterile
PBS) were inoculated in sterile 24-well microtiter plates as
described above. As no trophozoites were available, cysts for
inoculation were obtained by PBS washing of non-nutrient
agar plates seeded with heat-killed E. coli where the amoeba
had been grown for 2 weeks. Cultures were examined daily
for excystation under an inverted microscope for 30 days.

Statistical analyses

Respiration experiments were run in triplicate wells and
in at least two independent experiments. Results of manual
counting are provided as mean &= SD of data obtained from
atleast three independent experiments. The statistical signifi-
cance of the results on manual counting was determined using
the unpaired Student’s ¢ test. All statistical analyses were
performed using the GraphPad Prism 5% software package

(GraphPad Software, San Diego CA, USA). The statistical
significance was defined at P < 0.05.

Results

Respiration profiles of the NF T3 isolate MYP
2004 in standard CERVA medium and its
variants

The NF T3 isolate (MYP 2004) cultured in 1X CERVA
showed exponential-shaped oxygen consumption graphs
(Fig. 2a — profile 1). The use of CERVA at lower concen-
trations (0.75X and 0.5X) showed either enhanced (Fig. 2a
and b — profile 2a) or diminished respiration curves (Fig. 2a
and b — profile 2b). It is important to highlight that oxygen
consumption decreased always at about 60—65 h (or sooner)
in profiles 2a and 2b. As expected, CERVA at0.75X and 0.5X
showed less amoebic growth than 1X CERVA as determined
by manual counting (Fig. 3), albeit trophozoite count was
similarin 1X and 0.75X CERVA at ¢ = 7 days (non-significant



96 T. Martin-Pérez et al. / European Journal of Protistology 64 (2018) 91-102
a
Day 7
100
g
-
S 50
=
n L) Ll L} Ll L] L] L]
A K\ o\ o Vol o A %‘9
cf‘?- 062' o“’q‘ c:é' o cf‘g. &
P
T e e
&+
b Legend
800+ Day 7 = Live trophozoites
1004 1 Dead trophozoites
S, 600+
0 -
% 500
] 4004
S 3001
E *
2004
. k%
100 * %k
04—
R\ I S\ SR\ S\ S\ 4
F FEFFE&E & e
&g & & ¢
T P M S +°f<r
LY

Fig. 3. Barplot charts showing analysis of viability (a) and trophozoite counts (b) in the same media studied by OSM in Fig. 1, obtained after
7days of incubation. Legend for statistically significant differences in cell counts between 1X CERVA and suboptimal CERVA dilutions:
*=P<0.05; ** =P <0.005. Data shown are the results obtained in three experiments. Vertical error bars represent SD.

difference, P > 0.2), but significantly lower in 0.5X CERVA
(P <0.02). When low-nutrient medium (CERVA at 0.25X or
0.12X) was tested for growth, two types of respiration graphs
were observed: (1) a curve with an initial burst of respira-
tory activity, followed by fast decline to the basal level in
about 24-30h (Fig. 2¢ and d — profile 4a), or (2) a smooth
exponential curve followed by plateau and a decay period,
reaching oxygen consumption a basal level in less than 45 h
(Fig. 2c and d — profile 5b). Manual counting (Fig. 3) showed
significant loss of amoebae viability and trophozoite counts
in these media at r="7days (P <0.005). In 0.06X CERVA,
a single type of profile was obtained: respiration was only
slightly greater than in PBS at the beginning of the incu-
bation period and decayed quite quickly (Fig. 2e — profile
6). Manual counting (Fig. 3) showed that in 0.06X CERVA
there were no live trophozoites following 7 days of culture.
Finally, cultures supplemented with synthetic foetal bovine
serum (SFBS) returned respiration graphics that were sim-
ilar to 1X CERVA for the first 12 h of incubation and then
respiration was slightly enhanced after such period (Fig. 2f).
In this case, manual counting (Fig. 3) revealed that there was
no significant difference (P > 0.3) in trophozoite viability or

cell counts between FBS and SFBS when growing the NF T3
isolate MYP 2004 (Fig. 3).

Preparation of the new media (with emphasis in
CF processing)

The procedure developed for CF of medium components
was straightforward for diluted LFSM, diluted soy milk,
Auchan’ cocido broth, Aneto” chicken broth or laboratory-
made chicken broth. Other broth preparations were more
difficult to clean and the efficiency of CF was lower (the
0.22 pm syringe filter was quickly clogged). This was caused
by their high content of tiny particles and fats (the latter
remaining on the upper part of the supernatant after cen-
trifugation, hampering the recuperation of clarified broth).
Diluted egg yolk could not be totally clarified due to the exis-
tence of a large amount of very tiny particles. This factdid not
preclude its use in cultivation, as egg yolk was obtained under
sterile conditions, and then diluted with sterile saline solution
and centrifuged, thus avoiding the sterilization by syringe fil-
ter. In spite of the presence of such suspended material, egg
yolk at 1.5% (or less) in culture medium was clear enough
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Fig. 4. Phase-contrast micrographs at 200X of diverse isolates of Acanthamoeba grown in the new alternative media for FLA (a) trophozoites
of the F genotype T3 ISC-UAH66/14 after two days of culture, (b) trophozoites of the NF genotype T4 ATCC 30234 grown in medium 39 after
three days of culture, (c) trophozoites of the NF genotype T4 ATCC 30234 grown in medium 80 after three days of culture in 24 well microtiter
plate. Note that in spite of the presence of tiny egg yolk particles in medium, these are in suspension and do not interfere with viewing the
amoeba or taking the micrograph. (d) Trophozoites of the NF A. astronyxis CCAP 1501/9 cultured in medium 80, (e) trophozoites of the NF
genotype T2 (BYB2017) cultured in medium 39, and (f) trophozoites of the NF Acanthamoeba sp. (EV-UAH-P6) cultured in medium 39.

as to permit good microscopic observation of the amoebae
(Fig. 4c¢).

Performance of the new media in the model
system isolate (NF genotype T3 MYP 2014)
based on OSM and viability data

Respiration profiles of the NF T3 isolate (MYP2004) cul-
tured in experimental media basically showed similar profiles
than those found using 1X CERVA and its dilutions. For sim-
plicity, culture performance for each medium is indicated (in
Tables S1-S4) as type of respiration profile (according to
graphs shown in Fig. 2). Based on a comparison of respira-
tion profile with manual counting data at day 7 (Fig. 5) in the
thirteen selected media, it was concluded that media yield-
ing respiration profile type 1 (27, 30, 35, 39, 69, 78, 79, 80)
showed similar viability (and trophozoite counts) than those
grown in CERVA 1X (P> 0.1, difference non-significant),
whereas types 2 and 3 (medium 54 and 63) showed reduced
growth compared to control (P < 0.05). Profiles 4-6 usually
lead to a rapid loss of viability and cell counts (medium 5
and 10, P <0.01; medium 74 presented no live cells at day
7). Amoebae grown in several media containing diverse com-
mercial broth preparations combined with LBM and LFSM,
(numbers 26, 27, 29, 30, 35, 37, 38, 39, 40, 42, see Tables S2)
showed respiration profiles type 1, the same as 1X CERVA.
Therefore, most types of commercial broth at 17-30% were
suitable for growing NF T3 isolate (MYP2004). Medium con-
taining chicken broth prepared in the laboratory (e.g., 50,

51 or 52 — Table S3) showed equivalent performance than
media containing commercial chicken broth (37-42, Table
S2). In contrast, media containing lab-made mussel broth
(media 53-58, Table S3) were less performant than other
media made with meat/vegetable broth. On the other hand,
media 69, 78, 79 and 80 (Table S4), made with combinations
of egg yolk and spiruline/fucus extractinstead of LFSM, were
equally readable for growing the NF T3 isolate.

The use of commercial broth and LESM from two different
production batches did not result in any change in the perfor-
mance of medium 39 (Fig. 6). On the other hand, medium 39
prepared without HEPES buffer showed only a limited respi-
ration level, which suggests that this component is essential
for areliable amoebic growth (Fig. 6). Repeated freeze/thaw
cycles (6X) of medium 39, containing broth, LBM and
LFSM, caused no effect on their performance, whereas
refrigeration decreased it (Fig. 6). In contrast, medium 80,
containing diluted egg yolk and algal extracts, was best con-
served when kept refrigerated at 4 °C for two weeks (Fig. 6).

Evaluation of the new media performance with
the F Acanthamoeba T3 isolate (ISC-UAHG66/14)
and the NF isolates, as determined by
microscopic observations

The F T3 isolate ISC-UAH66/14 showed no excystation
or development whatsoever when maintained in classic cul-
ture media (CERVA or PYG) after one month of incubation
at either 25, 32 or 37 °C. Media 39 and 80 supported growth
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of the hard-to-grow isolate at 32 °C. When cysts of the F
genotype T3 isolate were inoculated in any of these media,
excystation was evident after one day of culture and notice-
able growth was attained after 4—-6 days (Fig. 4a). However,
a strong tendency towards encystment was observed after-
wards, especially if the medium was nor replaced regularly
every 2-3 days. Qualitative microscopic observations showed
that trophozoites of the fourteen isolates assayed were able to
grow both in medium 39 and 80 (Fig. 4). After 7 days of inoc-
ulation, amoebic cultures show tendency towards encystment
if the medium is not renewed. When the media is changed
every three days, almost no encystment was observed in the
cultures (the same as for CERVA or PYG medium).

Discussion

CERVA medium and its variants as a primary
model for evaluating culture status with OSM

In agreement with previous studies in other Acanthamoeba
isolates (A. castellanii and A. polyphaga —Heredero-Bermejo

etal. 2015b), respiration curves of NF T3 isolate (MYP2044)
grown in 1X CERVA (that is, under optimal conditions)
yielded exponential graphs similar to growth curves obtained
by manual counting. Amoebae at high inoculum were needed
to avoid any problem with background fluorescence. The
shape of the respiration graphs obtained suggests that the
amoebae survived and multiplied (for a limited time) under
such conditions. It is evident from our studies that anaerobio-
sis (caused by the use of the mineral oil overlay in microplate
wells) does not impair amoebic growth. This is consistent
with findings by Alves et al. (2017), who pointed out that
anaerobic glycolysis and protein catabolism pathways are
present in A. castellanii.

Amoebic growth monitored with OSM at suboptimal
CERVA concentrations showed sometimes divergent results
in different experiments. The reason for this might be that
amoeba inocula were not exactly in the same growth moment.
It is likely that amoebae respiratory response would be vari-
able depending on if they were collected in the middle of
the exponential grow phase, in the end of the exponential
growth phase or in the stationary phase. On the other hand,
cultures performed in suboptimal 0.75X CERVA sometimes
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showed higher oxygen consumption than the I X CERVA con-
trol, but this did not correlate with higher viability or cell
counts. Such a lack of correspondence between growth and
respiration may be caused by oxidative stress, as previously
observed in other protozoa (Mastronicola et al. 2011). More-
over, treatment with drugs may induce a similar respiratory
burst effect (Martin-Pérez et al. 2017a). Despite the possible
drawback of OSM (Criado-Fornelio et al. 2017), the respira-
tory profile type 1 unequivocally pointed to reliable media,

as demonstrated later by viability analysis and cell counts.
If none of the assayed medium shows this optimum respi-
ration profile, media showing profile 2 might be tested as
well as an alternative. Such a pattern was observed in 0.75X
CERVA and CERVA with SFBS, where cell counts was sim-
ilar to 1X CERVA. Therefore, OSM microplates may serve
as a valuable tool in future attempts to develop and optimize
culture media for other protozoa or microorganisms. On the
other hand, the synthetic alternative to real FBS (namely,
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Panexin basic®) was reliable for culture of NF T3 Acan-
thamoeba isolate in CERVA medium, in spite of the fact that
this component was designed for use in human cell culture
(Mahboudi et al. 2013) rather than for protozoa maintenance.
Since SFBS is 32% less expensive than the standard FBS, the
present study implies the development of a more economi-
cal procedure for cultivation of Acanthamoeba in CERVA
medium.

Culture media for trophozoites: design,
preparation and performance

The use of soil water extracts, skimmed milk and LBM
medium in cultures of Acanthamoeba has been recently pro-
posed for growing the vegetative stage of A. griffini and A.
castellanii (Martin-Pérez et al. 2017a). However, such an
approach was disregarded in the present contribution. Instead,
medium design and formulation for NF genotype T3 Acan-
thamoeba culture was carried out on an empirical basis owing
to the lack of fundamental knowledge on nutritional needs of
this genotype. Since medium optimization using a one-factor-
at-a-time approach is time-consuming, expensive, and often
leads to misinterpretation of results (Batista and Fernandes,
2015), in the present study a strategy of empirical combina-
tion of several nutritional components was followed. Some
classical culture components (peptone, yeast extract and milk
protein-derived components) were combined with new nutri-
tive ingredients (malt extract, skimmed milk, egg yolk, egg
white and algae/meat/vegetable extracts). In fact, egg white
has been already used (as egg albumin slope) in slanting
cultures of Entamoeba histolytica (Moundipa et al. 2005).
The use of undefined media for growing Acanthamoeba is
common in many specialized laboratories (Schuster, 2002).
However, low-priced components were used in the present
medium screening assay, instead of testing media devel-
oped for other organisms, which is the usual strategy (De
Jonckheere, 1980; Hiti et al. 2001; Nagyova et al. 2010;
Martin-Pérez et al. 2017b). Such an approach has proven
successful for growing both F+NF T3 and other. The fas-
tidious T3 isolate ISC-UAHG66/14 was finally grown at
32°C, whereas monoxenic cultures in non-nutrient agar and
E. coli grew better at 37° C (Martin-Pérez et al. 2017b). The
improved growth of pathogenic Acanthamoeba isolates at
temperatures lower than 37 °C, was remarked on by Schuster
(2002) also. There is still a strong tendency towards encyst-
ment of the fastidious isolate in the new medium, implying
frequent passages are needed to keep the amoebae in the
trophozoite stage.

It is important to underline that amoebae isolated from
the new media do not contain contamination of foreign
DNA, in contrast with previous contributions where xenic
cultures with bacteria were developed (Wang and Ahearn,
1997; Pickup et al. 2007; De Moraes and Alfieri, 2008). Par-
ticles (<0.22 wm) derived from egg yolk (used for instance in
medium 80) are composed of protein (Vadehra et al. 1977),

so that uncontaminated DNA may be successfully isolated
from amoebic cultures.

One of the possible problems associated with the prepara-
tion of the new media reported in this study is the need for CF
of some components. Ultracentrifugation is a relatively fast
way to eliminate particles in milk and egg yolk (Downey and
Andrews, 1969; Vadehra et al. 1977). Nevertheless, such an
approach was disregarded in our experimental design, since
ultra-centrifuges are expensive instruments, not available in
every clinical/research laboratory. The techniques described
here may be adapted to most research institutions, since only
syringe filters and a mini-centrifuge (reaching 10,000 x g)
are needed to get rid of particles found in some nutritive
components. Although medium clarification is to some extent
time-consuming, it should not be forgotten that the alterna-
tive media were developed as a last resort solution, destined
to maintain slow-growing or fastidious isolates. Furthermore,
the reagents needed are generally inexpensive compared
to FBS, for instance. The components of the laboratory-
made chicken/vegetable broth are available in most parts
of the world and are not fraught with any cultural or reli-
gious taboos. Hence, cultivation of Acanthamoeba isolates
may be done almost everywhere, even if the broth brands
employed by us in Spain are unavailable. Evidently, local
broth brands in other geographic locations may be tested
as well for commodity. Batch to batch variations in broth
seem not to be a problem, as demonstrated here. Conser-
vation of the new media in the freezer is possible for egg
yolk-free medium, whereas refrigeration is recommended for
medium containing egg yolk. Such a long-term conserva-
tion feature is an advantage compared to media based on soil
extracts, which are relatively short-lived (Martin-Pérez et al.
2017a). Although it is unsure which ingredients contribute
to the success of the new culture media for FLA, the fact
that milk and egg yolk are rich in vitamins A and D (Imaeda
et al. 1999; Semba, 2012; Schmid and Walther, 2013), sug-
gests that these may be important to promote Acanthamoeba
growth. In fact, vitamin supplements have been previously
used to grow fastidious and non-fastidious Acanthamoeba
isolates (Byers et al. 1980; Shukla et al. 1990; Schuster and
Visvesvara, 1998). However, further studies using vitamin
mixes would be necessary to address such a hypothesis.

Conclusions

The present study has shown that OSM microplates are
suitable tools in culture media screening. Some new media
are reliable for growing both F and NF T3 isolates along
with NF isolates of other genotypes, while these Acan-
thamoeba isolates had to be formerly cultured in different
media. The procedures described here are promising, as they
can facilitate the task of in vitro drug screening, since a sin-
gle medium might be used for cultivation of many isolates.
Further attempts to grow other Acanthamoeba spp. isolates in
new media in cooperation with other laboratories are under-
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way to address such a hypothesis. Likewise, simplification of
the CF procedure for culture medium would be desirable if
the method is routinely used.
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Abstract

The genus Acanthamoeba can cause Acanthamoeba keratitis (AK) and granulomatous amoebic encephalitis (GAE). The treatment of
these illnesses is hampered by the existence of a resistance stage that many times causes infection relapses. In an attempt to add new
agents to our chemotherapeutic arsenal against acanthamebiasis, two Acanthamoeba isolates were treated in vitro with newly synthe-
sized biguanide dendrimers. Trophozoite viability analysis and ultrastructural studies showed that dendrimers prevent encystment by
lysing the cellular membrane of the amoeba. Moreover, one of the dendrimers showed low toxicity when tested on mammalian cell
cultures, which suggest that it might be eventually used as an amoebicidal drug or as a disinfection compound in contact lens solutions.

Keywords Acanthamoeba - Genotype T3 - Genotype T4 - Trophozoites - Biguanide - Dendrimers

Introduction

The genus Acanthamoeba belongs to the group named free-
living amoeba (FLA), which includes also other important gen-

T. Martin-Pérez and T. Lozano-Cruz contributed equally to this work.

Handling Editor: Julia Walochnik

Electronic supplementary material The online version of this article
(https://doi.org/10.1007/s00436-019-06341-7) contains supplementary
material, which is available to authorized users.

P4 T. Martin-Pérez
tania.martinp@edu.uah.es

Departamento de Biomedicina y Biotecnologia, Laboratorio de
Parasitologia, Grupo ECOMYP, Facultad de Farmacia, Universidad
de Alcala, 28805, Alcala de Henares, Madrid, Spain

Instituto de Investigacion Quimica “Andrés M. del Rio” (IQAR),
Departamento de Quimica Orgénica y Quimica Inorgénica,
Universidad de Alcala, Campus Universitario, 28805, Alcala de
Henares, Madrid, Spain

Networking Research Center on Bioengineering, Biomaterials and
Nanomedicine (CIBER-BBN), Malaga, Spain

Instituto Ramon y Cajal de Investigacion Sanitaria (IRYCIS), Ctra.
Colmenar Viejo, Km. 9100, 28034 Madrid, Spain

era, such as Balamuthia and Naegleria. These organisms are
environmentally widespread (Maycock and Jayaswal 2016).
Some Acanthamoeba sp. isolates are pathogens, occasionally
causing Acanthamoeba keratitis (AK), a rare disease which
presents as a corneal inflammation and granulomatous amoebic
encephalitis (GAE), an infection of the central nervous system.
The incidence of the former illness (AK) is increasing due to the
growing numbers of contact lens wearers and to improvements
in diagnostic methods (Heredero-Bermejo et al. 2013). In con-
trast to GAE, AK occurs in immunocompetent individuals. The
treatment of these infections is still problematic due to its resis-
tant form (cysts), the capacity of adapting to nutrient starvation,
heat, cold, desiccation, and the presence of different chemical
compounds which make some drugs ineffective (Marciano-
Cabral and Cabral 2003; Coulon et al. 2010). Acanthamoeba
keratitis (AK) treatment consists of a combination of cationic
antiseptics like chlorhexidine with aromatic diamidines such as
propamidine isethionate during prolonged periods (Walochnik
et al. 2009). Apart from the long period of chemotherapy need-
ed for healing, resistance to propamidine seems to be present in
Acanthamoeba spp. (Bang et al. 2010). This underlines the
need for new and effective drugs for treating AK.

Recent works suggest that a new family of chemicals called
dendrimers may be a good chemotherapeutic alternative to clas-
sical drugs due to some remarkable pharmacological properties,
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with applications in medical and pharmaceutical fields.
Dendrimers are highly branched spherical macromolecules with
well-defined structure and high density of active surface groups.
The plethora of modification that can be performed in their struc-
tures makes dendrimers perfect molecules for any specific appli-
cation (Mlynarczyk et al. 2017). Specifically, cationic carbosilane
dendrimers have shown microbicidal activity against Gram-
positive and Gram-negative bacteria as well as antiprotozoal ef-
fects against Acanthamoeba trophozoites (Heredero-Bermejo
et al. 2018), using low-generation molecules. In both cases, the
mechanism of action of the drug is related to their cationic nature,
which facilitates possible interactions between the dendrimer and
membranes. On the other hand, polydisperse polymers have also
been studied obtaining clearly worse results, showing the impor-
tant role of the chemical structure in the biomedical area (Ortega
et al. 2011; Moreno et al. 2014; Fuentes-Paniagua et al. 2017).

The significant value of dendrimers as amoebicide drugs
has been highlighted in some of our previous works. In the last
years, we have reported either synergistic effects chlorhexi-
dine gluconate-cationic dendrimers in combination therapy
(Heredero-Bermejo et al. 2016) or low ICs( values in some
in vitro treatment assays against A. polyphaga with guanidine
dendrimers (GU-dendrimers) (Heredero-Bermejo et al. 2018).
It is worth to point out that biguanide moieties (organic groups
derived from guanidine) are considered the active groups in
chlorhexidine. However, these organic fragments show higher
toxicity than guanidine unit. For that reason, in a first attempt,
GU-dendrimers were designed to simulate, as far as possible,
the properties of chlorhexidine. Interestingly, some quaternary
ammonium dendrimers have shown higher antimicrobial ac-
tivity than do the terminal groups individually considered
(multivalency effect) (Chen and Cooper 2000; Ortega et al.
2008; Rasines et al. 2009). Thus, in our opinion biguanide-
containing dendrimers should also be studied.

The main purpose of this work was to synthetize and test
(both in vitro and ex vivo) new biguanide-containing dendrimers
(biGU-dendrimers) as novel drugs against A. polyphaga and
A. griffini trophozoites. Looking for an adequate balance be-
tween hydrophilic and hydrophobic parts of the skeleton, the
macromolecules selected were first- and second-generation
carbosilane dendrimers with four and eight biguanide surface
moieties respectively. Moreover, a non-dendritic system called
“zero generation” was used only to optimize the reaction condi-
tions employed in biGU-dendrimer synthetic route, albeit no
biological assays were carried out with it.

Materials and methods
General considerations

Reagents and solvents were used as received without further
purification. Reactions were carried out under microwave

@ Springer

irradiation using single-mode Initiator 2.5 equipment from
Biotage AB. The instrument consisted of a continuous fo-
cused microwave power delivery system that reaches and
maintains a preselected temperature. Reactions were per-
formed with stirring in crimped, standard Pyrex septum-
sealed vessels (5 ml). Measured reaction times start when
the solution reaches the selected temperature. NMR spectra
were recorded on a Varian Unity VXR-300 (300.13 ('H),
75.47 (13C) MHz), or on a Bruker AV400 (400.13 (‘H),
100.60 (13C), and 79.49 (*’Si) MHz). Chemical shifts (5) are
given in ppm. "H and '*C resonances were measured relative
to solvent peaks considering TMS = 0 ppm. When necessary,
assignment of resonances was done from HSQC to HMBC
NMR experiments. Elemental analyses were performed on a
LECO CHNS-932. Compounds dicyandiamide, trimethylsilyl
chloride (TMSCI), and chlorhexidine digluconate (CLX) were
obtained from commercial sources. Compounds G,Si(NH,),,,
m=0,m=1M;n=1,m=4 ), and n=2, m =8 (IlI)) were
synthesized as published (Bermejo et al. 2007; Maroto-Diaz
et al. 2016).

Dendrimers: nomenclature and synthesis

The nomenclature G,,Si(X),, used in this work describes the
structure of macromolecules as follows: G,, corresponds with
skeleton generation (n), Si indicates core nature, X refers to the
type of peripheral groups (amine or biguanide fragments), and
m indicates number of surface moieties.

Microwave-assisted synthesis was employed to prepare
all desired dendrimers using reported amine microwave
conditions (Mayer et al. 2004). Into a 5-ml microwave
vial, the amino-terminated dendrimer (I-III) (1.0 equiv.)
and dicyandiamide (1.0 equiv. per amine group) were
added. After the vial was sealed and crimped, CH3CN
(2 ml) was added and this was followed by the addition
of a 2 N solution of TMSCI (1.1 equiv. per amine group)
dropwise. The reaction mixture was stirred for 10 s and
subsequently, it was irradiated at 150 °C for 10 min. After
the mixture was cooled to approximately 50 °C, ‘PrOH
(3.0 equiv. per amine group) was added dropwise. The
mixture was stirred for 10 s and then irradiated a second
time at 125 °C for 30 s. Upon cooling, the obtained
biguanide hydrochloride solid salt was collected, washed
with CH;CN (2 x 1 ml), and dried in vacuum.

Chlorhexidine digluconate

Chlorhexidine digluconate (CLX-Sigma-Aldrich Ltd., St
Louis, MO, USA), a cationic product, was used in in vitro
assays as standard drug in controls (due to its remarkable
amoebicidal activity against Acanthamoeba trophozoites).
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Acanthamoeba strains

The strains used were A. polyphaga 2961, identified as geno-
type T4 (a clinical isolate kindly supplied by Dr. E. Hadas,
Poznan University of Medical Sciences, Poland) and
A. griffini MYP2004, which was isolated from a contact lens
from a patient with AK in Spain and belongs to genotype T3
(Heredero-Bermejo et al. 2015a). A. polyphaga is cultured axe-
nically in PYG medium supplement with 2% bactocasitone and
maintained at 32 °C, while A. griffini is cultured axenically in
CERVA and maintained at 37 °C.

In vitro amoebicide assays

The amoebicidal activity of the two dendrimers named 2 and 3
and CLX was assayed in sterile 24-well microtiter plates.

Amoeba from log-phase cultures (100 - 10* trophozoites)
were inoculated in microplates. Drugs assays contained
300 pl of PBS 1x and 300 ul of the drug solution per well.
There was a control for growth (positive control), including
only medium, amoeba, and PBS 1x (instead of drug solution).
Finally, the negative control was composed of medium and
water but contained no amoeba. Each drug concentration and
control were done in triplicate and each experiment was done
at least twice. The plates were incubated at 32 or 37 °C during
4 and 24 h.

Trophocidal properties of the dendrimers
and chlorhexidine digluconate

Trophozoite viability was assessed by direct counting, using
the 0.2% Congo red exclusion assay (Heredero-Bermejo et al.
2015b). Samples were placed in a Fuchs—Rosenthal manual
counting chamber and trophozoites counted using an optical
microscope (Carl Zeiss).

In addition, the cytotoxic effects of drugs were studied by
scanning electron microscopy (SEM). Biological samples
were prepared for observation as previously described by
Heredero-Bermejo et al. (2015a).

Cytotoxicity test on human corneal epithelial cells
and Hela cells

The non-cytotoxic dose of the dendrimers and chlorhexidine
digluconate was determined by Microculture Tetrazolium
Assay (MTT, Sigma-Aldrich Ldt.) using human corneal epi-
thelial cells (HCEC) and HeLa cells as previously reported
elsewhere (Heredero-Bermejo et al. 2015b), but with some
slight modifications. These consisted in the following: in the
case of HCEC, wells were coated with collagen and then
seeded with two-10* cells instead of five-10%; in addition,
IM-Comneal Epithelial Cell medium (Innoprot) was used for
such cell line. Changes in HeLa cell cultures consisted in the

absence of the collagen coating in wells and lower cell inoc-
ulum (one-10* cells instead of five:10%).

Statistical analysis

All experiments were performed in triplicate. Results are giv-
en as means = SD of values obtained from two independent
experiments. The percent cell survival was obtained for each
concentration of drug at 4 and 24 h (as stated above). The ICs,
values were calculated by linear regression analysis using
GraphPad Prism 5® (with a 95% confidence limit). The sig-
nificance of differences to control was determined using two-
way ANOVA test for independent samples and two-tailed
Student’s ¢ test. Statistical significance was defined as
p <0.05. Statistical analysis was carried out using GraphPad
Prism 5®.

Results
Synthesis and characterization

Different generations of amine-terminated carbosilane
dendrimers G,Si(NH,),, =0, m=1 (I); n=1, m=4 (1),
and n=2, m=8 (llI)) (Maroto-Diaz et al. 2016; Bermejo
et al. 2007) (Fig. 1) were selected as starting materials to pre-
pare the corresponding biguanide-functionalized dendrimers
(biGU-dendrimers) by microwave chemistry. Microwave
heating can accelerate reaction time reducing it from days or
hours to minutes. Moreover, this technique offers several ad-
vantages over conventional heating such as higher yields, sim-
plest purification methods, and less by-products formation.
The Scheme 1 represents the two-step synthetic route
employed, which lasts approximately 10 min. Microwave irradi-
ation of neutral dendrimers I-III in the presence of
dicyandiamide, TMSCl and iPrOH, yielded water-soluble cation-
ic macromolecules G,Si(biGU),, (n=0, m=1 (1); n=1, m=4
(2), and n=2, m=8 (3)) with different number of biguanide
moieties on the surface (Fig. 2), using CH;CN as solvent.
Compounds 1-3 were characterized by NMR spectroscopy
and elemental analysis. One-dimensional TOCSY experiment
was necessary to confirm the inclusion of the biguanide unit,
due to the fact that the selected deuterated solvent (CD;0D)
presents resonances in the same range than the studied
dendrimers (3.34 ppm). Moreover, two-dimensional HSQC
and HMBC experiments were used to support the proposed
structure (Fig. 3). The "H-NMR spectrum for compound 1-3,
compared to the amine precursors I-11I, shows the shifting to
higher frequency of the signals corresponding to the terminal -
CH,N group (¢) (from & 2.60 ppm in I-I1I to 6 3.32 ppm in 1—
3). It is important to underline that "H-NMR spectrum from
non-dendritic compound (1) presents the characteristic reso-
nances corresponding to ethyl fragment at 6 0.59 ppm (-CH,-)

@ Springer
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NH2

GoSiNH; (I) G1Si(NH»)4 (IT)

Fig. 1 Carbosilane precursors employed in biGU-dendrimers synthesis

() and 6 0.97 ppm (-CH3) (g) while dendritic systems present
classical signals for carbosilane skeleton (Krupkova and
Cermak 2010). ">C{'H}-NMR spectra exhibit resonances
for each previously mentioned group highlighting the methy-
lene group attached to the biguanide group -CH,N (c) at &
47.5 ppm. The biguanide carbon atoms were observed at &
153.3 ppm (b) for HN-C=NH and & 153.6 ppm (a) HN=C-
NH, for zero-generation molecule but not in the case of
dendrimers. This phenomenon has been also detected in the
literature for some biguanide mononuclear compounds
(Mayer et al. 2004).

Trophocidal properties of the dendrimers
and chlorhexidine digluconate

The amoebicidal activity of the dendrimers 2 and 3 (Fig. 2)
was evaluated in vitro. Figure 4 shows the viability percent-
ages of amoebic cultures (obtained after 4 h and 24 h of drug
treatment). CLX is more effective at 4-h treatment than the
two dendrimers at all concentrations tested. Moreover, it can
be observed that CLX is able to kill 100% of the amoeba at
concentrations of 16 mg/ml after 24-h treatment, while at that
concentration both dendrimers do not eliminate all the tropho-
zoites (~10% remaining alive) (Fig. 4a). Apparently, CLX

Scheme 1 Synthetic route for
G,Si(biGU),, (=0, m=1 (1);
n=1,m=42),andn=2,m=38
(3)) preparation.
(I): n=0 y m=1
II): n=1 y m=4
(IOI): n=2 y m=8
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exhibits more efficacy, but if the molecular mass is considered
as variable for concentration (Fig. 4b), after 24 h treatment the
dendrimer 3 is more or less as effective as the CLX (~6 uM is
100% lethal for the amoeba).

The corresponding ICsq after 24-h treatment values are
shown in Tables 1 and 2. There were no statistically signifi-
cant differences between treatments after 4 or 24 h, albeit
amoebicidal effect was higher at 24 h. The differences in ef-
fectivity among both dendrimers and CLX were non-
significant (p > 0.05). The effect of the biguanide dendrimers
on the Acanthamoeba trophozoites was dependent on the den-
drimer generation and its concentration, being the most effec-
tive, the second-generation dendrimer 3 which shows similar
activity than CLX (non-significant differences), while first-
generation dendrimer 2 is about 50% less active (see Fig. 4
and Tables 1 and 2). The higher number of biguanide residues
present in dendrimer 3 (eight groups) compared to dendrimer
2 (four groups) could explain the higher effectiveness shown
by the second-generation dendrimer. Furthermore, it can be
noticed that A. griffini MYP2004 (genotype T3) is more resis-
tant to amoebicides than A. polyphaga 2961 (genotype T4).

In SEM images (Fig. 5), some structural alterations
were found in treated amoeba and consisted in reduction
on size, loss of acanthopodia, and roundness, along with
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Fig. 2 Drawing of biGU-terminated carbosilane dendrimers 2 and 3

the presence of organic residues. In contrast, trophozoites
treated with chlorhexidine digluconate showed no accom-
panying organic residues. Trophozoites in controls always
showed their standard size and shape (with numerous
acanthopodia).

d

Cytotoxicity test on human corneal epithelial cells
and Hela cells

Cytotoxicity assays on mammalian cells were carried out in
HCEC and HeLa cell lines (Tables 1 and 2). Those compounds

d
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Fig. 3 HMBC spectrum of compound 1 (CD;0D)
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Fig. 4 Viability percentages of A. polyphaga 2961 and A. griffini MYP2004 after 4-h and 24-h treatment with dendrimers and CLX. a Concentrations
expressed in mg/L and b concentrations expressed in uM

showing ICs, values lower for trophozoites than for mammalian treatment, while for GAE, a combination of ketoconazole, flu-
cells after 24 h of incubation (p value < 1) were considered as conazole, sulfadiazine, pentamidine, isethionate, amphotericin
non-cytotoxic. Thus, dendrimers and CLX were less toxic for B, voriconazole, and miltefosine have been successfully used
A. polyphaga than for A. griffini. In the case of the dendritic ~ in some instances (Baig et al. 2013). Many times, cystic stage
systems, differences between ICs, values in trophozoites and ~ forms are responsible for ineffective results in chemotherapy. In
mammalian cells were higher than for the commercial drug.  addition, the effectiveness of contact lens solutions must be taken
Specifically, the ICs, data for second generation-dendrimer 3~ into account since most cases of AK are contact lens wearers
could not be calculated due to the fact that a 50% reduction of  (Pacella et al. 2013). Most commercial solutions for contact lens
viability in the studied concentration range could not be obtained ~ cleaning containing polyhexamethylene biguanide (PHMB)
(Fig. 6). Moreover, CLX exhibits cytotoxicity in HCEC cells.  showed little efficacy against Acanthamoeba cysts (Ibrahim
The differences between the 1Cs, of dendrimers in et al. 2009; Costa de Aguiar et al. 2013; Moon et al. 2016).
Acanthamoeba and mammalian cells are higher so that the ther- ~ There are, however, examples of drugs causing lethal effects
apeutic window is wider. This means that if these drugs are used ~ both on trophozoites and cysts (Baig et al. 2013; Shoff et al.
against resistant amoebic isolates, their concentrations can be 2008), including some new cationic dendrimers (Heredero-

raised without causing mammalian cytotoxicity complications. Bermejo et al. 2018). A possible drawback of the aforemen-

Consequently, the most promising macromolecule was the  tioned studies is that only Acanthamoeba genotype T4 isolates
dendrimer 3, which showed noticeable negative effects on amoe- ~ were studied. This is the most common genotype in clinical
bae survival, but being harmless to mammalian cells, unlike cases, but it is the most sensitive to antiprotozoal drugs. It is
CLX that is a good amoebicide, but quite toxic for host cells. important to underline that other genotypes (e.g., T3 and T5)

are considered more resistant to amoebicides (Iovieno et al.
2010; Amalich-Montiel et al. 2014). This fact was confirmed
Discussion by the present study, where the genotype T3 isolate was more
resistant to biguanide dendrimers and chlorhexidine digluconate
There is no reference treatment for AK and GAE in any country.  than the T4 isolate. Regarding cytotoxicity of the compounds
The diamidines and biguanides are the most used drugs in AK ~ tested in mammalian cells, it was evident that CLX is the most

Table 1 ICs, values for the dendrimers studied and CLX against those in mammalian cells was a paired Student’s ¢ test. Statistically
A. polyphaga 2961 trophozoites and HCEC and HeLa cells after 24 h significant differences were found in all cases (P <0.05). NA: not
of treatment. Drug concentrations are in M unit. The statistical analysis applicable (toxicity was too low as to obtain an ICs, value)

employed for the comparison of data in the first row (amoeba ICs,) and

1Cso A. polyphaga 2961 1Cso HCEC cells/p value ICso HelLa cells/p value
Dendrimer 2 4.61 £1.35 10.77+2.03/0.83 23.72+1.49/0.79
Dendrimer 3 1.61 +1.57 NA/0.01 NA/0.05
CLX 0.72 + 1.90 1.59+1.33/0.75 9.13+1.60/0.86

@ Springer



Parasitol Res (2019) 118:1953-1961

1959

Table 2 ICsq values for the dendrimers studied and CLX against
A. griffini MYP2004 trophozoites and HCEC and HeLa cells after 24 h
of treatment. Drug concentrations are in M unit. The statistical analysis
employed for the comparison of data in the first row (amoeba ICs,) and

those in mammalian cells was a paired Student’s ¢ test. Statistically
significant differences were found in all cases (P <0.05). NA: not
applicable (toxicity was too low as to obtain an ICs, value)

1Cs¢ A. griffini MYP2004

1Cs¢ HCEC cells/p value 1Cs HelLa cells/p value

Dendrimer 2 5.58 £ 1.45
Dendrimer 3 2.62 = 1.70
CLX 1.67 £ 1.47

10.77 £2.03/0.89
NA/0.02
1.59+1.33/0.99

23.72+1.49/0.85
NA/0.09
9.13+1.60/0.84

cytotoxic drug, followed by dendrimers 2 and 3, the latter (3)
being not cytotoxic at all in the assayed concentration range.
Drug cytotoxicity is not always evaluated in vitro and many
times these assays are performed in non-human and non-
corneal cells (Martin-Navarro et al. 2013; Cabello-Vilchez

Fig. 5 Effects of dendrimer
treatment (24 h) on trophozoite
morphology as observed by
scanning electron microscopy
(SEM). a A. polyphaga 2961
control, b A. polyphaga 2961
treated with 4 mg/L (3.50 uM) of
the dendrimer 2, ¢ A. griffini
MYP2004 treated with 4 mg/L
(3.50 uM) of the dendrimer 2, d
A. polyphaga 2961 treated with
4 mg/L (1.53 uM) of the dendri-
mer 3, e A. griffini MYP2004
treated with 4 mg/L (1.53 uM) of
the dendrimer 3, f A. polyphaga
2961 treated with 2 mg/L

(1.11 uM) of CLX. The scale bar
is 5 pm in all the images, except
in a and f, where it is 10 pm. At
some concentrations, the tropho-
zoites are lysed (marked with an
asterisk). The loss of
acanthopodia in trophozoites is
marked with arrows

et al. 2014; Kuzma et al. 2015). Hence, it is difficult to ascertain
if a compound that is effective in killing the amoeba in vitro will
be toxic in future in vivo treatments in the cornea. Furthermore, it
is hard to compare the results of different in vitro treatments due
to the lack of standardized procedures for determining drug
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Fig. 6 Cytotoxic effect of the dendrimer 3 in HCEC and HeLa cells

efficacy, as pointed out by Johnston et al. (2009). Nevertheless,
previous studies in our laboratory showed that other ammonium
salts terminated-dendrimers (also with silica or polyphenoxo
core) are less effective against Acanthamoeba sp. than those
evaluated in the present work, needing higher concentrations to
reach similar ICs, values (Heredero-Bermejo et al. 2015b).

In conclusion, this study highlights that dendrimers are prom-
ising as amoebicides, taking into account the abundance of mod-
ifications that can be introduced in their structures (Mlynarczyk
et al. 2017). Specifically, introduction of biguanides moieties at
the periphery provides toxic effects on amoeba but not on mam-
malian cells, being the second-generation dendrimer 3 with eight
biguanide fragments, the most effective anti-amoebic agent. The
activity of this new dendritic molecule is not only remarkable
respect to the commercial CLX drug, but also in comparison
with other similar dendrimers previously analyzed.

Further studies in this field should evaluate the possible syn-
ergy dendrimer-CLX, as previously pointed out by Heredero-
Bermejo et al. (2016) in order to ensure that amoebicidal effects
occur both on trophozoites and cysts. This should lead to im-
provements in our current chemotherapeutic arsenal against AK.
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