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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar si los sueros humanos del Valle del Mayalle del Yaqui presentan el

mismo titulo de anticuerpos e identifican las misniendas proteicas 8k fowleri
Objetivos Especificos
* Obtener sueros sanguineos de residentes del \V@ll¥atjui y del Valle del
Mayo, representados por donadores IMSS para deternia presencia de

anticuerpos antNaegleria fowleri

 Determinar la presencia de anticuerpos IgG Matgleria fowleri de la

poblacion seleccionada por la técnica de ELISAretda.

e Identificar bandas inmunorreactivas de extracto®laamos reconocidas por

anticuerpos IgG ant¥. fowleria través de analisis Western Blot.

* Comparar la respuesta humoral (IgG) contra logantis proteicos dd. fowleri

entre residentes del Valle del Yaqui y Valle delfglaSonora.



RESUMEN

La presencia de amibas de vida libre de los géri¢aegleriay Acanthamoehaque
contienen especies patdgenas para el hombre ynloslas, ha sido evidenciada en
distintos medios acuaticos naturales tanto delevdél Yaqui como en el Valle del
Mayo del Estado de Sonora. En el caso particulabgleria fowleri,agente causal de
la meningoencefalitis amibiana primaria, su aisemto se ha logrado en algunas
ocasiones en el Valle del Yaqui pero no asi en &d Con el fin de determinar de
manera indirecta si las poblaciones del Valle dayo, y del Mayo, han estado en
contacto corN. fowleri,se realizo un estudio comparativo de la respuastanologica,
en sueros de residentes de ambos valles, a teypésdencia de anticuerpos IgG dti-
fowleri mediante la prueba de ELISA y la caracterizaciénlal especificidad de los
anticuerpos se determing a través de la pruebaatgei Blot. EI analisis comparativo
de la respuesta humoral indicé que existe difeeesignificativa (p=<0.05) en el titulo
de anticuerpos IgG conthd fowleri presentando mayor reactividad el Valle del Mayo.
Por otro lado, los sueros probados de ambas regioreEonocieron un grupo
heterogéneo de proteinas con masa molecular das3@ K0 KDa para el lisado tke
fowleri. A pesar de la cercania de ambos valles, los sueostraron diferencias en el
titulo de anticuerpos y no manifestaron un recanaito proteico total a las mismas

proteinas dé&laegleria fowlerireveladas por el Western blot.



INTRODUCCION

Las amibas de vida libre patégenas constituyen wmpog de protozoarios
representados pokcanthamoebaspp., Balamuthia mandrillaris,Naegleria fowleriy
Sappinea diploidea Estas amibas de vida libre (AVL), producen enheimbre
enfermedades de curso diverso; desde cuadros agutiaisles con componentes de
predominio necrético a enfermedades cronicas cacci@n inflamatoria granulomatosa
(Oddo, 2006).

Presentan amplia distribucion en la naturalezadedoviven como fagotrofas en
distintos cuerpos de agua, suelo; asimismo, sealsedo del aire que les sirve como
medio de dispersién. Por su capacidad de viviesben la naturaleza y actuar como
organismos parasitos oportunistas, han sido caizades como anfizéicos (Avila y
col., 2006), que pueden afectar la salud del homisepor ello, la importancia que
tienen en el campo de la salud publica (Beltrarygril, 1997).

La capacidad que presentan las AVL para sobrewvir distintos entornos
ambientales, hace posible la interaccion constaondos seres humanos y animales, por
lo que es factible encontrar anticuerpos séricas@inmiduos saludables, que pueden ser
producto de una respuesta inmune humoral o quégAssentar una reactividad cruzada
con ciertos antigenos. No obstante, aln se deseosioestos anticuerpos naturales
resultan de la inmunidad protectora contra lascméses que ocasionan, debido a la
complejidad del sistema inmunoldgico y a los faetoprecisos que contribuyen a la
resistencia del huésped (Cursons y col., 1980;$eh2002; Visvesvara y col., 2007).

El contacto de las AVL con el ser humano es cotstdabido a su facil aislamiento
en la naturaleza, lo cual quizas sea la causa dadsencia de anticuerpos anti-
Acanthamoeba, Naeglerig Balamuthiaen sueros humanos (Bonilla-Lemus y col.,
2005; Chapell y col., 2001; Huang y col., 1999; dikano-Cabral, 1988).

La respuesta inmune humoral con anticuerpos Ig&, égigM contraN. fowleri ha
sido evaluada en personas sanas y enfermas e yaniges del mundo en muestras

séricas y de saliva (Rivera y col., 2001). La cajst de N. fowleri para causar
1



enfermedad es debido, en parte a la evasion deireisnmunoldgico del huésped y a la
migracion al sistema nervioso central (Réveilleol, 2001).

A pesar de la prevalencia de las AVL en el ambjepteas infecciones se han
reportado; una posible explicacion que la exposicibicua de los humanos a mas de
una especie amibiana no patégena relacionadaséaitignente, pueden inmunizar
contra especies patdgenas mas virulentas (Cursoois 1980).

Es importante indicar, que la presencia Me fowleri en nuestro medio es
considerada por la autoridad sanitaria de Sonon@e¢€ion General de Regulacion y
Fomento sanitario de los Servicios de Salud) wsydeara la salud de la poblacion del
estado, ya que sus temperaturas elevadas prevateceman parte de su territorio
durante la mayor parte del afio (Gomez-Infante y, @il02). Como resultado de las
acciones de vigilancia y control sanitario de AVih ruestro estado, se han aislado
amibas de los génerdsaegleriay Acanthamoeba partir de piscinas y diversos cuerpos
de agua, sefialando que las altas temperaturassactar de riesgo determinante para
su presencia (Gomez-Infante y col., 2002).

Lares-Villa y col. (1997), demostraron la preseragdN. fowleriy cepas patdogenas
de Acanthamoeban distintos medios acuaticos del Valle del Ya&ainora, afilos mas
tarde (2001), se detect6 la presencia de esto®onganismos en jacuzzis y piscinas de
uso recreativo en la Ciudad de Hermosillo, Sonjoistificando la necesidad de revisar
la normatividad que permitiera la evaluacion de dasdiciones de saneamiento de
balnearios y sitios con medios acuéticos de useateo (Lares-Villa y col., 2001b).
Estos estudios resultaron ser la piedra angular lpamplementacion permanente de los
Sistemas de Vigilancia Epidemiolégica para enferded producidas por AVL en
Sonora (Espinoza-Verdugo, 2006).

Lares-Villa reporta que la mayoria de los casoMé® registrados en la Republica
Mexicana corresponden a la region noroeste, pahtipnte Baja California y Sonora,
que son identificados por sus altas temperaturageeamo. Es imprescindible destacar
que su deteccion es debida seguramente, al sistemigilancia epidemiologica que es
llevada en ambos estados (Lares-Villa, 2001a; L¥iés y col., 1993).



Espinoza-Verdugo y col. (2006) determinaron la eotraciéon deNaegleria spp.
termofilicas en aguas naturales de uso recreativel &alle del Yaqui, y un afio mas
tarde, se determind la presencia de amibas dellddaen muestras acuaticas en el
Valle del Mayo, aislando amibas del génbliaegleriay varios géneros mas; aunque en
las muestras analizadas no se aisldowleri no se descarta su presencia en el entorno
(Lares-Jiménez y Lares-Villa, 2009). Hasta el didndy, no existen reportes de casos de
MAP que hayan ocurrido en la region del Valle delyil.

Considerando que en el Valle del Yaqui y en el &ael Mayo se han aislado
amibas del génerblaegleriay que éstas a su vez pueden interactuar con tehss
inmunoldgico de los residentes, se propone un estiug permita comparar la respuesta
humoral (IgG) contra los antigenos proteicos Nlefowleri en residentes de ambas
regiones; asimismo, destacando que las caractadstimbientales del Estado de Sonora
son factores importantes para creer primeramemgxistencia de anticuerpos contra las
AVL en una poblacién sonorense que actualmentéene reportes previos de estudios
de la respuesta humoral conMafowleri resulta interesante conocer también el perfil
de proteinas que pudieran identificar los anticoer[yG de las muestras séricas de
dichas poblaciones hacid. fowleri, por lo que se realiza la siguiente pregunta de

investigacion:

¢Los sueros humanos del Valle del Mayo y Valle Xedui presentan el mismo
titulo de anticuerpos IgG e identifican las misnEsdas proteicas dMaegleria

fowleri?



ANTECEDENTES

Naegleria fowleries una AVL patdgena con distribucion mundial, quede
infectar a humanos causando meningoencefalitisianalprimaria (MAP), enfermedad
de curso rapido y fatal (Oh y col., 2005) y dadog@e la infeccion por este
microorganismo produce rapidamente la muerte,dpuesta inmune al parasito ha sido
poco estudiada (Oddo, 2006). En la actualidadake queN. fowleries la Unica especie
del géneroNaegleriaque causa infeccion al ser humano (Kyoung y @ilQ7) y se
encuentra asociada al contacto con aguas célitiesd$ y col., 2002).

Respecto a las caracteristicas del protozoarioe$alas que es un organismo
termotolerante, capaz de sobrevivir a la tempeaatleg 45°C, preadaptandose a la
temperatura corporal de mamiferos (Schuster, 2@af)esta razon, esta amiba prolifera
durante los meses calurosos del afio cuando la tatupe es alta y su desarrollo se
favorece en areas geograficas con climas tropid&gsung-Ju y col., 2007; Oddo,
2006).

Aunque las temperaturas elevadas estan asociadat aumento de la presencia de
N. fowleri las condiciones térmicas que inducen o selecoiter® cepas patdogenas de
las amibas son entendidas de manera incompletaedtodios sugieren que un rango de
temperatura de 30 a 40°C esta asociado a una frdauelevada de aislamiento Ne
fowleri, en ambientes con altas temperaturas (Huizinga. y1990).

Las amibas del génehdaegleriason protozoarios a los que continuamente los seres
humanos son expuestos en el curso de su vidayestdel contacto directo con suelo,
agua o por quistes transportados por el vientoppgian hospedarse en la mucosa
nasal (Schuster y Visvesvara, 2004). Se ha propugst la patogenicidad d¢ fowleri
esta determinada mas, por la capacidad de proliferascapar de las defensas del

huésped que por factores de virulencia unicos I{Retol., 1983a).



Estudios Sobre la Respuesta Inmune Contril. fowleri

La presencia de anticuerpos coti@egleriaspp. ha sido investigada en mamiferos
salvajes, animales de laboratorio y en humanos @Mges00 y col., 2003). No obstante,
la respuesta del huésped generada ante la infepoidd. fowleriadn no ha sido bien
entendida. El papel protector que los anticuerpodigpan desempefiar no se ha
establecido con claridad (Hernandez-Martinez y, 26103).

La interaccién de las AVL con los seres humanoseesnocida por el sistema
inmunoldgico, que ha sido motivo de estudio portimtiss investigadores. En el
transcurso del tiempo se ha encontrado una gamne&idencias importantes de tales
interacciones (Marciano-Cabral y col., 2007).

La especificidady afinidad de los anticuerpos presentes en unaecdracion
adecuada, los hace muy eficaces para proporcionggcgion contra ciertos parasitos,
aungue el papel que pudieran jugar éstos en laqmiénh contraN. fowleri no esta
claramente entendido. Debido a que la mayoria si@adgientes mueren rapido después
de la infeccion y por lo tanto, existe tiempo insiehte para montar una respuesta
detectable por técnicas de laboratorio, su utilijach desarrollar pruebas diagnésticas
es muy limitada (Visvesvara y col., 2007).

En 1978, Haggerty sostenia que existian relativéanpocas infecciones causadas
por AVL, aunque creia que habia un gran niumerondeiduos expuestos. También
afirmaba que los factores de resistencia a infeesiaeN. fowleri no eran claras en
humanos y en MAP inducida en experimentos con dasn@laggerty y John, 1978).
Varios intentos se han hecho por inducir la inmadigrotectora contrbl. fowleri en
ratones experimentales, pero el estudio de la imadnen infecciones naturales y
experimentales ha sido limitado al andlisis deelpuesta de anticuerpos séricos (Rojas-
Hernandez y col., 2004).

En muestras séricas de individuos saludables mmitaries a Nueva Zelanda se
encontraron anticuerpos de clase IgG e IgM cddéragleria patégena y no patogena,
en titulos 1:5 a 1:120 (Cursons y col., 1980).



Reilly y col., (1983b) propusieron que la presemsaanticuerpos circulantes ahti-
fowleri en sueros humanos sefialaba una exposicién pleatdigeno correspondiente,
mas no indicaba un estado de la resistencia dspledé este protozoario.

Asimismo utilizando sueros de residentes de Pewasid, Carolina del Norte y
Virginia, se demostro la especificidad de anticasrge la clase IgM para especies de
Naegleria,analizados por pruebas de aglutinacion. Con logsdabtenidos se mostré
que los sueros de individuos residentes del surdeteE.U.A. poseian actividad
aglutinante mas alta contidaegleria spp., al ser ésta comparada con la respuesta
inmunoldgica de los individuos de Pennsylvannia r@ao-Cabral y col., 1987;
Ferrante, 1991).

Ferrante y Rowan-Kelly (1988), sugieren que losicaptpos juegan un papel
importante en la proteccion adquirida por inmuciza conN. fowleri en ratones. El
analisis de su estudio evidencié que el grado degeion se relacionaba con los niveles
de anticuerpos anhk fowleri que reaccionaron con la superficie de la amiba,
demostrando que la inmunidad a esta especie reautta la colaboracion de células
fagociticas y anticuerpos. También opinaban qumosile que aquellos sujetos que no
han sido expuestos al antigenoNlefowleri o quienes no han desarrollado anticuerpos
sean mas vulnerables a desarrollar MAP.

En sueros de pacientes de Tennessee, E.U.A., sataaron anticuerpos (IgG e
IgM) contraN. fowleriy N. lovaniensisen mas del 80% en la poblacion estudiada, con
titulos de 1:20 a 1:640 (Dubray y col., 1989). &wo lado, en un grupo seleccionado de
Checoslovaquia (estudiantes y pacientes psiqudliidos porcentajes de individuos
con respuesta positivaNmegleriafue 1 a 4 % (Cerva, 1989).

En la Republica Mexicana, se evaluaron anticuelgdse IgM en muestras séricas
y salivales tanto de personas saludables comojd®sienfermos, quienes viven en la
Ciudad Valles, San Luis Potosi, caracterizada psrcendiciones climaticas apropiadas
para la presencia de AVL; lugar donde fue aislada wepa deN. fowleri Los
investigadores reportan que los anticuerpos Ig@ie leconocen proteinas 8k fowleri

siendo encontrados en muestras de saliva y sueterntinados a través del método de



ELISA (Rivera y col., 2001). Una continuacion aeelsabajo, determind que las IgA de
las muestras de los pacientes reconocieron a unrmaynero de proteinas que el grupo
control sano. Las proteinas que con mayor frecaeingron identificadas por aquellas
muestras tienen masas moleculares de 171, 10762050, 46 y 10 KDa (Rivera y
col., 2000).

Hernandez-Martinez. y col. (2003), detectaron ewedéricos de anticuerpos 1gG
anti-N. fowleria diluciones del suero de 1:100 y 1:500, en resédetie Mexicali, Baja
California, ciudad donde la MAP es considerada cem@emica, ya que el numero de
casos reportados representan casi el 10% deldetahsos descritos a nivel mundial;
asimismo, esta region se caracteriza por tener eam@s desérticos, donde las altas
temperaturas son prevalentes especialmente en ntkesegerano, favoreciendo al
desarrollo de éste protozoario termofilico (Lafes2001a).

Los resultados de este estudio indicaron que ldisugnpos séricos IgG de las
muestras reconocieron un grupo heterogéneo demasten los lisados amebianod\le
fowleri, determinados por Western blot. No obstante, arpaes la heterogeneidad de la
respuesta, pudieron ser identificadas algunas ipestaelevantes (mismas que fueron
reconocidas por varias muestras), con masas matesuaproximadas de 120, 95, 45,
36, 20, 15 y 6.5 KDa. Los investigadores conclugegae la gente saludable de dicho

lugar ha estado expuestélafowleri(Hernandez-Martinez, M.D., 2003).

Técnicas Inmunoldgicas

Varias técnicas para evaluar la respuesta inmimitarmoral han sido utilizadas
ante la necesidad de entender mejor la transmiaibiental de las AVL y la
epidemiologia de la enfermedad. Dichas técnicakiyeno al ensayo de anticuerpos
fluorescentes indirecto, la hemaglutinacién indaeel Western Blot (Powell y col.,
1994) y la ELISA (Ferrante y col., 1988). Los réadbs de las diversas investigaciones
sugieren que los humanos tienen anticuerpos deaforatural, reactivos anti-amiba,

siendo representados por IgG e IgM (Powell y d&194).



Los distintos estudios efectuados a lo largo detmpo, demuestran
significativamente que existen evidencias de umspuesta humoral contfdaegleria
spp. presentes en el ambiente, sin embargo, laaraeipn de los resultados de dichas
investigaciones no es factible del todo, debidoua fyeron procesadas con distintas
técnicas; por lo tanto, las diferencias observadas medicion de la respuesta humoral,
se acepta que puede estar una funcién de las dadcagadas en la demostracion del
titulo de anticuerpos (Schuster y col., 2004).

ELISA (Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay)

El inmunoensayo enzimatico conocido como ELISA, fiescrito en 1971 por
Engvall y Perlman. En este sistema el antigeno angtuerpo se absorben a una fase
sélida (microplacas de poliestireno, o bien memdma nitrocelulosa), sobre la cual se
llevan a cabo las reacciones. Se utilizan anti@gegonjugados a enzimas; los primeros
conservan su capacidad de union especifica alematignientras que la enzima es capaz
de catalizar una reaccion en la cual el sustratvasesforma en un producto de color
(Correa y cal 2000).

La técnica ELISA se basa en dos fenémenos biolégroportantes:

1. La elevada especificidad de los anticuerpos (Ac).
2. La alta actividad de algunas enzimas usadas enipstéle ensayos, lo que le

permite la amplificacion de la sefial generada deuastra.

Los inmunoanadlisis comprenden dos etapas generdéesreaccion de un
inmunoreactante con un antigeno (Ag) o Ac y la d@ém de ese inmunorreactante
mediante la utilizacion de un conjugado enziméafMargni, 1996).

Existen variantes de ELISA: directo, indirecto, captura y competitivo. Todos
permiten la determinacién de antigenos en fluido®dicos, a excepcion del método

indirecto con el que se detectan anticuerpos (@griel., 2000).



En todos los ensayos ELISA en fase sélida, indépatemente de las numerosas
estrategias existentes, se pueden distinguir Zgtap

Inmovilizacion del inmunorreactante (Ag o Ac) erfdae solida.

2. Incubacion de la muestra de modo que ésta reaccimmes| inmunorreactante
inmovilizado.

3. Amplificacibn o modulacion por medio de la utiliz&éa de un conjugado

enzimatico (esta etapa puede en realidad ser deends paso) (Margni, 1996).

Las enzimas mas utilizadas son la peroxidasa dgmoafHRP), la fosfatasa alcalina
y la B—galactosidasa, debido a su estabilidad &/ r@groducibilidad de los resultados.
Los sustratos para la enzima HRP son el peroxidoeidtégeno o el perdxido de urea,
que al ser reducidos dan productos incoloros, @@uke se acompafian de cromdgenos
que al oxidarse en la reaccion enzimatica desarrablor. De éstos, la empleada con
mayor frecuencia es la orto-fenilendiamina, quetioda en forma soluble después de
ser oxidada.

El ELISA es muy versétil por lo que presenta agimaes muy variadas como
diagndstico de enfermedades infecciosas, cuartifinbade hormonas, haptenos y

titulacion de anticuerpos, entre otras (Correaly 2600).

ELISA indirecto: Consiste en la fijacion del inmunorreactante (Ag)a placa de

poliestireno, reaccion con Ac especificos y posterévelado con un conjugado anti-
inmunoglobulinas especie-especificos. El propédioutilizar este procedimiento es
conocer el titulo de anticuerpos aNti-fowleri presentes en los sueros humanos a
analizar (Margni, 1996).

El procedimiento general consta de distintas etdptaladas a continuacion:

Fijacion o sensibilizaciobn de la microplaca: Consiste en adsorber una

concentracion determinada del antigeno a estudste. proceso de union a fase solida

se realiza incubando toda la noche a 4°C o una&8raC.



Los factores mas importantes en el proceso de @daate los inmunorreactantes a fase
sélida son la temperatura, tiempo, pH y la coneeitn.

Proceso _de blogueoDebido a que después de la etapa de sensibilizaada

fase sélida persisten sitios de union al plasic@cupados, es necesario bloquear estos
sitios con proteinas ajenas al sistema. De otroombm$ inmunorreactantes que se
empleardn en etapas posteriores podran unirseoa siips, produciendo resultados
falsamente positivos.

En una etapa siguiente se agrega la muestra ogmel@l componente a analizar es
retenido. Posteriormente este reacciona con elnomeactante especifico marcado con
una enzima. La actividad enzimatica serd una metida actividad o concentracion del
componente de la muestra retenido por el antiggadofa la placa de poliestireno
(Figura 1). En general se incuba entre una y toeasha temperatura ambiente o a 37°C
en camara humeda. En cualquiera de sus variaatetapa del lavado es critica para
separar el componente especificamente unido alnomeactante inmovilizado a fase

sélida, de componentes que pueden reaccionar e foo especifica (Margni, 1996).

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida

Es un método analitico de alto poder resolutivo goibina la migracion en un
campo eléctrico y el tamizado molecular a travésrdgel de corrida. Se ha descrito que
el poro del gel desempefia un papel fundamental.eEmaso de los geles de
poliacrilamida pueden conseguirse poros de difesediametros segun las condiciones
de polimerizacion: como consecuencia, para un getleterminado poro, el tamafio
molecular y la carga neta seran los factores detantes de la separacion de las

moléculas de una mezcla.
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INCUBAR Y LAVAR

Figura 1.Esquema General del Procedimiento ELISA.

Fuente: www.sanidadanimal.info/cursos/inmupna@bl1.htm
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Los geles de poliacrilamida resultan de la polizemion en largas cadenas de la
acrilamida monomérica (GCHCH-CO-NH,) y de su entrecruzamiento por intermedio de
la N,N’-metilenbisacrilamida (C#CH-CO-NH-CH-NH-CO-CH=CH), comunmente
llamada bisacrilamida. El tamafio del poro formatkpendera de las concentraciones
relativas de ambos reactivos durante la polimeidzac

La polimerizacion requiere de la presencia de awdicres, los mas utilizados son el
persulfato de amonio o riboflavina y como acelerad® utiliza N,N,N’,N’-
tetrametilendiamina (TEMED).

La electroforesis en geles de poliacrilamida puddsarrollarse también usando
soluciones buffer que contienen sustancias distesaen especial detergentes ibnicos
como el SDS (Dodecilsulfato de sodio).

Las proteinas a analizar son hervidas a 100 °Cesepcia de un exceso de SDS y
2 —mercaptoetanol. En esas condiciones el tiol eolap puentes disulfuro y el agente
desnaturalizante hace que la proteina se desdolsleésepolipéptidos constitutivos, estos
fijan el SDS por lo que la carga de todas las nubdécsera practicamente idéntica. Su
desplazamiento en un campo eléctrico, en el qusombrte de corrida es un gel de
determinada porosidad, dependera exclusivamentesuddamafio molecular, este
procedimiento permite determinar la masa molecoddativa de los productos en
analisis, por comparacion de sustancias de masacuoial conocida que han sido
corridas simultaneamente. Las bandas proteicasesetadas mediante una tincidon con
colorantes como el azul de Coomassie, nitrato a @ con &cido periddico de Schiff
(PAS) (Margni, 1996).

Western Blot

Es uno de los métodos mas Utiles con que se cpeardeel analisis antigénico, sirve
para identificar antigenos especificos por su reciomento a través de anticuerpos
policlonales o monoclonales. Esta metodologia coenlel poder resolutivo de la

electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGR)peesencia o ausencia de detergentes
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como el dodecil sulfato de sodio (SDS), con lagaesaes inmunoenzimaticas en fase
sélida.

En el primer paso, las proteinas se separan dedacaesus masas moleculares, lo
que permite su identificacion. Posteriormente, slactrotransferidas a una membrana
de celulosa (NC) o de Nylon, en donde se unen grlqsos reactivos de éstas, quedando
inmovilizadas y expuestas en la superficie paraccieaar con los anticuerpos
correspondientes. El patron obtenido sobre el pdpelC es una copia del patron de
separacion obtenido en el gel. Posteriormente agubhn los sitios reactivos del papel
qgue quedan libres, con alguna proteina que nofig@ry a continuacion se hace
reaccionar con los anticuerpos problema, los cuptalran unirse a sus antigenos
correspondientes inmovilizados en el papel. Laisiga reaccion corresponde a la
primera interaccion antigeno-anticuerpo, que seepde manifiesto al agregar un
segundo anticuerpo unido a una enzima cuya activddavisualiza mediante la adicién
del sustrato y el cromégeno. El desarrollo de uaada de color indica resultado
positivo (Figura 2) (Correa y col., 2000).

Retomando las evidencias descritas que demuestiearespuesta humoral cona
fowleri en humanos y animales; actualmente, el significad® pueden representar los
anticuerpos, aun es controversial.

Como factores importantes que justifiquen este gutwyde investigacion que evallue
la respuesta humoral de una poblacion exclusivasdielde Sonora constituida por el
Valle del Mayo y Valle del Yaqui se han descritoes@mente antecedentes de
aislamientos de AVL, condiciones climaticas elewagain reporte de caso de MAP en
el Valle del Yaqui. El punto de partida del misnsoneiestra hipétesis indicando que los
sueros humanos del Valle del Mayo y Valle del Yaprgsentan el mismo titulo de
anticuerpos IgG y reconocen las mismas bandas iomeactivas del lisado amebiano
de N. fowleri para llevar a cabo este estudio determinamogrogesbjetivos que nos
permitiran efectuar este proyecto, mediante lait@ctle Western Blot que se detalla en

la Figura 2.
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Figura 2. Fases de un Western Blot. 1. Transferencia dertdeipas a la membrana. 2.
Blogueo de la membrana no ocupada por las protparasevitar la unién inespecifica

de los anticuerpos. 3. Union del ligando especff@ticuerpo primario) a las proteinas
transferidas. 4. Deteccion mediante un anticueggargdario conjugado con HRP o FA.

Fuente; www.cultek.com
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METODOLOGIA

Tipo de Investigacion y Poblacion de Estudio

El presente proyecto de investigacion es clasiicaamo: Transversal analitico y la
poblacion de estudio fue integrada por residen&sv/dlle del Yaqui y residentes del
Valles del Mayo, representados por donadores dgreédsexo masculino) que asisten a
los Bancos de sangre del Hospital General de Zan&8Mel IMSS de Navojoa y de la
Unidad Médica de Alta Especializacion del IMSS dk Obregén, Sonora. El rango de

edad de los participantes es 18 a 65 afios.

Seleccion de Muestra

Durante el proceso de seleccion de la poblacidiesé una ficha de identificacion
con los datos del donador y al mismo tiempo, séigblsu consentimiento para
participar en el proyecto firmando una carta daeseatimiento informado. En este
estudio solo participaron donadores de sangre gpitopresencia de anticuerpos contra
Hepatitis B, Hepatitis C, SIDA, Sifilis y/o Brucalig), quienes fueron seleccionados

bajo la NOM-003-SSA2-1993 que rige los procedinosrmgara el banco de sangre.

Criterios de Seleccioén

La aceptacion de los participantes en el estudtodieterminada por los criterios de

seleccion establecidos que a continuacion se detall
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Criterios de Inclusion:

» Donadores aptos en entrevista clinica: Aquellosviddos que cumplan con
los requisitos marcados por la norma oficial mexicaen la seleccion
meédica.

> Residentes de las areas en estudio (Valle del Yayalle del Mayo).

Criterios de Exclusion:

» Donadores aptos con al menos una prueba positivéosienarcadores
infecciosos.

» Donadores procedentes de otras regiones geograficas

Recoleccion de Muestras Séricas

La obtencion de muestras sanguineas se hizo ctmoi® en tubos sin
anticoagulante a partir de una extraccion venoshpyocesamiento de las mismas para
la separacion del suero se obtuvo posterior a driftegacion realizada a 3000 rpm
durante 15 minutos. El volumen sérico obtenidodpeximadamente 3 mL. Para evitar
sesgos experimentales se eliminaron muestras lgéno hemolizadas que pudiesen
alterar el resultado de las mediciones efectuadas.

El tipo de muestreo esta clasificado como no pribistibo intencional y el universo
de trabajo fue de 500 muestras séricas que cumplies criterios de seleccidon, que
correspondieron a 250 del Valle del Mayo y el redtwalle del Yaqui. Posterior a este
paso, el total de muestras séricas que se reaardizeron conservadas a -45°C en un
ultracongelador REVCO, hasta el momento de su uso.
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Preparacion de Antigeno
Se prepararon antigenos Mefowleri (Anexo |, Il) para llevar a cabo el proceso de
fijacion a la microplaca de ELISA, mismos a los geeles midio la concentracion de

proteinas por el método de Bradford (Anexo III).

Curva Patron de Proteinas

Se construye a partir de una solucion estandalbdenana bovina sérica (1 mg/mL) a
través del método Bradford (Anexo lllI). La concanién de proteinas presente en los
extractos amebianos dd¥. fowleri se determina por interpolacion de los valores de
absorbancia en la curva patron. Este procedimiestdndispensable para ajustar la

cantidad de antigeno a fijar en la microplaca ELISA

Seleccion de Concentracion Optima de Antigeno

La descripcion del procedimiento se detalla en eé&xd IV y consiste en hacer
reaccionar distintas concentraciones de antigerabiamo que se fija en la placa ELISA
con un anticuerpo primario de suero hiperinmune Mnfowleride conejo obtenido de
investigaciones previas analizado a distintas wihes. La eleccion de la concentracion
Optima de trabajo se determind de acuerdo a laiestp observada en cada una de las

concentraciones y la utilidad de utilizar bajasaamraciones de antigenos.
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Determinacion del Titulo de Anticuerpos en Muestrasiumanas

A 500 muestras séricas se les determiné el titelardicuerpos 1gG anh fowleri
(Anexo V), procesadas a diluciones 1:100 y 1:50flizando la técnica de ELISA
indirecta (Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay). Bélssis de las muestras se hizo
por duplicado para asegurar la confiabilidad deréssiltados. Un elemento esencial en
todo ELISA cuantitativo es establecer el valor decrminacion entre una muestra
positiva y negativa. El punto de corte fue definjpplar el valor de la media de la

densidad Optica de los controles negativos maslaggaciones estandar.

Andlisis de PAGE y Western Blot

Para el analisis de las bandas inmunorreactivasi@®s positivos, se realizé primero
una electroforesis de extractos crudodNddowleri N. lovaniensisy A. mauritaniensis
en geles de poliacrilamida en presencia de doddfeits de sodio al 10% (SDS-PAGE).
Finalizada la PAGE se obtuvo informacién acercéaderoteinas, a través del proceso
de transferencia denominado blotting desde el galaamembrana de nitrocelulosa. El
proceso general del Western blot consiste en thstiretapas, que inicia con la
transferencia de proteinas, le sigue el bloquela deembrana, posteriormente, la unién
del ligando (primer anticuerpo) y la deteccion &rsegundo anticuerpo marcado con
peroxidasa (Anexos VI y VII). Por ultimo, se det@raron las masas moleculares de las
bandas proteicas inmunorreactivas de los distiildados de AVL, comparandolas con
un marcador comercial de masas moleculares.

Seis muestras de sueros humanos con reactivid#tdes(imedidas por ELISA) de
anticuerpos IgG contr. fowleri correspondientes al Valle del Mayo (N=2) y al ¥all
del Yaqui (N=4), fueron analizadas por Western Blot

Este procedimiento se realizdé en el laboratoriamestigacién y posgrado de la
Escuela Superior de Medicina del Instituto PolitéanNacional (IPN) de la Cd. de
México, D.F., bajo la direccién del Dr. Saul Rofernandez.
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Analisis Estadistico

La variable Residencia fue medida a través de ahs@descriptivo que mostroé la
proporcion de los residentes participantes del desta las distintas poblaciones
pertenecientes al Valle del Mayo y Valle del Yad@iSonora.

El andlisis estadistico de los datos corresponekemtia medicion de los anticuerpos
IgG antiN. fowleri de las 500 muestras humanas se realiz0 con lasrdecde
absorbancias obtenidas a 492 nm. La estimaciéagldiferencias entre los grupos se
determiné a través de una prueba no paramétrica Mahn Whitney, que utiliza como
medida de tendencia central la mediana, debidoeaetjigomportamiento de los datos
presentd una distribucion no normal. Se establetidas hipotesis estadisticas para
determinar el estudio comparativo de las reactdedade la inmunoglobulina G de los
sueros humanos contiaegleria fowlerique continuacién se describen:

Hipotesis nula (Ho)= No existen diferencias sigrafivas en el titulo de anticuerpos
IgG antiN. fowlerientre el Valle del Mayo y Valle del Yaqui.

Hipotesis alterna (Ha)= Existen diferencias sigatfvas en el titulo de anticuerpos
IgG antiN. fowlerientre el Valle del Mayo y Valle del Yaqui.

Nivel de significancia

Para todo valor de probabilidad igual o menor q@&,0se acepta Hipotesis alterna
y se rechaza Hipotesis nula.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la presente investigacion se evalué la respumsnoral tipo IgG ante antigenos
deNaegleria fowlerien 500 sueros humanos de personas saludablesntesidiel sur de
Sonora, determinados a través del método ELISA.daowtcipantes del estudio fueron
representados por una poblacion exclusiva de desges sanguineos del IMSS, de sexo

masculino, que pertenecian al Valle del Mayo y &dil Yaqui.

Andlisis Descriptivo de la Variable Residencia

La distribucion de residencias de los participamieda investigacion, se midio de
acuerdo a la frecuencia para cada entidad geogr&flcanalisis de los datos indicé que
para el Valle del Mayo, Navojoa representé un 62%adpoblacion analizada, seguida
de Huatabampo (22.4%) y Etchojoa (12.8%); mierdtesel 2.8% represento a distintos
municipios (Bacobampo, Alamos y Yavaros) como pusaservarse en la Figura 3.

En la exploracién de los datos correspondient&abé del Yaqui se observo que el
82% de los participantes analizados perteneciasidentes de Cd. Obregén, Bacum
representd el 6%, seguido de San Ignacio Rio Muenioun 3%, mientras que el resto
de las comunidades representaron un 9% constipedd&ocorit, Esperanza, Tobarito,
Pueblo Yaqui, Ejido Henequén, Yucuribampo, Ej. RebCastillo, Quetchehueca y
Benito Juarez (Figura 4).

La edad promedio de los participantes en el estieliambas poblaciones fue de 32
afos. Es importante sefalar, que al servicio daaodn de sangre acuden con mayor
frecuencia personas adultas jovenes, con un raageddd para donacién que fluctia
entre 18 a 65 afios. Al tomar en cuenta los crigede inclusion en la seleccion de

muestras, aseguramos que esta provenia de pacdrentesocompetentes.
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Figura 3. Distribucion de residencia de los participantes\tgle del Mayo.
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Figura 4. Distribucion de residencia de participantes ddlevdel Yaqui.
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Seleccion de Concentracion Optima de Antigeno

Para calcular la concentracion de proteinas dextractos amibianos d¢. fowleria
utilizar durante los ensayos de ELISA, fue necesastablecer una curva patrén de
proteinas determinada por el método de Bradfordepaesentacion grafica de la curva
de referencia aparece en la Figura 5.

Una vez realizada la cuantificacion de proteinamg®extractos de amibas utilizados
para la técnica ELISA se establecieron los valaesantigeno a probar con las
concentraciones que fluctuaron de 0.78 hasta 10y las diluciones seriadas del
suero de conejo ani- fowleri Los resultados de las correspondientes reaccismes
aprecian en la Figura 6. Las reacciones antigetiodanpo evidenciadas por la densidad
Optica, indican que excepto las concentracioneteigas de antigeno de 0.78 y 1.56
ug/mL, las demas (3.125 a 100ug/mL), presentarantividad con valores altos de
absorbancia. Dicho resultado fue considerado corase bpara establecer una
concentracion de trabajo de 2 pg/mL para los essEydSA con los sueros humanos
con el fin de disminuir los “fondos” de la reacciogque nos produzca resultados
confiables y reproducibles, y que nos permita exdde el efecto de la dilucién del
suero a probar. Estudios previos realizados e ®DN reportaron igualmente, una
concentracion optima (2 ug/mL) de fowleri para la sensibilizacion de placas ELISA
(Espinoza-Verdugo, 2004; Holguin, 2002).

Con base en un estudio realizado en Mexicali, Bxgéfornia que determiné la
presencia de anticuerpos IgG adti-fowleri en sueros humanos, se establecid una
dilucion de trabajo 1:100 y 1:500 para los suetwteridos en este estudio (Hernandez-
Martinez. y col., 2003). Asimismo, durante el psicele estandarizacion, se establecio
el punto de corte de la prueba para determinaisgasos serian considerados positivos,
esto es, qué sueros reconocen determinantes aotigéde N. fowleri a través de
anticuerpos IgG analizados por medio de la técmoainoenzimatica, y cuales serian

considerados como negativos. El valor de lardaswia para el punto de corte fue de
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Figura 5. Curva patron de Albumina medida por Método Bradford
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Figura 6. Determinacion de concentracion optima de antigem@psayo ELISA.
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0.131, calculado a partir del valor de la medidadabsorbancia de los testigos negativos
que fue 0.0982, y la suma de tres desviacioneadsstéleterminada como 0.01097.

Respuesta Humoral 1gG contraN. fowleri en Sueros Humanos del Valle del Mayo

Las mediciones de las reactividades antigenoserio de los sueros del Valle del
Mayo diluidos 1:100, manifestaron valores de deatsidptica de 0.159 hasta 1.498
(Figura 7). Estos resultados reflejan que el 10@%od sueros presentaron absorbancias
por arriba del punto de corte, lo que significa guehos sueros presentan anticuerpos
IgG antiN. fowleri

La medicién de los anticuerpos presentes en lososusumanos diluidos 1:500
contra el ameboflagelado correspondientes al \d@leMayo, sefalé una reactividad de
IgG hacia el antigeno de. fowlerien un 97.6% con valores de absorbancia superiores
al punto de corte establecido (0.131). La distiibicle las absorbancias que reflejan la
reactividad de los anticuerpos IgG contra el extraleN. fowlerifue 0.104 hasta 0.96
(Figura 8).

Las gréficas de distribucidén de frecuencias destesos diluidos 1:100 y 1:500, nos
permiten observar que la mayoria de los suerosepoabsorbancias bajas en ambos
casos, mostrando graficas asimétricas con curtgsisesgo hacia la derecha,
acentuandose para las frecuencias de los suemidodil 1:500. ElI promedio de las
absorbancias para los sueros diluidos 1:100 fu@.4i&4, mientras que para los sueros
analizados en dilucion 1:500 éste bajé a 0.267.clequier manera es importante
resaltar que hubo algunos sueros que mostrarotividades por arriba o cercanas a uno
de absorbancia, revelando una fuerte respuestatidgeierpos contra los extractos Ne
fowleri.

La presencia de anticuerpos aNti-fowleri detectados en los sueros estudiados,
puede ser explicada por la amplia distribucionage AVL demostrada por un estudio
realizado por Lares-Jiménez y Lares-Villa (2009)jeges identificaron a distintos

géneros de AVL en aguas superficiales del Valleto. En dicho estudio se
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analizaron diferentes medios acuaticos de origéuradgpertenecientes a Navojoa (Rio
Mayo, canales de Comisaria Rosales, Pueblo ViejiyaBusi) y en Bacobampo (2
Bombas de riego utilizadas por la poblacién cercpaea bafarse en temporadas
calidas). Entre los aislamientos de amibas teria$] destacé el génelNaegleria,que
aunque en este muestreo no se identifibl fowleri no se descarta la presencia de este
microorganismo patdégeno dado que se tienen lasiaconds Optimas para su

crecimiento (Marciano-Cabral, 1988).

Respuesta Humoral IgG contraN. fowleri en Sueros Humanos del Valle del Yaqui

La medicion de anticuerpos IgG contra el agentsalade la MAP en los 250 sueros
humanos procedentes del Valle del Yaqui, se distglon con una absorbancia minima
de 0.130 a una absorbancia maxima de 1.239 palitutadn de trabajo 1:100, con una
absorbancia media de 0.402 (Figura 9). Los respdtatticaron que en el 99.6% de las
muestras séricas de la poblacion del Valle del Yag@ncuentran presentes anticuerpos
de tipo IgG que reaccionan con extractos antigénilei. fowleri.

La medicion de la respuesta humoral en la pobla@8idente saludable del Valle
del Yaqui revel6 que el 81.6% de los sueros ardiigd1:500) presentaron anticuerpos
IgG contraN. fowleri El rango obtenido de las reactividades de Ig& Mnfowleri de
los sueros humanos fue 0.086 a 0.753 representadmpsalor medio de 0.240. A pesar
de que la concentracion de anticuerpo fue dismingimh esta dilucién de trabajo, se
observé que aun se puede medir la respuesta hymusaha que puede ser analizada
con diluciones de trabajo méas grandes (Figura 10).

La presencia de anticuerpos aNtifowlerien los sueros de los donadores del Valle
del Yaqui, puede ser explicada por los diversoadess sobre amibas de vida libre
realizados en la regién, en donde se ha repoldadaistencia de la amiba responsable
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de la MAP en varias ocasiones, ademas de las espedovaniensis, N. tihangensis, N.
australiensis, N. americana, N. byensiN. gruberi (Lares-Villay col 1997; Guzman-
Fierro y col., 2008; Lares-Villa y Hernandez-Pe2®10). Schuster y cols, (2004)
sefialan que las amibas del génBiaegleria son de los protozoarios a los que los
humanos estan expuestos en el curso de sus vidagéa del contacto directo con el
suelo, agua o por quistes transportados por elojiesiendo capaces de inducir una
respuesta inmune. El papel que estos anticuerpadepudesempeiar aun se desconoce,
pero se le atribuye que su presencia es la redplenda la baja incidencia de casos
fulminantes de MAP. Es importante sefialar que em 8macio Rio Muerto
perteneciente al Valle del Yaqui se presentdé uro cds MAP en un nifio que
afortunadamente tuvo un tratamiento adecuado ytwpmrcontraN. fowleri (Vargas-
Zepeda y col., 2005).

Al igual que en el caso del Valle del Mayo, la disicion de los datos de las
mediciones de anticuerpos IgG séricos contra prasedeN. fowleri de los residentes
del Valle del Yaqui, presentaron una distribuci@normal, con curtosis y sesgo hacia
la derecha, reflejando que la mayoria de los cpsesentaron absorbancias bajas, y en

algunos casos con absorbancias altas.

Comparativo de Reactividades AntiN. fowleri de Sueros del Valle de Yaqui y Mayo

Para el andlisis comparativo de las medicionesdedpuesta inmune humoral 1gG
de los sueros del Valle del Yaqui y Valle del Magempled la prueba no paramétrica
U de Mann-Whitney, que emplea la mediana, estoesdo al comportamiento de los
datos obtenidos que no presentaron una distribucgmal que justifique la media
como medida de tendencia central.

De acuerdo a los resultados de la Prueba U de Méritney de la distribucion de
las medianade los sueros humanos de ambas regiones diluid®8,lindicoé que existe
una diferencia significativa (p<0.05) en las readtdes antigeno-anticuerpo de los
sueros humanos del Valle del Mayo y Valle del Ydgigura 11), por tanto se acepta la
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hipotesis alterna de que existen diferencias eiitidb de anticuerpos IgG séricos en
humanos contra las proteinasikeegleria fowlerientre los dos grupos de estudio.

Es importante destacar que este es el primer estedlizado en el estado de Sonora
que muestra la presencia de anticuerpos contraVia patdgena; sin embargo el
resultado manifiesta una diferencia significatipga.002) en los niveles de anticuerpos
IgG que fueron superiores para el Valle de Mayaddaactualmente no se han reportado
casos de la enfermedad fatal que produce (MAPzagueste acontecimiento podria ser
explicado por la reactividad mayor de los nivelesatiticuerpos IgG séricos de esta
poblacion.

La comparacion de los grupos entre si en los rsvééeanticuerpos IgG contha
fowleri de los sueros humanos analizados en una dilucib0,1:mostré6 también
diferencia significativa (p=0.006), por tanto deuaxo al nivel de significancia
obtenido, se acepta la hipétesis alterna de qusteexdiferencias significativas en el
titulo de anticuerpos IgG séricos en humanos diki@l:500, contra las proteinas de
Naegleria fowlerientre los dos grupos de estudio (Figura 12).

La variacion en la exposicion pudiera reflejar lstretbucion de antigenos de
Naegleriaen el ambiente o diferencias en los contacto® dogr humanos y reservorios
de antigeno (Marciano-Cabral, 1988).

Los resultados presentados, quizas puedan exfdi¢alta de antecedentes de MAP
en el Valle del Mayo, porque la poblacion de éstdidad presenta mayor
reconocimiento de anticuerpos IgG que representeteqrion del individuo hacia la
amiba de vida libre, aunque actualmente no se ambpruna correlaciéon de MAP vy el
titulo de anticuerpos. El papel que representantaunidad humoral contra las
infecciones por AVL, aun no se ha establecido deareacompleta.

Sin embargo, los eventos exactos asociados coptsieion antigénica o induccion
de los anticuerpos en nuestra investigacion nogruedr determinados.

Una de las mayores dificultades para el estudidadeinteracciones antigenos-

anticuerpos es la gran heterogeneidad de . éBtaalvenimiento de los anticuerpos
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Figura 12. Comparativo de reactividades conitafowleride sueros humanos del Valle
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monoclonales homogéneos, facilita los hechos. Nsiaoke, esos resultados sélo son
validos para estudios experimentales, .ya quetaogeneidad no es la caracteristica de
la poblacion total de anticuerpos séricos de uspuesta inmune, donde la poblacion
molecular, de origen policlonal, esta formada puicaerpos de diferente afinidad, que

a su vez pueden reconocer diferencias en los egitgara los cuales se tiene

especificidad (Margni, 1996).

Inmunoblots de IgG séricos contra proteinas ddlaegleriay Acanthamoeba

Reilly y cols. (1983), sefialan que los humanosnestpuestos periddicamente al
inmundégeno d&laegleriaen cantidades suficientes para obtener y sostépetamente
una respuesta inmunologica medible. Ademas, sedexrido que la exposicion a cepas
no patogénicas de AVL que son antigénicamenteiogladas a cepas patogénicas puede
inducir proteccién contra amibas mas virulentasnaindo como principio lo anterior, y
para cumplir los dltimos objetivos especificos tlabajo, seleccionamos nueve sueros
para identificar la bandas inmunorreactivas deaekis amebianos reconocidas por
anticuerpos IgG anti. fowleri a través de analisis Western Blot. Cuatro suesds d
Valle del Yaqui, cuatro sueros del Valle del Mayoun suero que presenté una
reactividad muy baja, fue utilizado como control.

El proceso inicido con la preparacion de geles déagiamida al 10% para la
separacion electroforética simultdnea de antigeledd. fowleri N. lovaniensisy A.
mauritaniensis El gel tefiido con azul de Coomassie brillante a&nd la presencia de
varias bandas proteicas de tamafio similar en &igttis extractos antigénicos. Una vez
realizada la electrotransferencia al papel de cettdosa, se cortaron los carriles
correspondientes a cada extracto de amiba y sedito@ tefiirlos utilizando como
primer anticuerpo los sueros de los residentesoglévhlle del Yaqui y del Mayo a
probar, y se utilizé una anti-lgG humana marcadaperoxidasa. La comparacion de la
separacion de las bandas inmunorreactivas se dmncieon un marcador de pesos

moleculares. El nimero de masa molecular se iradlaaderecha del carril expresado en
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Kilodaltons de los principales componentes, soOl@a wez, se sefialara la banda
inmurreactiva de un mismo tamafno molecular de istintbs extractos para cada figura.
La dilucion de los sueros a probar fue de 1:50 dillacion de trabajo para el segundo
anticuerpo fue de 1:1000.

En las Figuras 13 y 14 se muestran los inmunobleté de los 9 sueros utilizados.
Los sueros marcados como 1, 2, 3 y 4 pertenecarealdel Yaqui, mientras que los
marcados como 5 y 6 pertenecen al area del Mayordsultados de los otros sueros no
se muestran por presentar mala resolucion de tataba

En la Figura 13 aparecen los resultados de lo®suer2 y 3, reaccionando con las
diferentes especies. En los carriles 1, 2 y 3 dEigara 13, se muestran las bandas
inmunorreactivas contril. fowleri mientras que en los carriles 4, 5 y 6, apareasn |
bandas contra los antigenos Me lovaniensisy finalmente en los carriles 7, 8 y 9
aparecen las bandas que los sueros 1, 2 y 3 deldileYaqui, identifican en los
extractos antigénicos de mauritaniensisn la Figura 14 aparecen los inmunoblots de
los sueros 4, 5y 6, éstos dos ultimos del ared/diéd del Mayo, y los carriles de las
bandas inmunorreactivas para cada especie, sigjugareo orden que en la Figura 13.

En las Figuras 13 y 14 se pueden observar las bandainorreactivas producidas
por los sueros y los extractos Mefowleri, N. lovaniensig A. mauritaniensisque nos
indica la presencia de un grupo heterogéneo deipest que fluctian entre 37 y 166
KDa de peso molecular. En dichas figuras se sefaaellas bandas inmunorreactivas
gue son reconocidas por los anticuerpos IgG etrdasespecies y otras bandas proteicas
gue sOlo aparecen para cierta especie o para sigifn. Estos resultados nos permiten
deducir que, a diferencia de aquellos resultadosielee usan sueros hiperinmunes de
animales dirigidos contra una especie de amibaaeticplar y donde esperariamos un
patron regular y repetido de bandas, los sueroshaspresentan reacciones que son el
resultado de constantes exposiciones a diferentégeaocs, incluyendo a las diferentes
especies de amibas de vida libre que abundan eatlmaleza. En ambas figuras se

puede apreciar claramente la existemt@abandas que son comunes entre el género
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Figura 13. Inmunoblots de proteinas 8k fowleri N. lovaniensisA. mauritaniensiy
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sueros del Valle del Yaqui y Valle del Mayo. Suetp8 y 6.

39



Naeglerig como es el caso de las bandas de 42, 59, 6(KYp&0 Otras bandas parecen
ser exclusivas dd. fowleri (36, 39, 45y 49) y dN. lovaniensis(44 y 47), y cuando se
comparan corA. mauritaniensisésta presenta mayor diferencias en nimero y pesos
moleculares de bandas que lasNBegleria Este mayor numero de bandas refleja el
hecho de quécanthamoeba&s considerada como la amiba de vida libre masdanie

en la naturaleza (Page, 1988).

En la Tabla | se presentan los resultados de lesspmoleculares de las bandas
inmunorreactivas detectadas por especie y paradesos del 1 al 6. Se observan los
pesos moleculares de las bandas inmunorreactivi@nidas en nuestro estudio, y al
comparar nuestros resultados con los trabajos oeyStol, (2004), que reportaron por
lo menos nueve bandas proteicas 97, 81, 66, 53%@8, 25 y 23 KDa en lisados Ne
fowleri; con el trabajo de Powell y col, (1994), que emebouatro bandas entre 32.5 a
106 KDa; y el trabajo realizado en Mexicali, Bajali€rnia, México, por Hernandez-
Martinez y col, (2003), que reportaron un grupetwiéneo de proteinas Ne fowleri
con pesos moleculares aproximados de 120, 95,64%2® 6.5 KDa, encontramos que
algunas de éstas bandas coinciden en algunos astypdiro otras difieren o no estan
reportadas.

Se puede decir, gué. fowleri posee una gran cantidad de proteinas inmundgenas y
que el inmunoblot puede ser utilizado para deteletaseroconversion en individuos
infectados con amibas de vida libre patdgenasnquse puede definir con claridad cual
de todas las proteinas identificadas sea la reaptinde la virulencia e infectividad de
la amiba, pero sigue el interés para poder elaltabas diagndsticas y rapidas (Su-
Yeon, y col., 2005). Distintos estudios han enéat que varias moléculas antigénicas
pudieran ser preparadas para su uso como antigemecie-especificos, pero la
bldsqueda por mucho tiempo, de moléculas antigénigasido sin éxito (Shin y col.,
2001).
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Tabla I. Pesos moleculares de las proteinabld@wleri, N. lovaniensig
A. mauritaniensiseconocidas por anticuerpos IgG de sueros sorgsens

Bandas Proteicas

Suero Origen PM aproximado (KDa)
anti-N.f. - - -
N. fowleri N. lovaniensis _
1 V. Yaqui |70, 60 70, 60 166, 130, 75, 67, 55, 44,
41, 36
2 V. Yaqui |70, 60, 49, 39 70 75, 55, 51, 47, 44, 41, 36
3 V. Yaqui |70 70 107, 75, 55, 51, 47, 44
41, 36
4 V. Yaqui |70, 49, 36 70 70, 67, 55, 43, 39
5 V. Mayo |70 70, 59, 47, 42 67, 55, 43, 39
6 V. Mayo |70, 59, 45, 42 70, 59, 44 82, 67, 55, 43, 39
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CONCLUSIONES

La deteccion de anticuerpos IgG contta fowleri en el 99.8% de los sueros de
residentes del Valle del Mayo y Valle del Yaqui Betado de Sonora, y el amplio rango
de absorbancias que indicaron las inmunoreactieglgde presentaron los sueros hacia
los extractos d@&l. fowleri nos permite concluir que la poblacion del sur dadsa ha
recibido cantidades antigénicas especificasNodowleri o por otros microorganismos
gue comparten determinantes antigénicas, es dexiespecificos representados por
anticuerpos de reaccion cruzada, con capacidadddeir una respuesta inmune contra
este organismo. El origen de los anticuerpos Ig@eseonoce.

La comparacion de la respuesta de anticuerpos igidNa fowleri, medidos por la
distribucion de las medianas, revel6 que el titdéo anticuerpos fue mayor en los
residentes del Mayo, siendo ésta diferencia esizalizente significativa.

Los sueros del Valle del Yaqui y del Valle del Maym manifestaron un
reconocimiento total a las mismas proteinadldegleria fowlerireveladas por Western
blot, guedando demostrada la individualidad deetgpuesta inmunolégica y la variedad
de epitopes representados por diferentes amibavidie libre que pueden ser
reconocidos por sueros humanos adultos; sin empangocorrelacion entre el titulo de
anticuerpos y la meningoencefalitis amibiana pripaalin no se ha podido establecer.
En la actualidad, la respuesta del huésped genara€dda infeccion paX. fowlerino ha
sido entendida claramente, por ello, el papel ptoteque los anticuerpos pudieran

desempeiiar aun es controversial.
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ANEXOS

ANEXO |. Cultivos Axénicos deN. fowleri

Quistes deN. fowleri de la cepa NF aislados de un caso clinico de MAP vy
conservados en medio NNE, fueron observados en igrosoopio invertido para
seleccionar una porcion de la poblacion en la plgc&ransferirlos a medio nuevo
incubandose a 45°C por un periodo de 24 a 48 lora%l fin de obtener trofozoitos.
Una vez en estado trofozoitico fueron utilizadosaga obtencion de cultivos axénicos
del protozoario (Figura 15).

Figura 15. Seleccion de la poblacion masiva de quisteN.dewleri

La transferencia de los trofozoitos de la placaNdE a una botella de cultivo
celular con medio Cerva (45 mL de bactocasitorz2¢aly 5mL de suero bovino fetal al
10% con antibiético), se realiz6 para la obtenardasiva de los trofozoitos que se
utilizarian como antigenos. La temperatura de iacidim fue de 37°C, verificando el
crecimiento cada 24 horas, para realizar recamb@anedio ycontrolar posibles
contaminaciones bacterianas. El crecimiento masivaondiciones axénicas se obtuvo
aproximadamente en 72 horas (Figura 16). La posid&la botella en la incubadora es
horizontal.
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Figura 16. Observacién del cultivo axénico de trofozoitodNddowleri
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ANEXO Il. Obtencion del extracto deN. fowleri

Las botellas de cultivo celular sembradas se eotwcen hielo 5 minutos y se
agitaron fuertemente para despegar las amibas guensontraban adheridas a las

paredes y fondo de la botella (Figura 17).

Figura 17.Proceso en frio para despegar amibas.

50 mL de cada botella se transfirieron por sepaeadao tubo conico con capacidad de
50 mL, posteriormente se centrifugé a 2500 rpm merd0 minutos en una centrifuga
HERMLE Z513K. Se eliminé el sobrenadante en unpieote que contenia cloro para
inactivar a las AVL que pudieran ir en él. Mientri@ato, los botones celulares se
juntaron en un tubo conico de 15 mL, se agitaromrwvortex hasta homogenizar el
extracto, al cual se le afiadi6 PBS pH 7.4 hastapliar 10 mL. Se realizaron tres
lavados bajo las mismas condiciones sefaladaserRostente se realizé la cuenta de
trofozoitos en una camara Neubauer Bright Line,lizatido la cuadricula

correspondiente a células leucocitarias (Figura $8)volvié a centrifugar y se retir6 el
sobrenadante. El botén celular se coloc6 en un agpendorf, al cual se le afiadié
1500 pL de PHMB como inhibidor de proteasas, sedgamizo la mezcla en un vortex,
y al tubo se le aplicé 4 ciclos de congelacion {€)4en el ultracongelador REVCO y
descongelacién 45°C en la incubadora. El tiempawmacion para cada ciclo fue 10
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minutos. Los extractos amebianos se congelaron 44C-4 se le cuantifico la

concentracion de proteinas.

Figura 18. Cuenta de trofozoitos en una camara Neubauer Bright
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ANEXO llII. Cuantificacion de proteinas por Método Bradford

Se basa en la reaccion de las proteinas presemtiesneuestra, con una solucion
Azul de Coomassie Brillante G-250.

La técnica inicio con la preparacion de una custarelar, partiendo de una solucion
stock de albimina de bovino de [1mg/mL] y postenente, se determind la
densidad optica de la reaccion del reactivo de Brddcon las proteinas en un

espectrofotometro (Figura 19).

Procedimiento:
1. Encender el espectrofotdmetro 15 minutos antesdese.

2. Preparacion de una curva estandar por duplicadblgTg. Utilizar celdas de
vidrio.

3. Procesamiento de extracto proteico por duplicado.

4. Reposo durante 5 minutos para desarrollar coloomat las lecturas de
absorbancia a 595 nm en el espectrofotometro.

5. Graficar los resultados obtenidos e interpolaralasorbancia de la muestra a la

curva.

Figura 19. Equipo GENESYS 20 ThermoSpectronic para lectunard&inas.
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Tabla Il. Preparacion de una curva estandar de albumina

Albumina
Tubo| 1mg/mL | Extracto N.f. H,O dest. Bradford | Lectura a 595 nm
1B 1000 pL 5mL
2 10 pL | ---m--m-- 990 )
3 L 980 "
4 30 | - 970 "
5 40 | - 960 "
6 50 | - 950 "
7 60 | - 940 "
8 70 | memeeee- 930 "
9 80 | - 920 "
10 S 910 "
11 100 | - 900 "
12 K 870 "
Y e 100 900 "
14 P | ----momome- 100 900 "
Y e e — 100 900 "

54




ANEXO V. Determinacién de Concentracion Optima deAntigeno por Ensayo
ELISA

Para la estandarizacion del método ELISA se realizaensayos con
concentraciones distintas de antigeno utilizandoccprimer anticuerpo suero inmune
de conejo antiN. fowlerirealizado con la finalidad de medir la reactivigeta cada
titulacion y por ende, establecer la concentradigiima de antigeno para su fijacion en
la microplaca de poliestireno. Se analizaron dissinconcentraciones de antigeno
obtenidas a través de diluciones dobles seriada®@e50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625
y 0.78 pug/mL a partir de un extracto de concenfraconocida. Las diluciones dobles
seriadas del suero de conejo atifowleri (PLC2) fue 1:100 hasta 1:25,600 (Tabla IlI).

Una vez fijadas las concentraciones mencionadéigantilo 100uL del extracto
antigénico previamente en la placa ELISA, se depmsar durante 24 horas a 4°C, que
se lavaron 2 veces con 2(0/pozo de PBS-Tween 20 al 0.05% (con un reposolaon
solucién de 5 minutos por cada lavado), se elirfarsblucion vertiendo el contenido de
los pozos y se seco el exceso sobre una gasa.

Posteriormente fueron bloqueadas con gD(ozo de PBS-Tween 20 al 0.05%-
leche al 5% (preparada al momento de su uso) imcids& 1 hora a 37°C. Se le
realizaron 2 lavados seguidos a este paso y s&fibdio el primer anticuerpo (PLC2)
diluidas a través de la dilucion doble seriadaiamdo en 1:100 en la columna 1 hasta la
columna 9 (1:25,600) como diluyente se utiliz6 PB&en 20 al 0.05%-leche al 5%.
Como control negativo se utilizd suero humano ()10

Después de 1 hora en incubacion a 37°C, las plaeasavaron tres veces;
posteriormente se afadid 1@Q/pozo del segundo anticuerpo anti- IgG de conejo
marcado con peroxidasa producido en cabra (Sign¥k4@®2), preparado a una
dilucion 1: 2,000. Nuevamente se incubaron lasgsldc hora a 37°C y se realizaron 5
lavados al término del tiempo. El control de sueumano se hizo reaccionar con 100
uL/pozo del segundo anticuerpo anti- IgG de con&j@,000), debido a que no hay

controles negativos disponibles.
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Tabla lll. Esquema de trabajo para la obtencién de la cor@idn Optima de

antigeno.

Concentracién de Ag pg/mL
100
50
25

12.5
6.25
3.125
1.5625
0.78

Sin Suero

Dilucién doble seriada 100 200 400 800 1600 3200 6400 12800 25600 Ac humano  Sin Ag
CONTROL
del suero de conejo inmune NEG

Las placas de poliestireno fueron reveladas en omezcla de 4 mg de
ortofenilendiamina en 10 mL de buffer de citrgbbs=5.6, mismas que se le adicion6 6
uL de peroxido de hidrogeno por cada pozo (prepam@ddmomento de su uso y
almacenado en un recipiente ambar). Se adiciombateera inmediata, 1Q0./pozo de
esta solucion sustrato-cromogénica. Se mantuvoepaso y obscuridad durante 30
minutos. La reaccion se detuvo con 1Q0de &cido sulftrico 2N y las lecturas de las
placas de ELISA (Multiskan Ascent de Labsystemja longitud de onda de 492 nm.
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ANEXO V. Determinacion de Anticuerpos IgG humana catra N. fowleri por

Técnica ELISA

El antigeno se diluye en una solucion amortiguaderaarbonatos pH 9.6 para
tener una concentracion de 2 pg/mL (obtenido deerdoua los resultados
previos). Se sensibiliza los pozos de poliesti@aoun volumen de 10d_ de la
solucién de antigeno.

Se incuba la placa ELISA a 4°C durante 24 horas.

3. Se elimina la solucién vertiendo el contenido de pozos y se seca el exceso

sobre una gasa.

. La placa se lava tres veces con 200pozo con PBS-Tween 20 al 0.05%,

durante cinco minutos cada lavado, entre cada esgse el paso 3.
Agregar a la placa 20@./pozo la solucion de bloqueo PBS-Tween 20 al 0-05%
leche descremada al 5% e incubar durante una I8#eCa

6. Se repiten los pasos 3y 4.

10.

11.

Hacer una dilucion adecuada del suero 1:100 y 1{pfitbada previamente) en
PBS-Tween 20.

Cada suero diluido es agregado en un volumen dellfp@zo y se incuba una
hora a 37°C. El control negativo de suero humad®d fue adicionado en la
ultima columna.

Se repiten los pasos 3y 4.

En cada pozo se colocan 100 del conjugado anti-lg G humana marcado con
peroxidasa (Sigma 087k4768) a una dilucion previgegitulada (1:20,000).
Para el control negativo se hizo reaccionar cosagundo anticuerpo anti- IgG
de conejo marcado con peroxidasa (1:20,000) debidme no hay controles
negativos antN. fowleri disponibles de sueros humanos siendo utilizadoocom
Blanco control.

Se incuba a 37°C durante una hora y se procedepmbns 3y 4.
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12.En cada pozo se colocan 100 de la soluciébn de cromoégeno/sustrato (para
conjugados de peroxidasa).

13.Dejar incubar en la oscuridad durante 30 minutos.

14.Detener reaccién enzimatica afiadiendo [il0ozo de acido sulfarico 2N.

15.Leer la absorbancia inmediatamente en un lectdeld8A (Figura 20) a 492

nm.

Figura 20. Lector ELISA (Multiskan Ascent de Labsystem).
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ANEXO VI. Electroforesis de Proteinas SDS-PAGE

Figura 21. Componentes del equipo para electroforesis SDS-RPAGE

1.- Tapa.

2.- Camara de electroforesis.

3.- Electrodo. Consta de: &nodo de color rojo ypa@dtde color negro), empaque en
forma de U, electrodo de montaje, cassette de @&l pandwich, plato de presion y
marco de contencion, pestafias de presion.

4.-Guias de carga.

5.-Soporte para preparar geles.

6.-Vidrios de electroforesis con separadores.

7.-Marco con el sandwich de gel

8.-Peines.
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Procedimiento

1. Lavar las placas de vidrio con abundante aguacghal al 70%.

2. Para la preparacion del gel separador y concemttidacrilamida al 10% (Tabla
IV y V), se coloco el juego de placas de vidrioeparadores en el soporte para
las placas, con las gomas inferiores para evitaaohes de las soluciones.

Tabla IV. Mezcla de soluciones para preparar el gel sepasdd@®@%o

Gel separador 10%
1| Acrilamida-Bis 30%-0.8% 3.33 mL
2| Amortiguador del gel separador pH 8.8 2.5 mL
3|SDS al 10% 100 pL
4| Agua bidestilada 4 mL
5/*TEMED 6.5 uL
6| *Persulfato de amonio (APS) AL 10% 100 pL
*| Estos reactivos se agregan al final

3. Una vez preparada la mezcla para el gel separddda V), se adicioné la
mezcla entre dos placas de vidrio dejando un baed® cm del borde superior y
se deja polimerizar (20 minutos aproximadamentéadi 100 pL de propanol.

4. Realizar 10 lavados con agua destilada y con agtadaapel filtro se elimind el
excedente.

5. Preparar la mezcla de soluciones para el gel ctrackem (preparado al momento
de su uso, Tabla V), agregandose sobre el getabpahasta llenar totalmente
el espacio entre los dos cristales. Rapidamentekg/e el peine con cuidado de

gue no se formen burbujas. Se polimeriza en unesidltos aproximadamente.
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Tabla V. Mezcla de soluciones para preparar el gel conatmtiad 10%

Gel concentrador 10%
1| Acrilamida-Bis 30%-0.8% 0.67 mL
2| Amortiguador del gel concentrador pH 6.8 1.25 mL
3|SDS al 10% 100 pL
4| Agua bidestilada 3 mL
5| *TEMED 5puL
6| *Persulfato de amonio (APS) AL 10% 80 uL
* | Estos reactivos se agregan al final

6. Cuando la polimerizacion del gel concentrador hayainado, se retird el peine
con cuidado de no romper el gel y fueron lavadssé&riles con agua destilada.

7. Se ponen las placas en el electrodo y se colocérodele la camara de
electroforesis, llenando la camara inferior con digeador de electroforesis en
los carriles del gel concentrador. Se verificbuaemcia de burbujas en el espacio
gue se genera entre los vidrios en la parte infegiatire el gel y la solucion de
electroforesis.

8. Posterior a la preparacion de los geles las meatamalizar se trataron con una
misma proporcion con el buffer 2X y se homogeniadyrbien la mezcla. Se
hirvieron las muestras durante 5 minutos en bafidaMi&e colocaron 10g de
antigeno amebiano en su carril correspondient&yiendo en cada gel un carril
estandar de peso molecular (PageRuler Plus PredtBiotein Ladder).

9. Llenar la cAmara superior con amortiguador de ®ifresis.

10.Conectar los electrodos rojo y negro con su promtor a la fuente de
alimentacion y ajustar la corriente a 80 volts tam®s en un tiempo
aproximado 3 horas (Figura 22). Mantener la elémtesis hasta que la linea
azul de bromofenol 2X llegue al final del gel.

11. Al terminar la electroforesis sacar el gel.
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Figura 22 Electroforesis de antigenos proteicodNdéwleri.
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ANEXO VII. Electrotransferencia

. Colocar las fibras scotch y papel Whatman (gros©6 @nm) en un recipiente
con suficiente amortiguador de transferencia 3Quiogantes de transferir.

. Cortar la membrana de nitrocelulosa (NC) de acueatldamaio del gel
(utilizando guantes) y colocarla en otro recipienuie contenga amortiguador de
transferencia. Colocar dos fibras Scotch en unski#s’ para transferencia,
sobre las cuales se colocan dos porciones de filiqeeteniendo cuidado de que
no queden burbujas atrapadas entre los papelassacotl gel y sobre éste la
membrana de NC; eliminar burbujas.

. Con un lapiz marcar el frente de electroforesisgi] sobre el papel de NC y
sefalar el carril nimero uno de acuerdo a la colonade las muestras, colocar
otros dos papeles filtros sobre la NC y otras dosag. Cerrar el cassettte e
insertarlo en el contenedor.

. Colocar el contenedor en la camara y llenarla deraguador de transferencia
hasta el limite superior, agregar un magneto yprexie con hielo que se debe
cambiar en los primeros 20 minutos transcurridaanté@nerse en agitacion.

. Tapar y conectar los electrodos de tal manera lgaweoelo quede del lado del gel
y el catodo del lado NC; conectar a la fuente pgdeansferir durante una hora
a 0.40 A (Figura 23).

. Al terminar la transferencia tomar la membrana @& dén guantes y colocarla
en un recipiente con Rojo de Ponceau (10 minutesa werificar que las
proteinas fueron transferidas a la NC; esto serehs®n la aparicion de bandas
de color rojo, momento en el cual debe quitarsexeeso de colorante y lavar
con PBS-Tween 20 al 0.05%, aproximadamente de 4 sgedes. Este

procedimiento se debe hacer en agitacion verte&0drpm.
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Figura 23. Electrotransferencia de extractos amibianos a mamabtde NC

7. Dejarla secar y colocarlo en la superficie paréecde la membrana NC.

8. Realizar los cortes de los carriles con extremdamo y colocarlo en una base

para carriles (Figura 24).
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Figura 24. Cortes de las membranas NC tefiidas con Rojo desBonc

Reaccion Inmunoenzimatica.

1.

Las tiras de NC son blogueadas con 1 mL de PBS-T\W@eal 0.05%-leche

svelty descremada al 6% por cada carril, mismassqueincubadas durante 24
horas a 4°C cubiertas con aluminio, 6 a 2 horasngpé¢ratura ambiente en
agitacion continua.

Se elimina el exceso de solucion de blogueo poardacion y hacer 3 lavados
con PBS-Tween de 5 minutos cada uno en agitacitinc@a.

Agregar 1 mL de suero humano reactiviNafowleri en una dilucion 1:50,

incubar la membrana a 4°C durante 12 horas. Agitdrl hora antes de

conservarlo en refrigeracion.

Eliminar el exceso y lavar como en el paso 2.

5. Posteriormente se agrega el conjugado correspdedi@nti-lgG humana

marcado con peroxidasa en la dilucion apropiadaRB&-Tween. Se incuba 3
horas a temperatura ambiente con agitacion con(iigara 25).
Se procede como en el paso 4.
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Figura 25. Incubacién de las tiras de NC con IgG anti-humana.
7. Por ultimo se agrega 1 mL de solucion cromégentisoscon 4-cloronaftol
(preparada al momento de su uso) y se espera quezapn las bandas, después

se enjuaga con PBS-Tween 20 y se deja secar (FAglra

Figura 26. Revelado de bandas proteicad\ddowleri
8. Se determina el PM aproximado del antigeno utibzadr comparacion con el

marcador de PM.
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ANEXO VIII. Preparacion de reactivos y soluciones

OBTENCION DE EXTRACTOS DE N. fowleri

Suero bovino fetal al 10%

50 mL de suero bovino fetal filtrado

500uL Estreptomicina-Pen Gsod de concentracién0]000 U

Preparar por separado cada antibiético diluyendoZonL de agua inyectable estéril
cada uno. Tomar el contenido del antibiotico dedpsbmicina y agregarlo a la botella

que contiene Pen Gsod, mezclarlos y agregar 1 nagda estéril.

Bactocasitona al 2%

2 g Bacto Casitone Peptone Pancreat Daje€asein
100 mL HO destilada
Esterilizar a 121°C, 115 Lb de presion durante ffuios en autoclave.

Conservar en refrigeracion.

Medio Cerva

45 mL Bactocasitona al 2%

5 mL Suero bovino fetal al 10%

Inhibidor de Proteasas:

Preparacion de TRIS BASE

1.81g TRIS BASE (150 mM PM=121.1 g) aforar0® InL de HO destilada
Preparacion de PHMB (p-hidroximercurobenzoico) 10mMPM=360.7 g (Sigma)
0.07g PHMB

20 mL TRIS BASE
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CUANTIFICACION DE PROTEINAS BRADFORD

Albumina [ Img/mL]
10 mg Albdamina bovina
10 mL HO destilada

Reactivo Bradford 5X

100 mg Azul de Coomassie Brillante G250
50 mL Etanol al 95%

100 mL de HPO,

Aforar a 200 mL con kD destilada

Dejar en reposo en un recipiente obscuro durantdnd?ds. Para su utilizacion se

requiere hacer una dilucion 1:5 con(Hdestilada.

REACTIVOS PARA ENSAYOS ELISA

Buffer de Carbonatos 0.15 M pH 9.6
Pesar 3.18 g de NaO; mas 5.86 g de NaHGODisolver los carbonatos en 800 mL de
H.O destilada. Ajustar el pH a 9.6 y aforar a 1000 Mantener a 4°C.

PBS (Solucién salina de fosfatos) 0.01M, NaCl 0.15dH 7.2

Medir 800 mL de HO destilada. Agregar 100 mL de *PB 10X y 8.75 gNkClI.
Disolver las sales, ajustando el pH a 7.2 y afara®00 mL con kD destilada. Guardar
a4°C.
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*PB 10X. 2.62 g de NapHPO,.H,O mas 11.5 g de NEPO,. Disolver en 200 mL de
H,O destilada (calentar un poco hasta disolver lissates) y aforar a 1000 mL conp®l
destilada.

Solucion de Lavado. PBS-Tween 20, 0.05%

A un litro de PBS pH 7.2 afiadir 500 pL de Tween@Qardar a 4°C.

Solucion de Bloqueo.

Pesar 5 g de leche svelty descremada y aforarf@®anlL con PBS-Tween 20 al 0.05%.
Prepararse antes de utilizarse.

Solucién de Cromégeno/sustrato para Peroxidasa

*Buffer de citratos pH 5.6

29 g de citrato de sodio mas 4.1 g de acido citri@igsolver en 900 mL de 4@
destilada. Ajustar el pH a 5.6 y aforar a 1 L co@Hestilada. Almacenar a 4°C.

A 10 mL del buffer de citratos agregar 4 mg de QPio-fenilendiamina) y 6 pL de
H.O,. Esta solucion se prepara inmediatamente antessdda y mantener en la
oscuridad antes y durante su uso. Verificar lasliooones de almacenamiento dgdA
Solucién de Acido Sulfarico 2N

Tomar 98 mL de K5O, Afadir cuidadosamente a 850 mL dghHdestilada y aforar a
1000 mL.

REACTIVOS PARA WESTERN BLOT

Acrilamida 30% -bis-acrilamida 0.8%
Pesar 30 g de acrilamida (99.9% pureza) mas 0.8eohjs-acrilamida.

Disolver en HO bidestilada y aforar a 100 mL. Filtrar con pay#iatman. Guardar en
un frasco color ambar a 4°C.

Nota: manejar con cuidado este reactivo porqueestoxico.

Buffer del Gel separador: Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8
Disolver 18.15 g de Tris-base (Hidroximetil amindar® o Trizma-base) en 85 mL de
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H,O destilada. Ajustar el pH poco a poco con HCI 4§ta que se alcance un pH de 8.8
y aforar a 100 mL con # bidestilada. Guardar a 4°C.

Buffer del Gel concentrador: Tris-HCI 0.5M, pH 6.8
Pesar 3 g Tris-base (PM=121.1 g) en 40 mL ¢@ bidestilada. Ajustar el pH con HCI
4N hasta que el pH sea de 6.8 y aforar a 50 mlHz@nbidestilada. Guardar a 4°C.

Solucion SDS al 10% (Lauril Sulfato de Sodio)

Pesar 1 g de SDS y aforarlo a 10 mL ca@Hbidestilada. Mantenerlos a 4°C hasta su
uso.

Persulfato de amonio al 109%{APS)

Pesar 0.1 g de Persulfato de amonio y disolver b tie HO bidestilada contenida en
un tubo eppendorf.

NOTA: Se prepara al momento de usarse.

TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametiletiliendiamina): listo para usarse.

Buffer 2X utilizado para el tratamiento de la muesta.

Tris-HCI 0.5M, pH 6.8 2.5mL
SDS al 10% 4 mL
Glicerol 2 mL
2-mercaptoetanol al 2% 0.2 mL
(6 Ditiotretiol DTT)

Azul de Bromofenol 0.2 mg

Aforar a 10 mL con BED bidestilada

Dividir en alicuotas de 1 mL. Almacenar entre -48@fC.
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Amortiguador Tris-glicina para Electroforesis, pH 8.3

Tris- base 0.025 M 3.025¢
Glicina 0.192 M 14.4 ¢
SDS 19

H,O bidestilada 1 Lt aforar

Nota: este amortiguador se puede usar hasta 3 eackescamara inferior. Después de

cada uso se filtra con papel Whatman 1. No ajystar

Buffer de transferencia de proteinas (Tris-base 025 M, Glicina 0.192 M, metanol)

Tris- base 0.025 M 3.03¢

Glicina 0.192 M 14.4 ¢

Metanol 200 mL

H,O bidestilada 1000 mL aforar

Nota: No ajustar el PH. El amortiguador oscilae®tl y 8.4, dependiendo de la calidad
del Tris, glicina y el metanol. EI metanol debe dergrado analitico, de lo contrario

contiene contaminantes metalicos que interfierenlas laminas de los electrodos. Este
amortiguador se puede usar hasta 3 veces, despuéadd uso se filtra con papel

Whatman. Guardar a 4°C.

Solucion de Bloqueo: PBS-Tween 20 al 0.05%che svelty al 6% pH 7.2

Agregar 6 g de leche svelty descremada a 100 mlPB8-Tween 20 al 0.05%.
Homogenizar. Prepararse al momento de uso. No almase.
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Rojo de Ponceau

Acido acético 5.7 mL

Rojo de Ponceau 0.1g

Mezclar la solucion y disolverlas en 100 mL dgHlestilada. Mantener a 4°C en frasco
color ambar.

Solucién de tincion Coomassie

Azul de Coomassie R-250 0.25¢

Metanol 400 mL
Acido acético (99%) 70 mL
H-O destilada 1000 mL aforar

Guardar en frasco color ambar. Mantener a tempearatabiente.
Nota: Esta solucion debe dejarse madurar una semdilmarse a través de papel

Whatman 1 antes de usarse.

Soluciéon Decolorante para Geles de Poliacrilamida
450 mL de Metanol absoluto

450 mL de HO destilada

100 mL de Acido acético glacial

Mantener en frasco color ambar a temperatura argbien

Solucion de revelado sustrato-cromogénico.

En un vaso de precipitado sostenido en una paeliéatrica adicionar 3.5 mL de
metanol mas 10 mg de 4-cloronaftol y 16.5 mL de PBS también agregar un
magneto para mantener una agitacion constante pdwmrzar la solucion. Por ultimo
adicionar 10 pL de $D,. El volumen total es 20 mL. Por cada carril seiada 1 mL

en agitacion hasta la aparicion de bandas proteicas
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ANEXO IX. Carta de consentimiento bajo informacién de pramesnto de muestras
de donadores del Banco de sangre para busqueddaegos antNaegleria fowleri

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
HOSPITAL GENERAL DE ZONA No. 3
Pesqueira Prolongacion Sur Col Juarez

01 642 42 2 07 04 Ext. 119

Navojoa, Sonora a

Donador: Identificado con:
No. Bolsa: Grupo Rh:
Domicilio:

Teléfono: Ciudad:

Por medio de la presente manifiesto haber sido inimado sobre el tipo de
procedimientos que se realizaran en mi persona, deus beneficios, riesgos Yy
complicaciones, y autorizo al personal de salud dste hospital para efectuar a partir de
mi suero, el proyecto de investigacion titulado:

“DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI- Naegleria fowleriEN RESIDENTES
DEL SUR DE SONORA”

Fundamentados en los Aspectos éticos de la inaeslig en seres humanos en Capitulo | del
Articulo 14 fraccion V de la Ley General de Salacheateria de investigacion para la salud.

Nombre y firma del donador Q. Alejandra Retana Cruz (Tesista)
Dr. Fernando Lares Villa Dr. Carlos Mendiola Yarfez
Asesor de Tesis, ITSON Comité local de investigacion en Salud

Testigo

Nota: La presente Carta sera modificada de acuerdo a las Reformas de la Ley Correspondiente.
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