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Resumen:

En este estudio se determind la presencia de Balamuthia mandrillaris en una muestra de polvo procedente de
una unidad combinada de emergencia en Costa Rica.

Se realizd un muestreo de polvo y agua en 12 unidades combinadas de emergencia instaladas en
laboratorios de docencia. Las muestras fueron cultivadas en agar no nutritivo al 1,5% suplementado
con Escherichia coli. Las amebas de vida libre aisladas a partir de estas muestras se identificaron
morfolégicamente y se realizé la caracterizacién molecular empleando una PCR que amplifica el gen
mitocondrial 16S ARNr. La secuenciacion del producto de PCR obtenido confirmé el aislamiento de
B. mandrillaris, una ameba altamente patégena que produce principalmente cuadros a nivel de sistema nervioso
central y piel.

A pesar de que el aislamiento de esta especie no se ha ligado a ninguin caso clinico en Costa Rica, este reporte
es de gran importancia pues representa el primer aislamiento de B. mandrillaris en América Central y el quinto
aislamiento a nivel mundial a partir de una muestra ambiental.

Palabras claves: Amebas de vida libre, Balamuthia mandrillaris, duchas de emergencia, PCR
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Introduccion

Balamuthia mandrillaris es una ameba de vida libre
(AVL) que pertenece al super grupo Amebozoa, familia
Acanthamoebidae?. A diferencia de las especies del
género Acanthamoeba, las cuales han sido aisladas de una
gran variedad de ambientes, esta especie ha sido aislada
de suelos®*? y recientemente, de polvo®.

Diferentes especies de Acanthamoeba (ahora agrupadas
en 18 genotipos”) y la unica especie reportada del género
Balamuthia (B. mandrillaris) son causantes de la encefalitis
granulomatosa amebiana (GAE, por sus siglas en inglés),
infectando ésta Gltima tanto inidividuos inmunosupresos
como inmunocompetes®. A la fecha, mas de 200 casos
de encefalitis por Balamuthia han sido reportados a nivel
mundial, la mayoria de éstos en América Latina y Estados
Unidos®®: 55 casos se han reportado en Peru, 4 casos en
Argentina, 4 casos en México, 1 caso en Brasil y 1 caso
en Venezuela, sin reporte alguno de casos en América
Central.

Ademas de la afeccion a sistema nervioso central, B.
mandrillaris puede afectar piel, pulmones y rifiones
de seres humanos y animales®?. Los aislamientos a
partir de lesiones en piel son cada vez mas frecuentes,
considerandose ésta como una de las principales puertas
de entrada al organismo. Después de un periodo variable
de tiempo (que va desde algunos meses hasta afios), la
infeccion podria progresar, generando un cuadro de
encefalitis que en la mayoria de los casos es mortal®.

A nivel de laboratorio, el diagnostico de esta especie es
dificil de realizar. La biopsia de tejido cerebral o de piel
son las muestras requeridas para realizar el diagndstico
clinico. La observacion de las amebas en cortes teflidos
con hematoxilina eosina constituye el procedimiento
mas empleado en el laboratorio clinico. A diferencia
de otras especies de AVL, B. mandrillaris es dificil de
cultivar y requiere de medios de cultivo especiales y un
tiempo de incubacién mucho mas prolongado debido al
largo tiempo de generacion que caracteriza a la ameba.
Algunos laboratorios recomiendan el empleo de cultivos
celulares, técnica que, sin embargo, se utiliza poco debido
al crecimiento de hongos, bacterias y otros protistas
contaminantes. Recientemente fue disefiada una reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) para el diagndstico
de género®, que puede ser empleada tanto con muestras
ambientales (como suelos y polvo)®+39 como clinicas
(tejido cerebral y algunas veces liquido cefalorraquideo,
aunque es raro el hallazgo de formas a partir de esta
altima muestra)®!0:!1L12.13),

En la literatura existen reportes previos sobre el
aislamiento e identificacion de AVL en muestras
recolectadas de diferentes puntos de las unidades
combinadas de emergencia®*'>'. De acuerdo a estos

estudios, la presencia de AVL potencialmente patogenas
en estos dispositivos, podria provocar infecciones severas
cuando son utilizadas por un individuo que presente
trauma o lesion a nivel de ojo o piel. Las unidades
combinadas de emergencia son sitios donde es comin
el aislamiento de estas amebas, debido a que acumulan
mucho polvo, humedad y generalmente, los sitios donde
son instaladas a menudo no cuentan con un protocolo de
limpieza continuo para las mismas.

En este trabajo se informa sobre el primer aislamiento
de B. mandrillaris en el polvo de una unidad combinada
de emergencia en Costa Rica. La publicacion de este
aislamiento es importante debido a que, ademas de ser
la primera vez que se informa sobre la presencia de esta
especie en el pais, éste corresponde al quinto aislamiento
de B. mandrillaris nivel mundial a partir de una muestra
ambiental.

Materiales y métodos
Muestreo

Se recolectaron 24 muestras de polvo y 12 muestras de
agua de cabezales de ducha, cabezales de lava ojos y
reservorios de 12 unidades combinadas de emergencia
(Figura 1)1, localizadas en la Universidad de Costa
Rica. Las muestras fueron colectadas con torundas y
pipetas pasteur estériles, respectivamente. Las torundas
estériles se sumergieron y lavaron en 3 mL de solucioén
Page estéril. Posteriormente, cada muestra se centrifugé a
1500 rpm durante 10 minutos, se descart6 el sobrenadante
y aproximadamente 200 pL del sedimento se inocularon
en placas de agar no nutritivo al 1,5% suplementadas con
Escherichia coli. Las placas se incubaron a 30 °C durante
7 dias y posteriormente a temperatura ambiente durante
mas de 3 semanas.

Observacion microscépica

La presencia de AVL se observd con un microscopio
invertido (Olympus CK30). La identificacion inicial se
baso en la observacion de las formas y apariencia de los
trofozoitos y tipo de pseudopodos emitidos!®.

Extraccion de ADN y andlisis moleculares

Para la extraccion de ADN se empled el método descrito
por Reyes-Batlle et al'™ . La concentracion de ADN
extraido se determiné utilizando un espectrofotometro
Nano Drop 1000 (Fisher-Scientific, Espafia).

Paralaidentificacion de especie serealizo La amplificacion
del gen 16S ADNr de B. mandrillaris segin método
descrito por Niyyati et al®. Los primers empleados fueron
F-Balspecl6S y R-Balspec 16S. Como controles positivos
se utilizaron la cepa ID-19 de Balamuthia strain 1D-19
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Figura 1. Diagrama de una unidad combinada de emergencia(”
A: ducha, se sefiala con una flecha el cabezal de ducha;
B: lava ojos, se sefiala con flechas el cabezal del lava ojos (flecha
continua) y el reservorio (flecha discontinua)

y la cepa ATCC Balamuthia mandrillaris CDC:VA451
(ATCC PRA-291), como control negativo se utilizo agua
destilada.

Los productos de PCR se purificaron con el kit de
purificacion QIAquick PCR purification kit (QIAGEN,
Alemania), y se secuenciaron en ambas direcciones. La
secuenciacion se realizo en el secuenciador automético
MegaBACE 1000 (Healthcare Biosciences, Espafa) Las
secuencias se editaron y alinearon usando el software
Mega 5.0,

Resultados y discusion

Trofozoitos de aproximadamente 25 a 30 um,
polimoérficos, con un solo niicleo, con varios pseudopodos
y de movimiento muy lento, se observaron dentro de la
capa de agar, aislados a partir de una muestra de polvo.
Las caracteristicas morfologicas observadas fueron
similares a las descritas para el género Balamuthia™®.

La posterior identificacion de la ameba como B.
mandrillaris fue confirmada con la reaccion de PCR
(Figura 2). El andlisis de la secuencia obtenida y la
comparacion con las secuencias disponibles de otros
aislamientos de B. mandrillaris en el GenBank revel6 un
97% de homologia entre las secuencias.

Este estudio es el primero donde se aisla e identifica B.
mandrillaris en Costa Rica, es la segunda vez a nivel
mundial donde se realiza el aislamiento a partir de una
muestra de polvo y constituye el quinto aislamiento a
partir de muestras ambientales. Cabe anotar que, a pesar
de que el aislamiento de esta especie se ha realizado
en diferentes paises“>®, solamente en un caso se logrd

asociar la presencia la ameba con la muerte de un nifio
por un cuadro a nivel de SNC®*

El hallazgo de esta ameba a partir de una muestra de
polvo indica que posiblemente el riesgo de una infeccion
por este agente no se limita al contacto con el suelo®,
aspecto que debe ser considerado cuando se estudia
la epidemiologia de este agente infeccioso. A pesar de
que el aislamiento de esta especie en Costa Rica no se
ha ligado a ninglin caso clinico, su hallazgo advierte
el posible riesgo de infeccion y pone de manifiesto
la necesidad de contar con un protocolo de limpieza
y mantenimiento adecuado de unidades como las
analizadas en este estudio. Ademas del potencial riesgo
que podria representar la presencia de B. mandrillaris en
este tipo de equipos de bioseguridad, hay que anotar la
posibilidad del aislamiento de otras amebas de vida libre
reportadas con mayor frecuencia en la naturaleza, como
es el caso de los genotipos del género Acanthamoeba.
Algunas investigaciones reportan la presencia de los
miembros de este género hasta en el 48% de las muestras
recolectadas”. En el caso del aislamiento de estos
organismos, es importante realizar pruebas adicionales
que evaluen el potencial patogénico de los mismos, ya
que algunos genotipos son considerados no patogenos
para el ser humano y animales.

Figura 2. Producto de la PCR para B. mandrillaris, aislada a
partir de una muestra de polvo. M: marcador de peso molecular,
Mu: muestra, CN: control negativo, 1-2: controles positivos
(Balamuthia strain ID-19 y Balamuthia mandrillaris CDC:V451)

como Pseudomonas sp., Legionella pneumophila, Vibrio
cholerae, Francisella tularensis, Chlamydia pneumoniae
y Mycobacterium avium, entre otras’>>),

Conclusiones

A pesar de que se reporta un numero relativamente
bajo de infecciones por B. mandrillaris, se considera
que la frecuencia del reporte de los casos esta
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subestimada. El comportamiento fastidioso de esta
ameba bajo condiciones de laboratorio limita el estudio
de caracteristicas biologicas y de distribucion de esta
especie. Este primer aislamiento en Costa Rica debe
llamar la atencion de los profesionales en salud sobre la
presencia de esta ameba y su posible riesgo de infeccion,
ademas de servir como base para que se realicen otros
estudios sobre diferentes especies de AVL, sobre todo si
se cuenta con las herramientas para realizar el aislamiento
y la identificacion tanto morfologica como molecular de
estos organismos.
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AVISOS DEL COLEGIO

Nuevas cuotas de colegiatura y |
apartir de marzo de 2014

Se avisa a los colegiados que conforme al articulo XLIII
del Reglamento Interno del Colegio de Microbidlogos y
Quimicos Clinicos de Costa Rica, corresponde aplicarel
aumento automatico de la colegiatura y
cuota de laboratorio.

En el acuerdo 23 dela sesion de Junta Directiva
N°39:2013-2014 del 27 de enero del 2014,
se acuerda aplicar este aumento.

En sesién N°40:2013-2014 del 3 de febrero de 2014,
se calcula el aumento asi:

Colegiatura ¢11.670
Laboratorio ¢5.835

Ambas rigen a partir del mes de marzo de 2014.

Estimad@s colegiados
Le recordamos que en forma continua se debe

deactualizar labase de datos de nuestro Colegio. Por tal razén les
solicitamos realizar la actualizacion en la formula que se ha elaborado
para ese fin, que puede solicitarse al correo del Colegio colmqc@racsa.co.cr o

através del fax2225-5138 @

AVISO pe MOROSIDAD

Se les recuerda a todos los microbiélogos del pais la

obligatoriedad del pago puntual de la Colegiatura, segtin el

articulo 15 de la Ley Constitutiva del
CMQC-Ley 771.
Elincumplimiento de este articulo lleva al estado de
morosidad y suspension de la licencia de trabajo. ©




