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Queratitis por Acanthamoeba
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Algunas amebas de vida libre (AVL, free-living amebae) de los géneros Naegleria,
Acanthamoeba y Balamuthia (pertenecientes a la familia Acanthamoebidae) han sido
identificadas como agentes infecciosos en humanos y animales. S6lo una especie de
Naegleria, N. fowleri, algunas de Acanthamoeba (A. castellani, A. culbertsoni, A. hatchetti, A.
healyi, A. polyphaga, A. rhysodes, A. astronyxis, A. divionensis) y la Unica especie conocida
de Balamuthia, B. mandrillaris, se sabe que causan enfermedades. Estas amebas se
encuentran ampliamente distribuidas en el agua y suelo de los cinco continentes. La tierra
himeda y las aguas con abundante sustrato son un buen caldo de cultivo para su
persistencia y multiplicacion. Se han aislado tanto en aguas dulces como saladas, en aguas
costeras de mares, en rios, lagos, embalses, estanques y piscinas; contaminando sistemas
y dispositivos (conducciones de agua, de calefaccién, aire acondicionado, etc.), y
secundariamente objetos y enseres comunes de nuestro entorno, por lo que son multiples
las ocasiones de entrar en contacto con estos pequefios protozoarios, que pueden ser
causa de diversas afecciones.

Naegleria fowleri es el agente etiolégico de la grave, y a menudo fatal,
menigoencefalitis amebiana primaria de evolucion sobreaguda (<10 dias); Acanthamoeba y
Balamuthia, de la meningoencefalitis granulomatosa amebiana de curso subagudo o
cronico, asi como de granulomas en la piel y en otros 6rganos y tejidos, y de queratitis
(recientemente se ha descrito un nuevo caso de meningoencefalitis amebiana originado por
Sappinia diploidea). Muchas de estas infecciones son oportunistas y ocurren sélo en
huéspedes inmunodeprimidos (meningoencefalitis por Acanthamoeba y Balamuthia,
acantamebiasis cutanea), pero en otros casos no es asi, puesto que la queratitis por
Acanthamoeba, la meningoencefalitis por Naegleria y algunos casos de meningoencefalitis
por Balamuthia pueden producirse en personas sanas (inmunocompetentes).

Por otro lado, se ha comprobado que las AVL interactian con distintas especies
bacterianas en el medio. Acanthamoeba ha sido identificada como predadora de bacterias
(enterobacterias, pseudomonas, vibrios, etc.). En otros casos, las bacterias utilizan a la
ameba como hospedador y también como ‘“refugio” en presencia de factores hostiles;
igualmente, bajo condiciones favorables de temperatura, osmolaridad y pH, pueden
multiplicarse e inducir la lisis de aquéllas, caso de Legionella pneumophila, Listeria
monocytogenes, Vibrio cholerae, Chlamydia pneumoniae, E.coli O-157, etc., con las
consecuencias que éste hecho puede tener para la propagacion de patégenos al hombre.

El ciclo biolégico de Naegleria consta de tres estadios: quiste, trofozoito y forma
flagelada. Los otros dos géneros carecen de forma flagelada. Los trofozoitos de Naegleria
infectan al hombre y animales atravesando el epitelio neuro-olfatorio, alcanzando asi el
sistema nervioso central (SNC), y pueden encontrarse en el liquido cefalorraquideo (LCR).
Los de Acanthamoeba pasan a través de pequefias escoriaciones de la piel o de Ulceras
mucosas del tracto respiratorio y, posteriormente, por via hematdégena llegan a diversos
organos y tejidos del cuerpo, con un claro tropismo por la piel y SNC, en donde pueden
multiplicarse activamente y originar una meningoencefalitis muy grave, por la frecuente
demora en el diagnéstico (es muy infrecuente el hallazgo de trofozoitos en el LCR).
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El diagnodstico de estas infecciones del SNC es complicado y se sustenta
fundamentalmente en el examen directo y en los cultivos del LCR y de biopsia cerebral. Las
técnicas de deteccién antigénica por hibridacién con sondas o PCR y la inmunofluorescencia
directa (IFD) con anticuerpos monoespecificos o genoespecificos marcados, estan al
alcance de muy pocos laboratorios (en centros de investigacién o muy especializados). El
tratamiento también es probleméatico puesto que no estd estandarizado, y ademas varios
antiamebianos de primera eleccién no se han comercializado en nuestro pais.

BIOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA

El género Acanthamoeba comprende protozoos ubicuos de vida libre que se
encuentran en el aire, suelo, aguas dulces o saladas, residuales, e incluso en el agua del
grifo o embotellada, unidades de dialisis, material odontolégico, etc. También se encuentran
como contaminantes de cultivos bacterianos o celulares y han sido aisladas de las vias
respiratorias altas de humanos sanos, de lesiones de piel en inmunodeprimidos y de tejido
corneal en pacientes con queratitis amebiana. Su ciclo biolégico consta de dos estadios: una
forma activa, con capacidad infecciosa y reproductora, que es el trofozoito, y la forma
latente, que es el quiste. El trofozoito se alimenta de bacterias, algas, levaduras y particulas
organicas ambientales por medio de la emision de pseuddpodos y posterior fagocitosis (en
la cérnea se piensa que se alimentan de queratocitos). La locomocién la realizan gracias a
los acantopodios y se reproducen por fisién binaria. La formacion del quiste ocurre bajo
condiciones ambientales adversas, como la falta de alimento, desecacion o cambios en la
temperatura y pH. En estas condiciones, el microorganismo reduce drasticamente su
actividad metabdlica y asi es capaz de sobrevivir a la accidon de desinfectantes, antibioticos,
cloracion y bajas temperaturas, incluso de congelacion, permaneciendo viables varios afios
a —20°C. Bajo condiciones ambientales apropiadas, los quistes se transforman en
trofozoitos, los cuales sintetizan enzimas que favorecen la penetracion y destruccion tisular.

Aunqgue el uso de lentes de contacto es el factor predisponente mas frecuentemente
asociado a la queratitis por Acanthamoeba, la incidencia de esta enfermedad entre los
portadores de estas lentes sigue siendo muy baja, lo que indica que éste microorganismo
es, relativamente, poco virulento, que existe inmunidad innata en el huésped y que el epitelio
corneal ofrece una barrera frente a la penetracion de las amebas en el estroma y el
desarrollo consiguiente de queratitis. En los pacientes con antecedentes de traumatismo, las
amebas pueden llegar directamente al estroma, y en portadores de lentes de contacto dicho
acceso se facilita por microtraumatismos repetidos, aunque se ha visto que A. castellanii
atraviesa el epitelio intacto de la cornea. No estan bien caracterizados los mecanismos del
sistema inmunitario que operan contra Acanthamoeba. En estudios experimentales con
animales se ha visto que los neutréfilos y macrofagos constituyen la mayor respuesta
inflamatoria celular en el area de la infeccion. Parece que los macrdéfagos conjuntivales
tienen un papel muy importante en la primera linea de defensa y en la eliminacion de los
trofozoitos, ya que su desaparicion aumenta la incidencia de la infeccién, agrava la
enfermedad y determina que la queratitis se inicie mas temprano y tenga un curso mas
prolongado. El primer caso de queratitis por Acanthamoeba fue descrito en 1974, y hasta
1984 se mantuvo como una enfermedad muy poco frecuente, en la mayoria de casos
asociada a traumatismos de la cérnea y a la exposicién a aguas contaminadas. A mediados
de los ochenta, aumenté de forma espectacular el nimero de casos y se atribuy6 al
incremento del uso de lentes de contacto y a su incorrecta desinfeccion.

Entre los factores predisponentes destacan los traumatismos corneales, el contacto
con cuerpos extrafios o la exposicion al agua templada (de una bafiera o piscina, por
ejemplo); pero el factor de riesgo mas importante para contraer esta infeccion es el uso de
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lentes de contacto, sobre todo si se usan soluciones salinas caseras 0 agua corriente para el
lavado de las mismas, el no desinfectarlas apropiadamente o con la frecuencia
recomendada, y su utilizacion durante la practica de la natacién.

MANIFESTACIONES CLINICAS

La queratitis amebiana es la manifestaciéon clinica mas habitual de la infestacién por
el género Acanthamoeba. Se caracteriza por ser dolorosa e invalidante. La infeccién
progresa originando una ulceracién de la cérnea y puede dar como resultado ceguera en
casos muy graves. Es una enfermedad dificil de diagnosticar y tratar, ya que las
manifestaciones clinicas se confunden a menudo con las de las queratitis herpética, fungica
0 micobacteriana, lo que provoca que el diagndstico correcto y el comienzo del tratamiento
se retrasen semanas 0 meses.

El cuadro clinico varia segun el momento de la primera consulta. Al principio, las
amebas se encuentran en el epitelio corneal, pero si la enfermedad progresa ocurre la
invasion del estroma. En sus inicios, se caracteriza por limbitis, queratopatia punteada,
infiltrados epiteliales, subepiteliales o perineurales (queratoneuritis radial). En este momento
el paciente sufre enrojecimiento, lagrimeo, fotofobia y dolor de diversa intensidad, pero
desproporcionado respecto a los signos oculares, asi como vision borrosa. Si la enfermedad
progresa, puede observarse ulceracion, infiltrados anulares, placas endoteliales y uveitis
anterior, con o sin hipopion (presencia de pus en la camara anterior del 0jo), y mas
infrecuentemente, edema corneal. Si el proceso se agrava, se pueden producir abscesos,
escleritis, glaucoma, catarata e infeccion microbiana secundaria. Lo mas caracteristico es la
presencia de un infiltrado anular compuesto por células inflamatorias (neutréfilos). Los
pacientes que sufren esta infeccion son generalmente inmunocompetentes; no obstante, no
desarrollan inmunidad protectora apreciable, por lo que es posible la reinfeccién.

DIAGNOSTICO
Obtencion de la muestra y envio al laboratorio

Ante una sospecha de queratitis por Acanthamoeba, o simplemente para descartarla
en presencia de datos oftalmologicos y epidemiologia sugestiva (tratamientos
convencionales fallidos, antecedente de traumatismo ocular o portador de lentes de
contacto), el oftalmdlogo solicitar4 al laboratorio de Microbiologia, el envio de un recipiente
idéneo para el transporte y conservacion de la muestra. Un tubo o frasco estéril de boca
ancha (los contenedores de orina de 50-100 ml son apropiados) con 1 ml de solucién de
Page, previamente atemperada en estufa de cultivos durante 20 min, es valido para
depositar las pequefias virutas corneales recogidas asépticamente mediante microespatula
oftalmica o similar, y también es adecuado para descartar queratitis de otra etiologia,
bacteriana o virica, puesto que el fin primordial es evitar la desecacién de la muestra. El
recipiente se mantendra a temperatura ambiente hasta su transporte al laboratorio, aunque
también es posible hacerlo sin solucidn conservante si se asegura un rapido procesamiento
(el personal esta avisado de su llegada y de la naturaleza de la muestra).

Cultivo de la muestra

Una vez que la muestra (raspado corneal o biopsia) llega al laboratorio, se procedera asi:

» Sacar de la nevera (4-8°C) un frasco con solucion de Page (SP) y atemperar; caso de
almacenar esta soluciéon concentrada (10x, 50x), se diluye con agua bidestilada estéril
hasta 1x (solucién de uso). (ver anexo 1, al final del documento)
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e Sacar de la nevera y atemperar una placa de Petri con medio de Page (MP, con base de
agar no nutritivo) o un tubo con el mismo medio (solidificado en posicién inclinada). El
cultivo en placa es quizas algo mas sensible y mas precoz en detectar el crecimiento de
Acanthamoeba, pero tiene el inconveniente de desecarse antes que el cultivo en tubo y
por ello, necesita hidrataciones (con SP) y resiembras de Escherichia coli mas
frecuentes (cada 1-2 dias); por todo ello, la mejor opcion es utilizar ambos.

» Disponer, en un tubo estéril, 1 ml de la SP y emulsionar finamente 1-2 colonias de un
cultivo de E. coli (o Enterobacter aerogenes), hasta obtener una turbidez media y
homogénea. Conviene utilizar un cultivo reciente (18-24 h), bien identificado o una cepa
de coleccion.

» Mediante una varilla de vidrio (u otro material estéril), fragmentar las virutas corneales en
el frasco de recogida o, previo paso de éstas a otro recipiente mas idoneo, con 0,5-1 mi
de SP, dependiendo de la cantidad de muestra, que normalmente es escasa y debe ser
inoculada también en medios ordinarios para bacterias.

» Inocular la placa de Petri (con medio de Page), con 0,2 ml de la solucién de E. coli y con
asa bacterioldgica extender por toda la placa o por el medio inclinado, en caso de utilizar
el tubo. Posteriormente, y con una pipeta tipo Pasteur, afiadir un par de gotas de la
solucion con la muestra (virutas corneales disgregadas en SP) en el centro de la placa o
dejando resbalar por el plano inclinado en el tubo. Esperar un tiempo para que se
absorba y cerrar la placa con tira adhesiva porosa y el tubo con la tapa roscada floja
para permitir una buena aireacién. Luego, incubar ambos en estufa de 35-37°C)

1. Raspado corneal bajo anestesia local con espatula estéril
de Kimura o similar, de diferentes zonas de la lesion.

2. Depositar el material recogido en frasco estéril con 0,5-1
ml de solucién de Page preparada por el laboratorio.
3. Fragmentar la muestra con varilla de vidrio estéril.

3 4. Sembrar el preparado de la muestra en placa de Petri con
medio de Page afiadiendo E. coli.

5. Incubar en estufa a 35-37°C.

6. Examinar la placa cada dia en microscopio 6ptico a bajo
aumento (10-20 X).

Figural. Esquema del cultivo de  Acanthamoeba

Si queda muestra, se puede realizar un examen directo en el microscopio 6ptico,
utilizando objetivo seco de bajo aumento (10-20X), o conservarla en nevera a 4-8°C para
ulteriores estudios, dependiendo de los resultados obtenidos en los cultivos previos. Si,
ademés de muestra de raspado corneal, se dispone de lentillas o de liquido de conservacion
de éstas, se procedera asi: en el caso de lentillas, se introduciran en un tubo estéril (con
tapon) con 0,5-1,0 ml de SP y se agitara manualmente el tubo con energia (pero no en
agitador vortex) y, finalmente, se depositara la lentilla y 0,3 ml de la SP en un tubo con MP
inoculado con E. coli. Conviene realizar la siembra de inmediato tras la agitacion (puesto
que Acanthamoeba se adhiere con rapidez a las paredes del recipiente); en el caso de las
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soluciones de conservacion, esta indicada una centrifugacion suave y posterior examen
microscopico y siembra del sedimento obtenido de forma directa o tras eluciéon en un poco
de SP. También estéa indicada, la filtracion cuando se disponga de mas volumen de liquido
(filtros de acetato o nitrocelulosa de 20-22 pm de poro, con siembra posterior del filtro). En
ambos casos (lentillas y liquido de conservacion), se aconseja la siembra en tubo inclinado,
en cambio para el filtro es mas rentable la siembra en placa.

Examen de los cultivos

Los cultivos se deben examinar cada 24-48 h al principio (durante los primeros 7-8
dias) y después cada semana, hasta un minimo de 4-6 semanas porque, a veces, los
quistes tardan en trasformarse en trofozoitos y multiplicarse hasta alcanzar un ndmero
suficiente para ser detectados. Se debe examinar la placa en un microscopio 6ptico con
objetivo seco de bajo aumento (10-20X); en el caso del tubo, se toma una pequeia cantidad
de la fase liquida (25-50 pl) con una pipeta estéril, y previa agitacion suave, se deposita en
un porta limpio y se observa igualmente con objetivo seco. En caso de positividad, se
aprecian los trofozoitos o quistes de morfologia caracteristica.

Identificacion

Los trofozoitos de Acanthamoeba muestran un movimiento lento tipicamente
ameboide, por contracciones y relajaciones del citoplasma; un tamafo variable entre 15-45
pum, son tenues (hialinos), generalmente mononucleados y con una vacuola grande y visible,
gue se contrae y desaparece cada 45-50 seg. Con més aumento (40X) pueden observarse
unas finas proyecciones citoplasmicas que parecen flagelos, pero que no lo son, que se
extienden y retraen constantemente, denominadas acantopodios. Los quistes tienen un
tamafo de 10-25 um y, de forma caracteristica, una doble pared: una externa, irregular y
gruesa (ectoquiste), y otra interna redondeada, mas fina y lisa (endoquiste). Cuando
persisten las condiciones adversas, la pared interna del quiste va encogiéndose y adoptando
formas geométricas, irregulares o estrelladas, frecuentemente en triangulo o pentagono
(figura 2).

Subcultivos

Si los cultivos son negativos a los 6-8 dias, esta indicado el subcultivo, sobre todo si
lo han sido también los cultivos ordinarios para bacterias y hongos. Para ello, tomar una
porcién de agar en forma de cuadrado de la placa de Petri, e introducirla en tubo con MP
inclinado y previamente inoculado con E. coli y con 0,3 ml de SP atemperada; mover de
modo suave Yy reincubar en estufa. En caso de subcultivo a partir de un tubo, tomar 0,1 ml
de la fase liquida, previamente bien agitada, e inocular un nuevo tubo con MP (con E. coli y
0,2-0,3 ml de SP). Se deben mantener los subcultivos en estufa, durante un minimo de 20
dias antes de informarlos como negativos.

Para obtener cultivos ricos en trofozoitos, los mejores resultados se obtienen
realizando subcultivos seriados en placa de Petri previamente inoculada con E. coli y
humedecida con SP reciente, e incubar a 35°C. Para mantener quistes viables es
conveniente realizar subcultivos cada 1-2 meses en MP en tubo con E. coli y en estufa de
30°C (reversiones a formas tréficas y sucesivas enquistaciones). La resiembra en medio de
Page semisolido (0,5% de agar) nos ha reportado alguna ventaja al aumentar el tiempo
necesario entre pases, debido a una menor desecacion.

Otras consideraciones
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El medio de Page es un medio de cultivo monoxénico (con una sola especie
bacteriana, que hace de nutriente), clasico y con un buen rendimiento tanto para aislamiento
primario como para mantenimiento; ha demostrado un alto porcentaje de éxitos en la
recuperacion de diversas AVL (66%, 2/3 de los casos en que técnicas de hibridacién o PCR,
mas sensibles, han sido positivas), pero también se han comunicado resultados similares
con la utilizacién de medios axénicos (sin bacterias) enriquecidos, como el BCYE (Charcoal
yeast extract agar en soluccion tamponada) y medios con base de agar triptosa o agar
peptona-extracto de levadura con sangre de conejo, cordero, o caballo. Estos medios tienen
la ventaja de estar comercializados (en placa, no en tubo) y por ello son una buena
alternativa al MP para laboratorios con muy escasa demanda de estos estudios.

Figura 2. Examen en fresco de cultivo de  Acanthamoeba. A: quistes y trofozoitos (400X); B: trofozoito. Se
aprecia el nucleo, la gran vacuola contractil y los acantopodios (1000x); C: quistes poligonales, algunos
irregulares y de diferentes tamafios (1000X); D: Quistes en diferentes grados de involucién. En el pequefio se
aprecia claramente la doble pared (1659X). Contraste: Lugol/Kop-color.

TRATAMIENTO

El tratamiento de la queratitis por Acanthamoeba es, fundamentalmente, médico.
Desde la revision de Bacon et al. hace mas de 10 afios, se sabe que los antiamebianos mas
eficaces, hasta la fecha, son las diamidinas y las biguanidas, estas lltimas de primera
eleccion, solas o asociadas a diamidinas (ambas son quisticidas). Entre las diamidinas
disponibles se encuentran el isetionato de propamidina al 0,1% (Brolene, May and Baker,
Dagenham, Reino Unido), y la hexamidina, también al 0,1% (Desomedine, Chauvin,
Montpellier, Francia). Ambos preparados pueden obtenerse de estos paises a través de
solicitud de medicamentos extranjeros. Entre las biguanidas, las mas activas son la
clorhexidina (CHX, Ashton Chemicals Ltd., Aylesbury, Reino Unido) y la
polihexametilenbiguanida (PHMB, Avecia HQ, Manchester, Reino Unido), ambas utilizadas
en colirio al 0,02% y no disponibles comercialmente, por lo que deberan prepararse en la
farmacia del hospital. La PHMB puede solicitarse al Moorfields Eye Hospital (Londres) ya
que la obtencién del principio activo puede resultar complicada.
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Por lo general, es preferible un tratamiento combinado (diamidinat+biguanida) e
intensivo al principio, para lograr una rapida lisis de los trofozoitos, y que el menor nimero
posible de ellos revierta a formas quisticas, mas resistentes. Es aconsejable instilar una gota
de ambos preparados cada hora, durante las primeras 48 h y luego una gota cada hora, solo
durante el dia, en las siguientes 72 h. Posteriormente, es necesario bajar la dosis (por
ejemplo, una gota de cada preparado cada 3 h) y adaptarla a cada paciente, puesto que es
frecuente la aparicion de fenédmenos toxicos, sobre todo asociados a las diamidinas a dosis
altas; en este caso, es necesario suprimir la medicacién durante 3 dias y observar la
evolucion. Normalmente, la frecuencia de instilacién puede ser reducida a cuatro veces al
dia en 3-4 semanas, pero debe mantenerse al menos 8 semanas mas a partir de la
resolucion de la inflamacién; por ello, en pacientes con buena/moderada respuesta, el
tiempo medio de tratamiento es de 6 meses. La PHMB es menos toxica que las diamidinas,
y la clorhexidina, y aunque falta experiencia, parece igualmente poco toxica a estas dosis.

Otras alternativas por via topica son los aminoglucésidos (neomicina y
paromomicina) y los imidazoles (miconazol y clotrimazol, ambos al 1 %), aunque de menor
actividad frente a los quistes. La neomicina en colirio esta disponible en combinacién con
polimixina B y gramicidina (Oftalmowel, UCB, Barcelona, Espafia). En cuanto al clotrimazol,
se puede aplicar la pomada dermatoldgica al 1% (Canesten Crema, Bayer), pero si no se
tolera debe prepararse en farmacia un colirio a esta concentracién.

En casos de inflamacion persistente, puede ser Util la aplicacion tdpica de corticoides
a dosis bajas (metilprednisolona al 0,5%, cuatro veces al dia), teniendo la precaucion de
mantener los antiamebianos 2-3 semanas antes, durante, y otras 6-8 semanas después de
administrar los corticoides. La limbitis y escleritis persistente (sobre todo los casos muy
dolorosos o0 necrosantes de escleritis) pueden requerir tratamiento oral con AINES, o incluso
en el caso de la escleritis, pueden ser necesarios corticoides a dosis altas (prednisolona
1mg/kg/dia). En estos casos, puede ser Util el itraconazol por via oral.

El tratamiento quirdrgico, con la excepcién de la perforaciéon corneal que requiere
intervencion urgente, se limita a corregir los efectos residuales que puedan quedar,
cicatrices corneales o0 astigmatismo y se debe instaurar tras la erradicacion de la infeccién,
puesto que si se realiza una queratoplastia precoz no es infrecuente el fracaso del injerto.

PREVENCION

A partir de 1984, coincidiendo con el incremento del nimero de portadores de lentes
de contacto, la incidencia de queratitis por Acanthamoeba aument6 de forma espectacular.
En la actualidad, la incidencia parece haberse estabilizado, probablemente porque los
factores de riesgo entre los usuarios de estas lentes se han identificado y evitado. Aun asi,
mas del 90% de los casos que se observan podrian evitarse utilizando un sistema eficaz de
desinfeccion, como el calor o el peréxido de hidrogeno de dos pasos, el empleo de
soluciones comerciales de suero fisiolégico y la regular desinfeccién y limpieza del estuche
de las lentes.
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Anexo 1. Preparacion del medio de cultivo de Page p  ara amebas de vida libre.

1. Solucion salina de Page 10X (SP):

Cloruro sodico (NaCl) 60 mg
Sulfato magnésico (MgS0O,.7H,0) 2 mg
Fosfato sodico, dibasico (Na,PO4H) 71 mg
Fosfato potasico, monobésico (KPO4H,) 68 mg
Cloruro calcico (CaCl,.2 H,0) 2 mg
Agua bidestilada 500 ml

Disolver los ingredientes, por este orden, en un recipiente de vidrio apropiado (por
ejemplo, un matraz de 2 L) y con agitacion constante (agitador magnético). Hay que
tener especial cuidado de comprobar la adecuada disolucién del CaCl,. Puede estar
indicado su disolucion por separado en una cantidad de agua bidestilada, previamente
calentada a 40°C, con agitacién constante y afiadir la solucién al frasco principal con el
resto de sales disueltas (mantener la agitacién).

Esterilizar en autoclave (121°C/20 min), dejar enfriar, alicuotar y rotular: SP10X. La
caducidad de la solucién es de 6-8 meses y hay que almacenarla a 4°C. También
pueden congelarse las alicuotas con escasa pérdida de actividad (1 afio: 5-10%).
Nota: dada la dificultad de pesar con precisién cantidades tan pequefias como 2 mg,
puede prepararse en un matraz aparte el sulfato magnésico y el cloruro calcico a 50X.
Posteriormente, se afiadir4 al matraz principal con el resto de sales s6lo una quinta
parte de esta disolucion.

2. Agar no nutritivo de Page (MP):

SP, solucion de Page 10X 50 ml
Bacto-Agar, Difco 0140-01° 75 9
Agua bidestilada 450 ml

U otro agar purificado

Mezclar la SP 10X con el agua bidestilada en frasco idéneo, con agitacion. Calentar y
afadir el agar. Mezclar bien hasta su completa disolucion. Autoclavar (121°C/20 min).
Sacar del autoclave, atemperar a 60°C y distribuir asépticamente en placas de Petri o
en tubos de 10 ml con tap6n de rosca. Tapar las placas y cerrar los tubos. Dejar
solidificar (en posicion inclinada los tubos), sellar las placas y rotular (MP, caducidad:
8-12 meses los tubos, 3 meses las placas en nevera a 4°C).



