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Introduccion. Las amibas de vida libre (AVL) son
protozoos distribuidos alrededor del mundo,
encontrdndose en diferentes fuentes ambientales,
siendo reportadas como patdégenos para humanos a
Naegleria fowleri, Acanthamoeba spp., Balamuthia
mandrillaris, Vermamoeba vermiformis y Sappinia
pedata (1). B. mandrillaris es responsable de causar
encefalitis amebiana granulomatosa (GAE), la cual
tiene una tasa de mortalidad del 98%, y actualmente
no cuenta con un tratamiento 100% efectivo (2). Para
estudiar la patogenia de las infecciones causadas por
B. mandrillaris se pueden realizar analisis referentes
al transcriptoma (3), sin embargo, esta informacion es
limitada, y para ampliar este conocimiento es
necesario un protocolo de extraccion que proporcione
un &acido ribonucleico (ARN) de alta calidad
considerando como criterios: integridad, pureza y
cantidad especifico para el cultivo y cosecha de B.
mandrillaris (4). Ademas, el nimero de integridad del
ARN (RIN), evalla la integridad representada a través
de un rango numérico (1-10), donde un ARN con
valores >7 es apto para investigaciones relacionadas
a la transcriptomica (5).

El objetivo de esta investigacion fue obtener ARN de
B. mandrillaris que cumpla con los parametros de
integridad, pureza y cantidad para su uso en analisis
transcriptomicos, mediante la estandarizacion de un
protocolo de extraccion.

Metodologia. Se evaluaron 11 protocolos de
extraccion de ARN basados en tres kits comerciales
(Invitrogen TRIzol Reagent, QIAGEN RNeasy Mini Kit,
PROMEGA SV Total RNA Isolation System)
realizando distintas modificaciones y combinaciones.
La pureza y la concentraciébn se determinaron
mediante espectrofotometria, la integridad por
electroforesis en gel y electroforesis en chip para
determinar el RIN. La calidad de las secuencias de
analiz6 por FastQC.

Resultados. De los protocolos evaluados, 4

presentaron un ARN integro. Sin embargo, al realizar
los analisis de pureza, el protocolo Tl obtuvo un nivel
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de absorbancia 260/230 por debajo del estandar de
calidad aceptable, a diferencia del resto que se
mantuvieron dentro de esos pardmetros. Al analizar
las muestras para obtener el RIN, los protocolos QM,
T+QMP y T+P presentaron un RIN de alta calidad,
mientras el protocolo Tl obtuvo un resultado mas bajo
en comparacion, concordando con las analisis de
pureza previamente realizados.

Tabla 1. Analisis de concentracion, pureza e integridad de
muestras.

Muestra | Concentracion | A260/280 | A260/230 | RIN
(ng/p)

TI 1159 2.04 1.21 7.1

QM 1060 2.03 2.15 9.8

T+QMP 655 2.22 2.49 9.2

T+P 608 2.17 2.31 8.9

TI: Invitrogen TRIzol Reagent. QM: QIAGEN Rneasy Minikit
modificado. T+QMP: TRIzol + QIAGEN Rneasy Mini kit
modificado + Precipitaciéon adicional. T+P: TRIzol + PROMEGA
SV RNA Total

Conclusiones. Los protocolos QM, T+QMP y T+P
proporcionaron un ARN que cumplié con los criterios
de integridad, pureza y cantidad, donde las
modificaciones implementadas elevaron la calidad
final del ARN y estos se recomiendan para obtener
resultados certeros y precisos al realizar analisis
transcriptémicos.
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