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Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el cultivo de cepas de Acanthamoeba 
spp. en agua destilada estéril apirógena de uso farmacéutico. Se utilizaron 
dos cepas de genotipo T4 [un aislamiento de encefalitis granulomatosa 
amebiana (EGA) y una ambiental] y cepas correspondientes a los genotipos 
T5 y T15. Los quistes de cada una de las cepas se sembraron en placas de 
Petri con agar no nutritivo con diferentes soluciones (agua destilada estéril 
apirógena uso médico para preparaciones inyectables, agua destilada filtra-
da, medio Page) y combinados con suspensiones de Escherichia coli. Las 
placas se incubaron a 37 °C y se monitorearon diariamente durante 15 días 
para la detección de trofozoítos. El crecimiento se evaluó mediante examen 
microscópico directo. Cada cultivo contó con cuatro repeticiones para cada 
una de las cepas (n=96). En conclusión, se hallaron diferencias estadísti-
camente significativas en el crecimiento de las cepas por día. Las cepas T5 
y T4 (encefalitis amebiana granulomatosa) desarrollaron mayor cantidad de 
trofozoítos en el primer día respecto de la cepa T15 (H=16,42; p=0,001). 
En el agua apirógena con E. coli se obtuvo un crecimiento igual a la solu-
ción de Page con E. coli (H=24,64; p=0,0001). No se hallaron diferencias 
estadísticamente significativas en la cantidad de trofozoítos obtenidos en 
agua apirógena con E. coli y solución de Page con E. coli en la cepa T4 
(EGA) (U=4; p<0,05) pero sí en la cepa T4 ambiental (U=0; p<0,05).
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gena 

Acanthamoeba spp. culture in pyrogen-free water 

Abstract

The objective of this study was to evaluate the culture of strains of Acan-
thamoeba spp. in sterile apyrogenic distilled water for pharmaceutical use. 
Two T4 genotype strains [one isolate of granulomatous amebic encephalitis 
(GAE) and one environmental], a T5 and T15 genotype strains were used. 
The cysts of each of the strains were seeded in Petri dishes with non-nutri-
tive agar with different solutions (pyrogenic sterile distilled water for med-
ical use for injectable preparations, filtered distilled water, Page medium) 
and combined with Escherichia coli suspensions. Plates were incubated at 
37 °C and monitored daily for 15 days for the detection of trophozoites. 
Growth was assessed by direct microscopic examination. Each medium cul-
ture counted four replicates for each of the strains (n=96). Concluding, 
statistically significant differences were found in the growth of the strains 
per day. Strains T5 and T4 (granulomatous amebic encephalitis) developed 
a greater number of trophozoites on the first day compared to strain T15 
(H=16.42; p=0.001). In apyrogenic water with E. coli, a growth equal to 
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Introducción 
El género Acanthamoeba pertenece a un grupo de 

protozoos ubicuos y de vida libre que se encuentran 
en el ambiente y se pueden aislar de una variedad de 
hábitats (1) (2) (3) (4). El estudio de Acanthamoeba 
resulta de interés para la salud pública debido a que 
causa patologías como encefalitis granulomatosa 
amebiana (EGA), queratitis por Acanthamoeba (QA), 
lesiones cutáneas, infecciones de senos nasales y neu-
monía (5) (6) (7) (8) (9). Su plasticidad y capaci-
dad de adaptación son de interés para el diseño de 
modelos celulares complejos (10) (11). También las 
relaciones endosimbióticas de este protozoo pueden 
incrementar su propia virulencia y la de sus endosim-
biontes (12). Los medios de agar no nutritivo (ANN) 
con una suspensión de Escherichia coli en solución de 
Page (monoxénico) y peptona-levadura-glucosa (PYG) 
(axénico) se han introducido como medios estánda-
res de cultivo para Acanthamoeba spp. (13) (14) (15). 
Otros medios son utilizados para la obtención de tro-
fozoítos o quistes (16) (17) (18) (19) (20). El cultivo 
axénico se presenta como una alternativa sencilla pero 
no siempre exitosa debido a que algunos aislados de 
Acanthamoeba spp. no crecen bajo esta condición (21). 

Los períodos prolongados en estos tipos de medios 
afectan la capacidad de enquistamiento (22) pero no 
al desarrollo poblacional de los trofozoítos necesarios 
para llevar a cabo pruebas de sensibilidad a fármacos, 
obtención de antisueros, estudio de vacunas o desa-
rrollo de pruebas de diagnóstico (18). En el área de 
la salud pública humana, el diagnóstico correcto debe 
insumir el menor tiempo posible. Contar con un me-
dio de cultivo estandarizado, esterilizado y disponible 
comercialmente reduce el tiempo de preparación de 
soluciones, acorta el tiempo de diagnóstico y agiliza 
la implementación de un tratamiento adecuado. En 
este trabajo se evaluó la posibilidad de cultivar cepas 
patógenas y ambientales de Acanthamoeba spp. en agua 
destilada estéril apirógena de uso farmacéutico, con 
el objetivo de reducir costos y tiempo de cultivo, tan 
necesarios para el diagnóstico en seres humanos.

Materiales y Métodos

Cepas de Acanthamoeba spp.

Se utilizaron cuatro cepas secuenciadas de Acantha-
moeba spp., una de genotipo T4, proveniente de un ais-

Page’s solution with E. coli was obtained (H=24.64; p=0.0001). No statistically significant differ-
ences were found in the amount of trophozoites obtained in apyrogenic water with E. coli and Page’s 
solution with E. coli in strain T4 (GAE) (U=4; p<0.05), but significant differences were found in the 
environmental T4 strain (U=0; p<0.05).

Keywords: Acanthamoeba spp.; Culture; Sterile apyrogenic distilled water

Cultura de Acanthamoeba spp. em água apirogênica 

Resumo
O objetivo deste trabalho foi avaliar o cultivo de cepas Acanthamoeba spp. em água destilada apiro-
gênica estéril para uso farmacêutico. Foram utilizadas duas cepas de genótipo T4 [um isolamento de 
encefalite granulomatosa amebiana (EGA) e uma ambiental], e cepas correspondentes aos genótipos 
T5 e T15. Os cistos de cada uma das cepas foram semeados em placas de Petri com ágar não nu-
tritivo com diferentes soluções (água destilada estéril apirogênica para uso médico para preparações 
injetáveis, água destilada filtrada, meio Page) e combinados com suspensões de Escherichia coli. As 
placas foram incubadas a 37 °C e monitoradas diariamente durante 15 dias para detecção de trofo-
zoítos. O crescimento foi avaliado através de exame microscópico direto. Cada cultura contou com 
quatro réplicas para cada uma das cepas (n=96). Em conclusão, diferenças estatisticamente signifi-
cativas foram encontradas no crescimento das cepas por dia. As cepas T5 e T4 (encefalite amebiana 
granulomatosa) desenvolveram maior número de trofozoítos no primeiro dia em relação à cepa T15 
(H=16,42; p=0,001). Em água apirogênica com E. coli, foi obtido crescimento igual ao da solução de 
Page com E. coli (H=24,64, p=0,0001). Não foram encontradas diferenças estatisticamente signifi-
cativas na quantidade de trofozoítos obtidos em água apirogênica com E. coli e solução de Page com 
E. coli na cepa T4 (EGA) (U=4; p<0,05), mas sim na cepa T4 ambiental (U=0; p<0,05).

Palavras-chave: Acanthamoeba spp.; Cultura; Água destilada apirogênica estéril
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lamiento de EGA (23) y las restantes tres eran de geno-
tipos ambientales: T4, T5 y T15 (4). Los trofozoítos se 
obtuvieron de cultivos realizados en placas de Petri (50 
mm de diámetro y 14,2 mm de altura) con agar no nu-
tritivo (ANN), cubiertos con 500 µL de una suspensión 
de Escherichia coli en medio Page como nutriente para 
el protozoo. El crecimiento se evaluó mediante examen 
microscópico directo. Las placas se incubaron a 37 °C 
y se monitorearon diariamente durante 15 días para la 
detección de trofozoítos. Finalizada la etapa de creci-
miento, las placas con quistes se dejaron secar durante 
30 días en estufa a 37 °C. 

Recolección de quistes de placas con agar no 
nutritivo (ANN) deshidratado

Las placas con los protozoos enquistados fueron hu-
medecidas con 1000 µL de agua de calidad molecular 
libre de nucleasas (Biodynamics); se dejó hidratar el 
agar y luego se procedió a raspar suavemente con ansa. 
El líquido fue colectado y se volvió a colocar en la placa, 
con el fin de arrastrar la mayor cantidad de quistes para 
obtener mayor concentración, procedimiento que se 
repitió cinco veces.

Concentración de los quistes

Todos los quistes obtenidos, separados por aisla-
miento, se colocaron en tubos cónicos con 10 mL de 
solución de Page. Las muestras se lavaron cuatro veces, 
tres lavados se realizaron con solución de Page durante 
2 min a 12 000 r.p.m. y el último con agua de calidad 
molecular libre de nucleasas (Biodynamics) durante 5 
min a 15 000 r.p.m. La finalidad de los lavados fue eli-
minar restos de bacterias. Se verificó la concentración 
de quistes viables de cada aislamiento mediante tinción 
(azul tripán al 0,4%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
EE.UU.) por recuento en cámara de Neubauer.

Diseño experimental y análisis estadísticos

Se utilizaron placas de Petri con ANN. Los quistes 
fueron sembrados en diferentes soluciones (tratamien-
tos) combinados o no con suspensiones de E. coli:

• agua destilada estéril apirógena (de uso médico 
para preparaciones inyectables)

• agua destilada estéril apirógena con suspensión 
de E. coli

• agua destilada filtrada (filtro 0,22 µm)
• agua destilada filtrada (filtro 0,22 µm) con sus-

pensión de E. coli
• medio Page: NaCl 120 mg; MgSO4.7H2O 4 mg; 

CaCl2.2H2O 4 mg; Na2HPO4 142 mg; KH2PO4 136 
mg; H2O destilada c.s.p. 1000 mL. (13)

• Como control se utilizó el medio Page con sus-
pensión de E. coli (13)

Las placas fueron incubadas a 37 °C y monitoreadas 
diariamente durante 15 días. Cada uno de los trata-
mientos y sus respectivas suspensiones tuvieron 4 repe-
ticiones para cada una de las cepas (n=96). Dado que 
los resultados no presentaban distribución normal, las 
comparaciones se realizaron utilizando las pruebas de 
Kruskal-Wallis por rangos y Mann-Whitney (p<0,05). Se 
categorizó de 1 a 4 el crecimiento de las cepas conside-
rando el porcentaje (1-sin crecimiento, 2-hasta el 25% 
de crecimiento en placa, 3-hasta el 75% de crecimiento 
en placa, 4-100% de crecimiento en placa).

Resultados

Se verificó la presencia de trofozoítos durante el pri-
mer día de cultivo en el 50% (48/96) de las placas de 
Petri. La prueba de Kruskal-Wallis registró diferencias 
estadísticamente significativas en el crecimiento de las 
cepas por día (Tabla I). Durante el primer día las cepas 
T4 y T5 (EGA) desarrollaron una mayor cantidad de 
trofozoítos respecto de la cepa T15 (H=16,42; p=0,001) 
(Tabla I). A partir del tercer día no se observaron dife-
rencias entre las cepas (H=4,17; p=0,18).

Tabla I. Crecimiento de cepas de Acanthamoeba spp. por día

Días Cepas Rango Grupo (*)

1

T15 32,29 A

T4 41,27 AB

T5 55,79 ABC

T4(EGA) 64,65 C

2

T4 36,94 A

T15 42,81 AB

T4(EGA) 55,73 B

T5 58,52 B

(*) indican grupos diferentes.

Se encontraron diferencias estadísticamente signi-
ficativas respecto de las suspensiones y soluciones uti-
lizadas como medios de cultivo (Tabla II). Durante el 
primer y el segundo día con el agua apirógena más E. 
coli y con la suspensión de Page más E. coli se obtuvo 
la mayor cantidad de trofozoítos (H=16,42; p=0,0008; 
H=21,31; p=0,0003, respectivamente). Se cuantificó la 
cantidad de trofozoítos obtenidos con las dos mejores 
suspensiones (agua apirógena con E. coli y Page con E. 
coli) con amebas del genotipo T4 (ambiental y EGA). 
La prueba de Mann-Whitney no registró diferencias 
estadísticamente significativas para la cepa T4 (EGA) 
(U=4; p<0,05) pero sí se hallaron diferencias significati-
vas para la T4 (ambiental) (U=0; p<0,05).
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momento del diagnóstico clínico la utilización del agua 
apirógena con E. coli resulta ser un protocolo accesible, 
aplicable, sencillo, rápido, reproducible y económico. 
Se concluye que el agua estéril apirógena, que se utili-
za en el área de la salud humana, suplementada con E. 
coli resulta una suspensión óptima para el crecimiento 
de Acanthamoeba spp., representa una alternativa rápida 
y económica para el diagnóstico y evita preparar la solu-
ción de Page, ya que no todos los laboratorios disponen 
de las drogas necesarias.
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