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Resumen

El objetivo del estudio fue comparar la extracciéon de ADN de quistes de
Acanthamoeba sp. con un método disponible comercialmente y cuatro no
comerciales utilizando tratamiento térmico y ultrasonido para la amplifi-
cacion por una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) convencional,
reduciendo tiempos de preparacién y extracciéon de las muestras, como una
herramienta para el diagnéstico en el laboratorio clinico. Se utilizé una
cepa de Acanthamoeba, genotipo T4, cultivada en agar no nutritivo. Los
quistes para analizar, en tres periodos de enquistamiento, se almacenaron
a temperatura ambiente. Se extrajo ADN mediante cinco métodos: pretra-
tamiento térmico, ultrasonido y combinaciones de ellos. La PCR se llevo
a cabo utilizando cebadores especificos JDP1/JDP2. La concentracién y
pureza del ADN extraido con los protocolos evaluados revelaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,0001). El método E (comercial), el
A (térmico) y el B (ultrasonido) lograron los mejores rendimientos en la
amplificacién del fragmento especifico de Acanthamoeba sp. por la PCR
convencional.

Palabras clave: Quiste; ADN; Acanthamoeba; Tratamiento térmico; Ultraso-
nido; Reaccion en cadena de la polimerasa

Rapid DNA extraction alternative in cysts of Acanthamoe-
ba for use in clinical analysis laboratory

Abstract

The objective of the study was to compare the DNA extraction of Acan-
thamoeba sp. cysts with a commercially available method and four
non-commercial ones, with heat and ultrasound treatment that allows
amplification by conventional polymerase chain reaction (PCR), reducing
sample preparation and extraction times, such as a tool for diagnosis in
the clinical laboratory. To this aim, a strain of Acanthamoeba T4 grown
on non-nutrient agar was used. Plates with cysts at three different encys-
tation times were stored at room temperature until the study was carried
out. DNA was extracted with five methods that included pretreatments
(thermal and ultrasound) or combinations of them. PCR was performed
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using specific primers JDP1/JDP2. Concentration and purity of DNA revealed statistically signifi-
cant differences (p<0.0001) between methods. Method E (commercial), method A (thermal) and
B (ultrasound) got the best yields in amplifying the specific fragment of Acanthamoeba sp. by
conventional PCR.

Keywords: Cyst; DNA; Acanthamoeba; Heat treatment; Ultrasound; PCR

Alternativa rapida de extracdo de DNA em cistos de Acanthamoeba para uso
no laboratdrio de analises clinicas

Resumo

O objetivo do estudo foi comparar a extracao de DNA de cistos de Acanthamoeba sp. com um método
comercialmente disponivel e quatro ndo comerciais utilizando tratamento térmico e ultrassom para
amplificagdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional, reduzindo os tempos de preparo
e extracdo das amostras, como ferramenta para o diagndstico no laboratdrio clinico. Foi utilizada uma
cepa de Acanthamoeba, gendtipo T4, cultivada em agar ndo nutritivo. Os cistos para analisar foram
armazenados em temperatura ambiente, correspondendo a trés periodos de encistamento. O DNA foi
extraido por cinco métodos: pré-tratamento térmico, ultrassom e combinagbes deles. A PCR foi rea-
lizada usando iniciadores especificos JDP1/JDP2. A concentragdo e a pureza do DNA extraido com
0s protocolos avaliados revelaram diferencas estatisticamente significativas (p<0,0001). Os métodos
E (comercial), A (térmico) e B (ultrassom) alcancaram os melhores rendimentos na amplificacdo do

fragmento especifico de Acanthamoeba sp. por PCR convencional.

Palavras-chave: Cisto; DNA; Acanthamoeba; Tratamento térmico; Ultrassom; PCR

Introduccién

Los protozoos del género Acanthamoeba son orga-
nismos de vida libre de amplia distribucién ambiental
(1) (2). Bajo determinadas circunstancias pueden com-
portarse como parasitos del hombre y otros animales (3)
(4). Entre las patologias mas notificadas se encuentran la
encefalitis granulomatosa amebiana (EGA) y la queratitis
acanthamoebiana (QA), aunque también pueden produ-
cir lesiones cutaneas, infecciones de senos paranasales y
neumonia (5) (6) (7) (8) (9) (10). Acanthamoeba presenta
un ciclo de alternancia entre trofozoito y quiste, aunque
estudios recientes sugieren estadios intermedios de acuer-
do con el grado de enquistamiento (11). El trofozoito es
la parte activa y de division celular. El quiste es la estruc-
tura latente y de resistencia (12). Esta ultima estructura
presenta una doble pared separada por un espacio. Este
espacio que separa las capas se extiende por toda la super-
ficie, excepto donde se forman los ostiolos (poros) que
sirven para monitorear las condiciones ambientales (13).
Ambas paredes presentan celulosa, en diferentes propor-
ciones, acompanada por proteinas o una matriz granular
(14) (15). La doble pared es responsable de la resisten-
cia natural que presentan los quistes a la desecacion, a los
agentes quimicos y fisicos (16) (17). La resistencia natural
del quiste se ve afectada por el medio seleccionado para
cultivar los trofozoitos y también por el protocolo selec-
cionado para producir quistes (18) (19) (20). El cultivo
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por periodos prolongados en medio axénico influye en
la capacidad de enquistamiento de Acanthamoeba spp.
(21). Tanto el protocolo que se utiliza para cultivar los
trofozoitos como el usado para producir quistes pueden
modificar la susceptibilidad de éstos (18). Independien-
temente del protocolo seleccionado, la cantidad de ADN
del quiste permanece inalterada (22). Un diagnéstico
correcto requiere de una adecuada toma de muestra que
permita la recuperaciéon de una cantidad considerable
de trofozoitos o quistes. A su vez, se requiere un tiempo
de entre 3 a 7 dias para el desarrollo del cultivo, lo que
retrasa asi el diagnostico precoz y el tratamiento adecua-
do. La deteccion del género Acanthamoeba por técnicas
de amplificacién de acidos nucleicos (NAAT) proporcio-
no6 métodos rapidos y sensibles, considerando los trofoz-
oitos y los quistes (23) (24) (25). Estos resultados suelen
estar condicionados por una insuficiente cantidad de
material muestreado y por la resistencia natural de la for-
ma quistica. Para la lisis del quiste se han utilizado proce-
dimientos basados en lisis quimica o mecanica con cho-
que térmico (24) (26) (27) (28). Para la extraccién de
ADN de quistes se han utilizado diversos reactivos (amo-
niaco, proteinasa Ky Chelex 100), con requerimiento de
tiempos de incubacion mas prolongados, lo que genera-
ba un retraso en el diagnéstico (24) (29) (30). También,
para aumentar los rendimientos, se desarrollaron otras
técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
otros cebadores especificos (23) (27). El sonicado se ha



utilizado como una estrategia de desinfeccion o limpieza
para lentes de contacto (31). Esta metodologia también
esta ampliamente extendida en la creaciéon de bibliote-
cas para secuenciacion de la proxima generacion (NGS,
del inglés: next-generation sequencing), pero es muy poco
utilizada para extraer ADN de forma rutinaria para llevar
a cabo una PCR de punto final. La aplicacion del ultraso-
nido es un método con el que se puede aumentar la ca-
lidad y el rendimiento, con reduccién de tiempo y costo
de extraccion. El objetivo de este trabajo fue comparar
un método comercial con otras cuatro alternativas. Para
ello se utiliz6 tratamiento térmico y de ultrasonido, solos
o combinados, para extraer ADN de quistes de Acantha-
moeba, lo que permiti6 la amplificacion por una PCR con-
vencional, pero reduciendo los tiempos de preparacion
y extraccion de las muestras, haciendo que estas técnicas
puedan ser aplicables al diagnostico en el laboratorio de
analisis clinicos.

Materiales y Métodos

Muestras de Acanthamoeba

Todos los experimentos se llevaron a cabo utilizan-
do una cepa de Acanthamoeba genotipo T4, secuenciada
por los autores de este trabajo y proveniente de un caso
de encefalitis amebiana granulomatosa en una paciente
pediatrica (32). Los trofozoitos se cultivaron en placas
de Petri (50 mm de diametro y 14,2 mm de altura) con
agar no nutritivo (ANN) cubierto con 500 pL de una
suspension de Escherichia coli en medio Page como nu-
triente para el protozoo. El crecimiento se evalu6é me-
diante el examen microscopico directo. Las placas se
incubaron a 37 °C y se monitorearon diariamente du-
rante 15 dias para la deteccion de trofozoitos. Finaliza-
da la etapa de crecimiento, las placas con quistes se de-
jaron secar durante 7 dias en estufa a 37 °C. Las placas,
con la presencia de los protozoos ya enquistados, se
almacenaron a temperatura ambiente hasta el momento
del estudio. Se trabajo con tres tiempos diferentes de
cultivo o enquistamiento: octubre de 2017, agosto de
2019 y enero de 2020.

Recoleccién de quistes de placas con agar no nu-
tritivo deshidratado

Las placas con los protozoos enquistados fueron hu-
medecidas con 1000 pL de agua de calidad molecular
(libre de nucleasas, Biodynamics); se dej6 hidratar el
agar y luego se procedi6 a raspar suavemente con ansa.
El liquido fue recolectado y se volvié a volcar en la pla-
ca, con el fin de arrastrar una mayor cantidad de quistes
y obtener una mayor concentracion; este procedimien-
to se repiti6 varias veces y para cada uno de los anos
estudiados.
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Concentracién de los quistes

Todos los quistes obtenidos, separados por ano, se
colocaron en tubos cénicos con 10 mL de agua de ca-
lidad molecular (libre de nucleasas Biodynamics). Las
muestras fueron homogeneizadas invirtiendo cada fras-
co 15 veces. Se transfirieron 100 pL de cada unay 100
pL de una solucién de Trypan Blue (0,4%, Sigma) a un
tubo estéril de 1,5 mL para estimar la concentracion
y el porcentaje de quistes viables a través del recuen-
to en camara de Neubauer para cada ano de estudio.
Se analizaron 75 muestras con quistes (solucién con
proporciones iguales de los tres anos estudiados) de
Acanthamoeba, con una carga promedio de 1,35 x 10°
quistes/mL.

Extraccién de ADN

E1I ADN de los quistes fue extraido usando 5 métodos
de extraccion, como se puede observar en la Tabla I.
Cada método tenia un pretratamiento o una combina-
cioén de estos métodos.

Las muestras de ADN extraidas fueron almacenadas
y conservadas a -20 °C hasta su analisis.

Cuantificacién y pureza del ADN

La cuantificacion del ADN fue determinada por es-
pectrofotometria (DeNovix DS11-Spectrophotometer)
calculada a través de la absorbancia a 260 nm (A260) y
la pureza se obtuvo mediante la relacion A260/A280 y
A260/A230.

Amplificacién por PCR convencional

La PCR se llevo a cabo utilizando los cebadores es-
pecificos JDP1/JDP2 (33). La mezcla de reaccion se
realizé con 2,5 pL. de buffer (Promega), 0,5 pL. de una
mezcla de DNTP (10 mM de cada uno) (Promega),
1,5 pLL (20 pM) de cada cebador, 1,25 UTaq (Promega)
y 5,0 pL. de ADN. Se llev6 a 25 pL. de volumen final con
agua libre de nucleasas (Biodynamics). Para el desarro-
llo de la PCR se utilizé un termociclador Ivema T18. Las
condiciones de reaccién fueron: 95 °C por 7 min, segui-
do por 45 ciclos de 95 °C por 1 min, 60 °C por 1 min,
72 °C por 2 min y una extensién a 72 °C por 10 min.
Los productos de amplificacion fueron visualizados me-
diante electroforesis en geles de agarosa (Biodynamics)
al 1,5%, tenidos con 5 pL. de GelRed® (Biotium) y se
visualizaron bajo luz UV con un transiluminador Light
Dual (Labnet). El tamano de los amplicones se estimo
por comparaciéon con una escala de 100 pb (PB-L, Pro-
ductos Bio-Légicos. Argentina). Como control positivo
se utilizo6 ADN de una cepa de Acanthamoeba polyphaga
ATCC 30461.
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Tabla |. Métodos de extraccion de ADN de quistes de Acanthamoeba spp.

Detalle

Las suspensiones de quistes (300 pL) se calentaron en bafio Maria durante 10 min a
100 °C y luego se dejaron enfriar a temperatura ambiente.

Las suspensiones fueron sonicadas a 20 kHz con un soporte en frio (sonicador SONIC
Vibra Cell, modelo CV 18, Newton, EE.UU.) durante 10 s a una potencia de 80%, con
intervalos de descanso de 5 s, completando un total de 30 s.

Como se describe en el método A. Adicionando extraccién artesanal.

Las muestras se lisaron con 500 pL de buffer de lisis UNSET (Urea-NaCl-SDS-EDTA-
Tris CIH) a temperatura ambiente con igual volumen de fenol-cloroformo-alcohol iso-
amilico (25:24:1). Se centrifugaron a 8000 g durante 10 min. Se transfirié la fase
acuosa a un microtubo nuevo, se traté con 500 pL de fenol-cloroformo-alcohol isoami-
lico. Se precipité el ADN con 10 pL de NaCl 3 My 1 mL de etanol absoluto (frio) y se
mezclé suavemente. Se mantuvieron a -20 °C durante toda la noche. Se centrifugaron
a 15 000 g durante 30 min. Los sedimentos se lavaron con 500 pL de etanol al 70%
(frio) y se centrifugaron a 15 000 g por 30 min. Los sedimentos se secaron en un blo-
que térmico a 55 °C y se afiadieron 100 pL de agua libre de nucleasas (Biodynamics).

Como se describe en el método A, posteriormente las suspensiones fueron sonicadas

Se utilizéd un kit de extracciéon de ADN comercial (Quick Tissue/Culture Cells Genomic
DNA extraction, Dongsheng Biotech, Montebio, China) siguiendo las instrucciones del

Método Descripcion
A Pretratamiento térmico
B Pretratamiento con
ultrasonido
Cc Pretratamiento térmico.
Extraccién artesanal:
UNSET (34)
D Pretratamiento
térmico + ultrasonido como se describe en el método B.
Extracciéon artesanal:
UNSET (34) La extraccion se realizé como figura en el método C.
E Pretratamiento ninguno
Extraccién comercial
fabricante.

Analisis estadistico

Las determinaciones de la cantidad y calidad del
ADN obtenido con los diferentes métodos de extrac-
cion fueron evaluadas mediante un analisis de varian-
za (ANOVA) y comparadas mediante el test de Tukey
(1C=95%, a=0,05).

Se compararon las amplificaciones por PCR obteni-
das a partir de los métodos de extraccion de ADN me-
diante un test de Chi cuadrado (a=0,05).

Resultados

Los valores de la concentracion promedio de ADN
(ng/pL), pureza y calidad (A260/280y A260/230) ob-
tenidos de las muestras y determinados mediante espec-
trofotémetro se muestran en la Tabla II.

La concentracién y la pureza del ADN extraido me-
diante los protocolos evaluados revelaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,0001) (Tabla II). El
método C permitié obtener la mayor concentracion.
Con respecto a la relacion A260/280 y A260/230 tam-
bién se encontraron diferencias significativas entre los
métodos, pero solo en los métodos C 'y D se obtuvieron
valores de pureza 6ptima para las relaciones de absor-
bancia. La variable de interés fue el éxito en la amplifi-
cacion para evaluar el rendimiento de los métodos. Se
logré la amplificaciéon por PCR convencional en el 52%
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(89/75) de las muestras estudiadas. El método C, con
el que se obtuvo la mayor concentracion de ADN y una
pureza 6ptima, no logré amplificar ningtin fragmento
especifico (Tabla III).

No se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos que amplificaron el segmento especifico
(Chi cuadrado=6,08; p=0,10).

Discusion y Conclusiones

En este estudio se logré extraer ADN utilizando
métodos térmicos y de ultrasonido que permitieron la
amplificacion del fragmento especifico de Acanthamoe-
ba por PCR convencional. También se logré cumplir el
objetivo con el método comercial y con el artesanal, si
bien con este ultimo se redujo el rendimiento. Para la
extraccion de ADN de quistes se han utilizado diversos
procedimientos con muy buenos rendimientos (24)
(26) (27) (28) (29) (30) debido a que la estructura del
quiste genera una alta resistencia. El protocolo ideal
de lisis deberia tener la fuerza necesaria para romper
el mismo y preservar la molécula de ADN para la am-
plificacién, procedimiento que se logré utilizando el
método A (térmico) y el B (ultrasonido). Cabe senalar
que no se recomienda el uso del ultrasonido durante
tiempos prolongados para evitar el calentamiento y la
degradacion del material celular (35). Para el diagnos-
tico clinico se requieren protocolos que sean sencillos,
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Tabla Il. Resumen estadistico de los valores minimos, maximos, media y desvios estandar expresados por método
para la concentracion de ADN y la pureza promedio obtenida.

Método Minimo Maximo Media Desviacion estandar
A 0,4 109,1 17,2 33,9
B 0,4 119,7 18,9 35,6
z:’g';ﬁi')'tmién del ADN c 1,2 9954,5 42232 3327,0
D 70,5 3823,7 919,6 1090,1
E 0,9 69,1 10,2 18,5
A 0,67 1,73 1,2 0,3
B 0,26 1,26 0,8 0,3
A260/280 c 0,52 2,35 2,0 0,4
D 1,62 2,05 1,8 0,2
E 0,72 1,9 1,1 0,3
A 0,35 1,45 0,7 0,3
B 0,34 2,75 0,8 0,7
A260/230 c 1,65 2,15 2,0 0,2
D 1,72 2,13 1,9 0,1
E 0,31 1,97 0,9 0,4

Tabla Ill. Porcentaje de amplificacion de ADN por PCR a partir de los métodos de extraccion de ADN utilizados
para todas las muestras analizadas (n=75).

Tratamiento Método Positiva PCR Negativa % (+)
Térmico Ninguno (A) 10 5 66,7
Ultrasonido Ninguno (B) 11 4 73,3
Térmico Artesanal (C) 0 15 0
Térmico + ultrasonido Artesanal (D) 6 9 40,0
Ninguno Comercial (E) 12 3 80,0

rapidos, reproducibles y econémicos. En este trabajo se
observo que los cinco métodos analizados fueron tutiles
para extraer ADN de Acanthamoeba, aunque no todos
lograron la amplificacién de los fragmentos especificos.
En ningtin método de extraccion se registraron valores
que indicaran contaminaciéon por ARN.

El método comercial (E) logré generar fragmentos
de ADN molde para ser amplificados por la PCR. Asi-
mismo, este método no requirié de incubaciones pre-
vias, con lo que se disminuyeron atn mas los tiempos
de diagnostico (24). Ni el método térmico (A) ni el ul-
trasonico (B) lograron ser tan eficaces como el método
comercial (E).

Aunque los métodos térmico y fisico no lograron
ser tan eficaces como el comercial, ambas metodolo-
gias desarrolladas (por calentamiento y ultrasonido)
simplificaron la preparacion de la muestra y redujeron

los costos. Utilizar solo la opcién térmica o el sonica-
do permiti6 extraer ADN para amplificar el fragmen-
to especifico (421-500 pb). Ambas opciones se pre-
sentan como técnicas de extraccion ideales debido a
que poseen un numero limitado de pasos, no utilizan
disolventes peligrosos, son relativamente econémicas
y requieren poco tiempo (10 minutos o 30 segundos
por muestra). Se considera que los resultados son im-
portantes debido a que evidencian la posibilidad de
extraer ADN de la fase quistica acelerando los tiempos
de diagnostico clinico. Por todo lo expuesto se conclu-
ye que la extraccion de ADN a partir de un pretrata-
miento térmico o por ultrasonido en quistes es un mé-
todo sensible y confiable para la amplificacién de ADN
de Acanthamoeba por PCR convencional y representa
una alternativa rapiday econémica para el diagnoéstico
molecular. Disponer de un sonicador en laboratorios

Acta Bioquim Clin Latinoam 2022; 56 (2): 187-93



192

qu

Rojas M del C et al.

e utilizan PCR es, en la actualidad, alta y accesible.

Los mismos han ido logrando mds espacio en los la-

bo

ratorios de diagnosticos, las prestaciones son muy

amplias, los costos no son altos y sirven para muchos ti-
pos de muestras. El uso de reactivos toxicos no son los
deseables, pero son otra alternativa mas econémica.
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