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RESUMEN

En este trabajo se documenta un ‘caso de meningoencefalitis
causado por una ameba det género Hartmannella en un paciente
masculino de 18 afios en Tehuacin Estado de Puebla,

En febrero de 1990, quince ‘dias después de una insidiosa
iniciacién de ta enfermedad, el paciente fue internado en el
Hospital Universitario de Puebla (HUP) presentando cefalea
severa, rinofaringitis, fiebre, ndusea, vémito e hipertensién.
Como antecedentes importantes se anoté que el paciente tenfa
desnutricién en grado Iy que previamente habfa tenido contacto
repetido con agua templada en una pileta utilizada para mojar
piedra de alabastro donde metfa la cabeza para refrescarse
mientras trabajaba como artesano.

El tratamiento incluyé antipiréticos, analgésicos,
antihistaminicos y antibiticus inciuyendo ampicifina, cloran-
fenicol, gemamicina y estreptomicina. El paciente no mostré
mejorfa y su condicion empeord. En el Hospitai de Puebla se
report6 el diagndstico de meningoencefalitis bacteriana pese a
que el examen para bacterias fue negativo.

Sin embargo, durante este perfodo resultaron positivas 3
muestras del lfquido cefatorraquideo (LCR) para trofozoftos
amebianos, se hizo un nuevo diagnéstico de meningoencefalitis
amebiana primaria (MEAP) y se sugiri¢ al HUP el tratamiento
con anfotericina B que nunca fue efectuado. El paciente fallecié
dos meses y medio después de iniciado su padecimicnto.

Se realiz6 una caracterizacién biol6gica y un estudio completo
de la cepa amebiana aislada del LCR del paciente para deter-
minar su ubicaci6n taxonémica, al momento se ha determinado
que la cepa no es Naegleria fowleri (el organismo tfpico causante
de meningoencefalitis amebiana), sino una ameba de la Familia
Hartmannellidae. Este es el primer caso de MEAP producido por
una Harntmannella, que se ha documentado cientfficamente.




INTRODUCCION

Las amebas pequedas de vida libre estfn ampliamente dis-
tribuidas en la naturaleza y pueden contaminar hébitats artifi-
ciales como piscinas (De Jonckheere, 1979), estanques y
bebederos (John, 1985; Rivera, gt. al. 1989). Esto representa un
peligro potencial para elusuario de estos cuerpos de agua, porque
estas amebas pueden ser patégenas para el humano, causéndole
dafio cerebral, afecciones auditivas, pulmonares, ocularesy de la
piel.

En los iltimos afios las amebas de vida libre pat6genas han
provocado un gran interés (Jadin, 1972) debido a que se las ha
relacionado con erdermedades severas (Rivera, et. al. 1986) que
incluso pueden flevar al hombre a Ja muerte (De Jonckheere,
1984).

Esto adquiere relevancia si se consideraque ias amebas de vida
libre incluidas entre ellas las especies pat6genas pueden en-
contrarse con relativa facilidad en cuerpos de aguas de casi
cualquier tipo como piscinas, aguas termales de uso recreacional,
incluso y de manerasorprendentc en aguas embotelladas (Rivera
etal, 1981), y agua potable (Rivera gt al., 1979).

L.as temperaturas elevadas favorecen el crecimiento y la
proliferaci6n de estas amebas por lo que en aguas termales
naturales y en aguas contamninadas térmicamente por descargas
industriales, aparecen con més frecuencia (Cerva, 1977; De
Jonckheere, 1977y 1981; Rivera £t al., 1985).

El estudio de las amebas de vida libre ha demostrado que existe
un grupo muy restringido de estos organismos que pueden




provocar infecciones que afectan al hombre y que ameritan su
consideracién. Ese grupo se circunscribe principalmente a los
géneros amebianos Naegleria fowleri, Acanthamoeba spp.,
Vahllampfia sp.y Leptomyxa sp. Sin embargo, y como se describe .
en este trabajo, las amebas del género Hartmanella pueden ser
incluidas a la luz de este trabajo en este grupo de organismos
patégenos.

Las amebas patégenas de vida libre de las especies Naegleria
Sfowleri, Acanthamoeba spp. y Leptomyxa sp. son capaces de
provocar en el hombre dos enfermedades mortales:

-Meningoencefalitis amebiana primaria (MEAP)
-Encefalitis amebiana granulomatosa (EAG)

También pueden provocar infecciones muy severas en otros
drganos como son pulmén, ojos vy ofdos (Rivera, gt al., 1984;
Mascard, 1986; Martfnez, 1980).

HISTORIA

Hacia el ano de 1841 Félix Dujardin, eminente naturalista
francés decribi6 por vez primera la presencia en el ambiente de
unos pequefos organismos ameboideos de forma alargada a los
cuales les dio el nombre de amebas limax, En este momento se
inicia aunque de manera discreta, el estudio de las amebas
pequefias de vida libre (Mart(nez, 1985).

Anos después, Singh en 1952, describe dos grandes grupos de
amebas basdndose en sus caracter(sticas de divisién nuclear a las
cuales incluy6 enlas familias Hartmannellidae y Vahlkampfiidae.
Es importante hacer notar en este punto que durante muchos
aios se incluyeron deatro de la familia Hartmannellidac a la
mayorfa de las especies de amebas del género Acanthamoeba
conocidas actualmente.

Sin embargo, debido a que a partir de ese momento se em-
pezaron a establecer criterios de clasificacién mds estrictos y
basados en nuevas técnicas las acanthamebas se separaron de las
hartmannellas. En afios recientes se han reportado trabajos
notables y mds abundantes sobre la ecologfa (Kyle, 1985),




taxonomfa, bioqufmica y dem4s aspectos de 1a biclogfa de estos
organismos (Page, 1988).

En 1964 Culbertson encontré casualmente un organismo
amebiano que habfa contaminado algunos de los medios de
cultivo con los que estaba trabajando en ese momento, Al hacer
pruebas con estas amebas encontré sorpresivamente que estos
organismos, causaban la muerte de organismos de laboratorio y
dedujo que posiblemente fueran también patégenos para el
humano.

Lasuposici6nde Culbertson fue comprobada més tarde cuando
en 1965, en Australia, Fowler y Carter registraron el primer
reporte de una infeccién fatal de Meningoencefalitis producida
por una ameba de vida libre semejante a la reportada por Cul-
bertson en 1964, Un afio después Butt (1966) en Florida, Estados
Unidos, reconocié otro caso y dio el nombre de Meningoen-
cefalilis Amebiana Primaria (MEAP) a esta nueva enfermedad.

En 1970 Carter publicé los primeros casos de meningoen-
cefalitis en humanos debidamente comprobados. En ese momen-
to todos los casos comprobados de MEAP se debfan a Naegleria
Jowleri. Los primeros en reconocer casos de Meningoencefalitis
causados por amebas del género Acanthamoeba fueron Kenney
en 1971, Jager y Stamm en 1972 y Robert y Rorke en 1973, con
1o que las diferencias clinico- patolégicas empezaron a emerger.
A medida que la enfermedad se fue conociendo mds, se encontré

ue algunas infeccionss ooulares y de 2 pie! eran czusadas por

este tipo de amebas (Martfnez, 1985).

En 1981 Martinez denominéd a la enfermedad producida por
Acanthamoeba spp. como Eacefalitis Amebiana Granulomatosa
(EAG), para diferenciarla dela MEAP debida a Naegleria fowleri.

En 1966 Page inicié sus trabajos sobre la taxonomfa de las
amecbas pequefias y redefinié los géneros Hanmannella
Alexeieff, 1912 y Acanthamoeba Volkonsky, 1931. En 1967 Page
completé sus estudios y en 1974 describi6 8 especies nuevas.
Estos estudios fueron bisicos para la clasificacién de estas
amebas a las que llam6 amebas anfizoicas por su capacidad de
vivir en formalibre en el ambiente y adem4s pasar como parésito
a un organismo vivo.




TAXONOMIA

Desde el inicio del estudio de las amebas de vida libre se han
propuesto varias clasificaciones, basadas principalmente en
aspectos morfol6gicos. Sin embargo, debido a que las
caracter{sticas morfolégicas son comuncs para muchas amebas,
éstas no permiten tener un criterio claro para clasificarlas, es
necesario tomar en cuenta otros criterios, como propiedades
inmunolégicas, crecimiento, caracter(sticas nutricionales,
patrones enzimdticos, composicién bioquimica, ultraestructura,
tolerancia a la temperatura, mitosis, movilidad, virulencia y
biologfa molecular (De Jonckheere, 1984).

En 1952 Singh propone una clasificacién que se basa en [a
estructura nuclear y patrones de divisién durante la mitosis,
reconociendo los géneros Acanthamoeba y Fartrnannella por su
locomocidny su comportamiento,

Debido a que las amebas incluidas en estos géneros se dividen
por mesomitosis, Singh las coloca en la familia Hartmannellidae
y en el género Hartmannella,

Paor otra parte, Page en 1966 propuso una clasificacién basada
en la forma de locomoci6n, caracteristicas citoldgicas, estructuras
nucleares, patrén de divisién durante la mitosis, ultraestructura,
nutricién y caracterfsticas inmunolégicas. )

Page en 1988 separ6 el género Acanthamoeba del género
Hartmannella con base a su locomoci6n, formacién de
acantépodos y morfologfa del quiste. Esta clasificacién no con-
sidera la patogenicidad como un cardcter distintivo,

La clasificaci6n de amebas de vida libre proputesta por Chang
en 1971, cs una combinacién de la de Singh y Page y estd basada
en principios filogenéticos. Sin embargo el sistema taxonémico,
en lo general mis aceptado y que describe con precisién el lugar
que ocupan las amebas en el grupo de los protozoarios co-
rresponde a Lee (1988) y se muestra en ia figura 1.




Reino Protista
Haeclel, 1866

Subreino Protozoa
Goldfuss, 1818, enmend Von Sichold, 1846

Phylum Sarcomastigophora
Honigberg & Balamuth, 1963

Subphylum SarcodinaJ
Schmards, 1871

Superclase Rhizopodea
Von Slebold, 1845

}

Clase Lobosea
Carpenter, 1861

Haeckel, 1862

l Subclase Gymnamoebia 1

Orden Amosebida
Kent, 1880

Suborden Tubulina
Bovee & John, 1966

Familia Hartmannellidae
Volkonsky, 1931, enmend Page 1974

Género Hartmannella
Alexelf], 1912, enmend. Page, 1974

Fig, 1, Ubicacién taxondmica dg la ccpa PT-1 segiin Lee of at, 1988



ECOLOGIA

Aparte de 1a descripcin de los signos y sfntomas de los in-
dividuos que han muerto por infecciones de amebas de vidalibre,
se necesita conocer mis sobre los agentes causales, dénde y c6mo
viven, c6mo se transportan y cudles son las condiciones para el
desarrollo de la infecci6n.

Estas amebas se han aislado de diferentes tipos de agua: de
reservorios naturales, de grifos, de agua mineral embotellada,
termal y de desecho.

También se 1as ha encontrado en lfquido cefalorraqufdeo, en la
regi6n nasobucofaringea, en pacientes con rinitis crénica, en
pacientes con quemaduras y en la atmoésfera de la Ciudad de
México y su drea Metropolitana. Las amebas son habitantes
comunes del suclo, en é1 juegan un papel muy importante dentro
del ciclode los nutrientes, porque estimulan el incremento en la
tasa de transformaci6n bacteriana del fésforo y del nitr6geno a
formas aprovechables para las plantas, lo que produce una mayor
producci6n de biomasa vegetal.

El enquistamiento es la manera como las amebas responden a
cualquier variacién ambiental que amenace su existencia. De esta
forma, pueden sobrevivir a las sequfas, a los cambios de pH, a la
£alta cositotal de oxfoeno y ala eceacez de alimento (Neal, 1963).
En su forma de quiste, las amebas de vida libre pueden ser
acarreadas haciala atmésfera mediante corrientes de conveccién,
sistemas frontales, turbulencias o burbujas adiab4ticas de aire. El
tiempo y la distancia a la que pueden transportarse depende de
1a altura y del tamano que posean.

En general, las partfculas de un didmetro mayor de 20 xum
sedimentan casi de inmediato y su drea de distribucién es
aproximadamente de 1004m, mientras que las particulas de 10-20
sm pueden permanecer por un tiempo mayor y dispersarse mas
ampliamente. :

Lo anterior tiene importancia porque la mayorfa de las especies
de amebas de vida libre tienen tamaiios que se distribuyen en el
intervalo de 6 a 15 pm, Los principales factores que afectan la
sobrevivencia de cualquier microorganismo transportado por el




aire son la exposicién a los rayos ultravioleta y a lasequfa, los que
en conjl son responsables de la eliminacién de la mayorfa de
los microbios que ingresan a la atmdsfera. Sin embargo, los
quistes, que son la forma mds comiin de formas en el ambiente
aéreo, pueden sufrir su inactivacién debido a las interacciones
con los contaminantes del aire, aunque estos también podrian
reforzar su sobrevivencia al servirles de nutrientes o al menosde
agentes protectores contra otros qufmicos atmosféricos.

Las amebas de vida libre pueden llegar a los cuerpos de agua, a
los alimentos y a las heridas superficiales en forma de trofozolto
o de quiste, a través del aire. También los cuerpos de agua que
contienen grandes cantidades de microorganismos pueden ar-
rojarlos al aire por la formacién de aerosoles. Dentro de los
cuerpos de agua las amebas viven sobre la superficie, acheridas
apartfculas flotantes, en la columna de agua, o enlos sedimentos.

En general las amebas de vida libre viven en las interfases
agua-aire, suelo-aire, agua-suelo o agua/airc-organismos, a
donde llegan desplazdndose por ¢l gradicnte pues en estas zonas
se acurnula la mayor cantidad de materia orgédnica y de bacterias.

En el caso de la interfase aire-organismo, las amebas se alimen-
tan de los exudados y de las bacterias adheridas a [a superficie.
Las temperaturas extremas 15 para las amebas de vida libre son las
que estén por ahajo de los 4 °Co porencimade 1os37°C, Algunns
amebas termotolerantes pucden sobrevivir mcluso a
temperaturas mayores de 45 °C, aunque por lo general, las
especies patGgenas son termotolerantes, no todas las amebas que

crecen a més de 40 °C son pat6genas (Rivera, et. al,, 1983). Por
lo anterior los cuerpos de agua que tienen temperaturas estables
por encima de los 35 °C son lugares ideales para la sobrevivencia
yel desarrollode las especies patégenas (Kyle, 1986y 1987).

Aunque las amebas de vida libre patégenas tienen velocidades
de crecimiento inferiores a las no patégenas, las primeras pueden
crecer e incrementar paulatinamente su nimero hasta llegar a
niveles infectivos ante la escasez de competidores. Asl los cuer-
pos de agua contaminada térmicamente ofrecen un lugar libre de
competencia, materia orgénica en abundancia y un nicho "vacfo”
de ameboflagelados, con escasa o nula depredaciéa, Podria
hacerse un sfmil con el cerebro de los vertebrados, en donde las




amebas encuentran un ambiente con temperatura estable, con
abundante alimento, sin competencia y con una escasa presién
depredadora por parte de los leucocitos.

El intervalo de pH que las amebas pueden soportar estd entre
5.5y 8.6. Solamente las especies de Acanthamoeba son tolerantes
alos cambios de salinidad de las aguas cuando estdn en su forma
trofica y el quiste es resistente al ataque del cloro. Esta puede ser
una de las razones que hagan infectantes oportunistas a las
especies de este género.

En los estudios sobre la dindmica de las poblacienes de las
especies patdgenas de Nacgleria y Acanthamoeba ain no se han
encontrado correlaciones con la cantidad de materia orgénica,
con las poblaciones de bacterias coliformes, ni con los factores
fisicoquimicos, La dnica correlacién existente es con la estacién
mis calurosa del afio,

ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR AMEBAS DE VIDA
LIBRE PATOGENAS

Las amebas de vida libre pat6genas provocan en el hombre dos
trastornos que afectan al sistema nervioso: La menin-
goenecefalitis amebiana primaria o naegleriamebiasis y la en-
cefalitis amebiana granulomatosa o acanthamebiasis, ambos
trastornos son de naturaleza fatal v dificren en agente etioldgico;
patogenia, sitios de dafio, cursoy manifestaciones clfnicas (Cerva,
1968).

La MEAP es una enfermedad que lleva invariablemente a la
muerte y se produce por una infcceién debida a2 amebas de la
especie Naegleria fowleri (Carter, 1970; Rutherfoord, 1986). Esta
enfermedad ha sido reportada en muchos pafses como Bélgica, -
Checoslovaquia, Gran Bretafia, Australia, Estades Unidos,
Venezuels, Panamd y México (Rivera gt al,, 1984). La mayorfa de
los casos han tenido como antecedente la natacién, en época
calurosa, de individuos sanos y jévenes,

Las amebas penetran la mucosa nasal y llegan al cerebro a través
de los nervios olfatorios, una vez en el cerebro el proceso causa
inflamaci6n y dafio extenso al tejido nervioso. La invasién de las
amebas es de la superficie hacia el centro del cerebro. El




padecimiento es de desenlace répido y fatal, produciéndose la
muerte dentro de las 72 horas después de l1a aparicién de los
- sintomas (Martfnez, 1985; Rivera at al., 1984).

Sélo existe en la actualidad un tratamiento para Ia MEAP , Ia
anfotericina B. Otros medicamentos utilizados son ineficaces en
ta infeccién por Naegleria.

Los principales s{ntomas de la enfermedad son: cefalea intensa,
vémito, fiebre (39-40 °C), rigidez en la nuca, anorexia, nduseas,
cambios en ¢l comportamiento, afasia, convulsiones, coma y
finalmente sobreviene la muerte (Martinez, 1985).

Cuadro Clfnico.

La meningoencefalitis amebiana primaria en et hombre ticne
como agente causal a Naegleria fowleri. A nivel experimental
Naegleria australiensis provoca un cuadro parecido a la menin-
goencefalitis amebiana primaria que se caracteriza por ser menos
agresivo e incluso puede convertirse en un proceso crénico sub-
agudo. El perfodo de incubaci6n varfa de dos dias a tres semanas
dependlendo del tamaio del méculo y de la virulencia del or-
ganismo invasor.

La aspiracién de agua o aire que contengan amebas hace llegar
a estos microorganismos 2 las cavidades nacales, al ponerse en
contacto con el epitelio olfatorio de la mucosa pituitaria,
atraviesan el neuroepitelio olfatorio, penetrando a la cavidad
craneal. Una vez que pasan a través de los orificios de la l4mina
cribosa; quistes y trofozoftos pueden Hegar por este medio a
entrar en contacto con el bulbo olfatorio. Toda esta zona se
cncucntra nllamcntc vascularizada constituyendo asf 1a ruta de
d 1de las amebas a otras partes del encéfalo.

Dado que la invasidn es muy rdpida hay destruccién de
précticamente todo el encéfalo, mediante necrosis hemorragica,
La encefalitis amebiana primaria se caracteriza por la
manifestacién sibita de cefalea intensa, irritacién de Ia mucosa
nasal, fiebre, nadsea, vémito en proyectil y datos de irritacién
menfngea y encefalitis.




El curso clfnico se caracteriza fundamentalmente por confusion
mental, coma y en algunos easos crisis convulsivas; hay otras
manifestaciones como anorexia, diplopia, visién borrosa, trastor-
nos del gusto, del olfato y alucinaciones. A la exploracién clfnica
se encuentra unsindrome de hipertension endocraneana, rigidez
de nuey, signos de Kernig, Brudzinski y de Babinski; es frecuente
encontrar parilisis de oculomotores y marcha atéxiea.

La muerte sobreviene en el curso de dfas dependiendo del
manejo y resistencia de! paciente as{ como de la virulencia del
microorganismo invasor.

El cuadro clinico es muy parecido a la meningoencefalitis bac-
teriana, sin embargo, en Ia infeccién por Naggleria existe e!
antecedente de que los pacientes en su mayorfa jévenes, previa-
mente sanos, nadaron en algin cuerpo de agua. El hecho de
encontrar escaso exudado purulento y ausencia de bacterias en
Ifquido cefalorraquideo debe hacernos pensar en meningoen-
cefalitis amebiana primaria.

DIAGNOSTICO

El diagndstico se confirma con el aislamiento de las amebas del
lfquido cerebroespinal o del tejide de biopsiz cercbral.
Macroscdpicamente hay una amplia destruccién dada por infar-
tos hemotragicos que se extienden desde la base del polo frontal
del cerebro, edema intenso y aplanamiento de surcos y fisuras,
congruentes con una presién endocraneal muy elevads; las
lesiones abarcan tanto la sustancia gris comolablanca, los nervios
craneales estdn envainados por un exudado sanguinolento, hay
leptomeningitis basal con exudado purulento escaso y dafio a
hipdfisis y estructuras parasellares (Martfnez, 1977).

El estudio microscépico, muestra abundante infiltrado con
predominio de leucocitos polimorfonucleares algunos
eosin6filos y mononucleares, hay angeftis necrotizante y necrosis
fibrinoide y se encuentran amebas en la vecindad de vasos
sangufneos.

Unicamente se encuentran trofozoftos y no quistes, en las dreas
més afectadas puede haber focos de desmielinizaci6n.
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La encefalitis amebiana granulomatosa o acanthamebiasis tiene
como agente etiolégico a:

Acanthamoeba castellanii
Acanthamoeba culbertsoni
Acanthamocba polyphaga
Leptomyxa sp.y
Vahikampfia sp.

El perfodo de incubacién se desconoce pero son necesarios
semanas o meses para que la enfermedad se establezca. La puerta
de entrada puede ser a través de la piel o rnucosas asf como la
aspiracién de agua o aire contaminadas con amebas o quistes de
las mismas. Una vez en el organismo se establece una lesién
primaria desde la cual por vfa hematdgena alcanza el sistema
nervioso central.

A diferencia de Naegleria, Acanthamoeba presenta un curso de
invasién lento y preferentemente afecta ganglios basales y las
lesiones se caracterizan por ser granulomatosas y al establecerse
paulatinamente provecan una encefalomalacia encontrando en
ellas tanto trofozoltos como quistes.

Se presciila unt lurgo curso cifnice con parestesias o erisis con-
vulsivas dependiendo del sitio que se encuentre irritado o
danado. Los datos clinicos compurados con los que provoca
Naegleria son menos intensos y de un curso més lento, esta
enfermedad se da en pacientes crénicamente debilitados por otra
enfermedad o en pacientes inmunodeprimidos, por lo que
Acanthamoeba se comporta como oportunista.

Los datos clinicos son: confusion mental de diverso grado,
cefalea, fiebre de menor intensidad que en la naegleriamebiasis,
irritaci6n menfngea, ndusea y vémito. Una vez instalado el
stndrome de hipertensién endocraneal, fotofobia, diplopia, al-
teraciones auditivasy trastornos del ritmo sueiio-vigilia finalizan-
do en coma. El cuadro clinico puede confundirse con tuberculosis
cerebral, afecciones virales y absceso cerebral, Sin embargo, los
antecedentes del paciente asf como un cuadro respiratorio bajo
y la rebeldfa al tratamiento del proceso debe hacernos pensar en
acanthamebiasis, un dato importante para sospechar el
diagnéstico, s la presencia de nédulos cutdneos.




Los estudios radiolégicos como la tomograffa computarizada
muestran miltiples zonas con densidad disminuida tanto en cor-
teza como enparénquima que corresponden a infartos cerebrales
y embolias sépticas,

El aislamiento de la ameba y del quiste de las lesiones o del
Hquido cercbroespinal confirman el diagndstico siendo también
posible aislar el microofganismeo de los nédulos o lesiones
cutdneas.

Macroscépicamente se encuentran 4reas de encefalomalacia
hemorrégicasobre todo en labase encefélicay estructuras de fosa
craneal posterior. Es frecuente encontrar lesiones cutdneas, pul-
monares y oculares debidas a Acanthamoeba.

El estudio histolégico muestra encefalitis necresante
hemorrdgica, granulomas ¢ inflamacién granulomatosa con
abundantes mononucleares, histiocitosy células gigantes de cuer-
po extraiio, leptomeningitis crénica pronunciada en las lesiones
corticales, angeftis con invasién de los vasos sangulneos por las
amebas. Se encuentran tanto trofozoftos como quistes, en tejido
nervioso como en otros tejidos.

En Ia actualidad existe una gran cantidad de informacién sobre
el tema, sabemos mucho acerca de esas amebas, sin embargo,
carecemos de un tratamiento adecuado para controlar la
infeccién de manera efectiva en cualquiera de sus fases.

Se hacen esfuerzos para controlar las tres enfermedades
causadas por amebas patégenas de vida libre, sin embargo, se ha
tenido poco éxito.

Las tres enfermedades bien definidas por los organismos antes
mencienados son:

Meningoencefalitis amebiana primaria (MEAP) cuyo agente
causal es Naegleria fowleri; encefalitis amebiana granulomatosa
(EAG) producida por Acanthamoeba spp. y més recientemente
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se han identificado ciertos tiposde acantamebas como los agentes
causales de queratitis amebiana crénica (QAC).

Se han hecho varios intentos por identificar los agentes
terapéuticos mds efectivos para controlar las infecciones
amebianas por Naegleria y Acanthamoeba. Para ello se han in-
cluido antibi6ticos del grupo de los bactericidas, bacteriostaticos,
fungicidas, desinfectantes, ete.

El comportamiento de los agentes infecciosos a los diferentes
antibi6ticos es muy variable, inclusive algunos de estos
antibi6ticos tienen efectos diferentes en amebas de la misma
especie en pacientes diferentes (Martinez 1985).

Los comentarios que se hardn acerca del efecto de diferentes
farmacos sobre las amebas de vida libre se pueden dividir en dos
grupos, para acantamebas y para naeglerias, dado que hasta la
fecha s6lo se ha reportado a los organismos de los géneros
Naegleria y Acanthamoeba como los principales organismos
capaces de producir infecciones de descenlace fatal en humanos,
Vahlkampfiay Leptomyxahan mostrado ser pat6genas (Jaramillo,
et al,, 1989; Martfnez, 1979; Visvesvara, 1990; Taratuto, 1991), y
no se han hecho ensayos terapéuticos en estos especlmenes y
tampoco se han probado en Hanmannella.

Acanthamoeba.

Culbertson (1958) hizo los primeros intentos para combatir las
infecciones por amebas de vida libre producidas por acantamebas
y naeglerias desde el mismo momento en que se aisiaron estos
organismos. Esto sucedié en el aiio de 1958 por En ese momento
se probélaactividad terapéutica de la sulfadiazina, sulfamerazina
ysulfapiridina constatando quc la sulfadiazina era la més efectiva
contra las amebas en ratones de laberatorio.

Ensayos més finos realizados también en animales de
laboratorio mostraron que la sulfadiazina aplicada aproximada-
mente 20 horas después de iniciada la infeccitn en dosis de 200
mg/kg/dia resulta ser efectiva como lo habfan demostrado los
experimentos de Culbertson, sin embargo si el tratamiento es
iniciado dos o tres dias después, la eficacia de la sulfadiazina




desciende notablemente; miés ain, después del cuarto dia se
picrde completamente la efectividad.

Otros antibidicos probados en contra de acantamebas aisladas
de casos clinicos son: oxitetraciclina, benzil penicilina, estrep-
tomicina, neomicina, kanamicina, nistatina, trimetoprim, acetar-
sol y furoato de diloxanida, en mdns los casos ninguno de ellos
probé tener efectividad.

Por otra parte la polimixina B, la cloroquina, el metronidazol y
siete sulfonamidas andlogas solo tuvieron un efecto moderado.
Se observé sin embargo un sinergismo entre las combinaciones
de trimetoprinvsulfametoxazol y trimetoprim/polimixina B el
mayor efecto inhibitorio sc observé en la combinacién con an-
fotericina By paramornicina incluse en concentraciones tan bajas
como 10 meg/ml.

En otros ensayos se han sugerido como drogas altamente activas
contra Acanthamocba spp. o la polimixina E, la sulfadiazing, la
polimixina B y trimetoprim/sulfametoxazol entre otros.

Naegleria.

En los primeros estudios que se hicieron para probar la eficacia
de algunos firmacos en contra de especies de Naegleria spp. se
aplicaron a ratones infectados con Naegleria fowleri dosis de
sulfadiazina, emetina y anfotericina-B. El resultado mostré que
1a mejor proteccién la daban la combinacién de anfotericina B
con sulfadiazina. Sc ha demostrado que en el caso de Naegleria
fowleri 1a anfotericina B ha resultado ser el mejor antibiGtico
amebicida con el que sc cuenta en 1a actualidad en experimentos
in vitro (Mart({nez, 1977).

La actividad de la anfotericina B incide directamente en el
movimiento de las amebas y en la inhibicién del crecimiento.
Observaciones al microscopio demuestran que las amebas al
entrar en contacto con cste poderoso amebicida, pasan de una
fase de completaactividad auna de completa inmovilizacion, esto
se nota porque los pseudépodos normalmente encontrados en fa
fase de trofozolte se retraen y las amebas adquieren una forma
redondeada. Posteriomente las vacuolas digestivas desaparecen
ylos orgdnulosy demaés estructuras celulares van desaparcciendo




. hasta que finalmente la masa celular pierde sus caracterfsticas y
1a ameba se destruye (Rondanelli, 1987).

El uso de la anfotericina B es altamente recomendado en la
infeccion por Nuegleria y esto se apoya mas por el hecho de que
se ha demostrado que cs efectiva ain después de ser aplicada con
un retardo de 48-72 hrs después de la infeccién. Un incon-
veniente al uso de la anfotericina B es su elevada toxicidad, sobre
todo si sc aplica en grandes dosis.

Por otra parte se estd trabajando en un derivado de esta droga,
un metil-€ster cuya toxicidad es mucho menor que la de la an-
fotericina B. sin embargo, su potencial como amebicida es aiin
bajo.

Muchos antibi6ticos han sido probadoes en contra de las amebas
de los géneros Naegleria y Acanthamoeba (Thong, 1987), sin
embarge, sélo algunos cuantos han mostrado cierta efectividad
en pruebas Je laboratorio, si bien es cierte que las amebas son
sensibles. a algunos de ellos, s¢ debe recapacitar en ¢l hecho de
que un gran problema es Ja dificultad para emitir un diagnéstico
oportuno de la enfermedad para aplicar el firmaco adecuado en
contra de las amebas patégenas, tal es el caso de 1a EAG en ¢l
cual la mayorfa de los diagnédsticos han sido por autopsia. Esclaro
que se debe capacitar al médico que elabora un diagnéstico y al
personal de laboratorio para que puedan detectar los casos de
infeccién por amebas anfizoicas.

Por todo lo anterior s necesario incrementar el estudio de la
ecologfa, epidemiologfa y el diagnéstico oportuno de las menin-
gitls provocadas por las amebas patégenas de vida libre para
prevenir en lo posible, la infeccién, o en su case, proporcionar a
ticmpo el tratamiento adecuado y evitar asf, que el nimero de
meuertes ocasionadas por esta enferriiedad se incremente.

ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA:

En el mundo se han reportado m4s de 130 casos de infecciones
del tipo de 1a meningoencefalitis amebiana primaria, de manera
general el curso delainfeccién estd dado poruna ameba pat6gena
de vida libre Naegleria fowleri. Hasta la fecha no se ha reportado
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ningun caso de la meningoencefalitis amebiana primaria que no
haya sido producido por N. fowleri,

Sin'embargo, otras nacglerias como Nacgleria lovaniensis 1a cual
no se considera patégena ha sido encontrada en liquido
cefalorraqufdeo LCR (Rivera et al., 1989). Asimismo, cepas del
mismo género han demostrado ser altamente virulentas en
ratones sin reportes de infecciones demostradas en humanos,
este es el caso de Nuegleria australiensis italica (De Jonckheere,
1984). Lo que se ha mencionado anteriormente involucra tansélo
los casos reportados en la literatura.

Si se considera que las caracterfsticas para que una ameba
patégena se pueda desarrollar en el organismo humano no son
diffciles de dar, podemos pensar que ¢l problema es mds grave de
lo que se piensa, y que el niimero de muertes que ocurren debido
a esta enfermedad puede ser mucho mayor.

Actualmente ¢l problema de las infecciones por amebas de vida
libre es que su deteccién es extremadamente diffeil (Culbertson,
1975), y sobre todo que el diagnéstico médico se hace casi
stempre por investigadores, es decir, el médico general no estd
entrenado aGn para diferenciar una meningoencefalitis viral o
bacteriana de una infeccién por amebas, debido a que ésta, se
considera como "rara" y que no existe informacién que sea ac-
cesible al médico y al laboratorista.

El obst4culo principal se centra en la dificultad que existe para
la identificaci6n de las amebas ya sea’por observacién directa de
los fluidos corporales como el liquido cefalorraquideo (LCR)
que es el lugar donde se puede encontrar a las amebas para su
diagnéstico, o bien a partir de cultivos en medios de agar espe-
ciales, Para una persona no adiestrada las amebas pueden pasar
desapercibidas como simples artefactos o partfculas de sedimen-
to del mismo fluido o medio de cultivo,

Mi4s aiin, una vez aisladas las amebas, la identificacién
morfol6gica es muy diffcil ya que las diferentes formas de amebas
de vida libre s6lo se diferencian entre si a nivel de género por
estructuras o caracterfsticas incipientes que un buen
protozodlogo va reconociendo para hacer la diagnosis del or-
ganismo.




- Para ayudar en ¢l diagnéstico de las amebas de vida libre se han

“desarrollado técanicas enzimdticas e inmunolégicas que permiten
un diagnéstico mds seguro de los organismos, una vez que se ha
detectado un caso de MEAPR.

En México se han detectado 3 casos comprobados de MEAP. E]
primero de ellos se reporté en Mexicali B.C. (Valenzuela, et al.,
1984), en un adolescente vardn de 16 aios, La historia clfnica
senal6 que su ingreso al hospital fue debido a un intenso dolor de
cabeza, y quesiete dias antes el paciente habfa nadado enun canal
de riego de poca profundidad. Las altas temperaturas que se
alcanzan en el verano en Baja California, hacen que el nadar en
cuerpos de agua de casi cualquicr tipo sean una prictica muy
frecuente en lazona. El paciente muri6 tres dias después de haber
sido hospitalizado.

La observaci6n del liquido cefalorraquidec mostré formas
amebianas en movimiento activo. El analisis post-mortem revelé
una meningoencefalitis con hemorragia severa y amplia
destruccién de la fosa posterior del cerebro. La tincién con
inmunoperoxidasa para las amebas aisladas del tejido cerebral,
fue positiva para Naegleria fowleri.

Elsegundo caso de MEAP por Naegleria fowleri fue identificado
ea Monterrey ML, (Rodrigucz, 1984}, El disgnéstico  en este
caso se hizo a partir de muestras de liquido cefalorragqufdeo yla
observacién directa de las muestras asf{ como las preparaciones
con la técnica de coloracién de Gomori revelaron que el proceso
infeccioso fue provacado por N, fowleri. Un hecho notable en este
caso fue que el paciente sobrevivi6 después de un tratamiento a
base de anfotericina.

Finalmente, e} tercer caso de MEAP descrito en México en la
zona de Huetamo, en Michoacin (Lépez-Corella, gt al, 1989)
reporta la muerte de unjoven de 13 afios por meningoencefalitis
con necrosis parenquimatosa con destruccion del cerebelo. Las
muestras tomadas de {as lesiones del tejido nervioso mostraron
numerosos trefozoftos de amebas, posteriormente identificados
por inmunohistoquimica como Naegleria fowleri,
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En este caso, qued6 sin precisar el origen de la infeccién pero
se presume que pudo haberse debido a que el paciente haya
nadado en alguna zona contaminada, ya que es bien conocida la
forma de contagio de V. fowleri (De Jonckheere, 1978), ademis
de que las condiciones para que puedan encontrarse amebas de
vida libre patgenas, aunque s6lo sea de forma transitoria, son las
adecuadas en esta zona de México. -

En México existen las condiciones ideales para el desarrollo de
amebas patégenas de vida libre. El clima y la abundancia de’
cuerpos de agua con caracterfsticas adecuadas para el desarrollo
de amebas pat6genas, son comunes en todoel territorio nacional,

Por otra parte, el reporte de tan s6lo 3 casos de MEARP ratifica,
como ya se ha mencionado anteriormente, que algunos otros
casos de infeceibn amebiana pueden habersido confundidos con
infeeciones bacterianas o virales.

IMPORTANCIA DEL GENERO Harmannella EN EL
PRESENTE ESTUDIO

En la literatura no se ha reportado a Hartmannella como un
organismo causante de meningoencefalitis, aunque esta ameba
pertenece al grupo de las gimnamebas, donde, como ya se ha
mencionado, se ubican las especies patégenas Naegleria y
Acanthamoeba. .

Las amcbas del género Hartmannella han sido encontradas con
cierta frecuencia a partir de muestrds de agua dulce y de suelo
(Kasprzak, 1982) en diferentes partes del mundo. Sin embargo,
Cerva en 1973, registré la presencia de estas amebas en la mucosa
nasal de seres humanos. En ensayos de patogenicidad se han
probado hartmanelas de varias especies y de diferentes hébitats
pero en todas ellas la prueba ha resultado negativa,

Actuglmente cl género Hartmannella se ha formado como un
grupo més natural y se ha puesto especial cuidado en separar a
las especies que anteriormente fueron colocadas ahf por los
primeros microscopistas (Singh, 1979).

Page (1988), ha descrito con gran precisién 1a posicién
taxon6mica de Hartmannella y ha descartado y reclasificado a
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otros organismos que habfan sido colocados en este género en
aiios anteriores.

De esta manera el género Hartmannella se ubica en la Clase
Loboseay deriva en la Familia Hartmannellidae, Caracteristicas
ultraestructurales finas, han permitido identificar uspectos distin-
tivos tinicos en esta Familia como la presencia de estructuras muy
delicadas en forma de copa sobre la'superficie de la membrana,
formando un delgado glicocéliz. Estas estructuras no son cn-
contradas en organismos de los grupos Heterolobosea ni Lep-
tomyxidae con los cuales existe una fntima relaciéa.

A l1a fecha Page ha reportado cinco especies del género
Hanmannella.

- Hartmannclla cantabrigicnsis
H. vermiformis

H. hyalina

H. agricola y

H. crumpae

Hartmannella es unaameba de tamaiio variable, su didmetro en
condiciones de estabilidad y forma redondeada es de
aproximadamente 10 a 18 xm. Durante la locomoci6én la forma
més aparente es la de limax y se ileva a cabo sin mostrar una
notable erupci6n de su cuerpo, Existe un bien definido ectoplas-
may un cndoplasma. De manera general se presenta un niicleo,
pero se pueden encontrar especies binucleadas.

Las mitocondrias estudisdas por microscopfa electrénica sonla
mayorfa de las veces alargadas y sirven para establecer un criterio
de identificacién, Hartmannella no produce un estado
ameboflagelado en ninguna de sus fases.

Los quistes son de tamafio muy variado y presentan una pared
doble. En diferentes fases de maduracién del quiste 1a pared se
engrosa mucho. En esta fase de laameba no haydivisién nuclear.

Las amebas del género Hartmannella Hevan a cabo la divisién
mit6tica, desapareciendo gradualmente el nucléolo central
durante la profase. En la metafase desaparece la membrana
nuclear. la consideracion de este tipo de divisién es importante,




ya que el esquema de clasificacién para las amebas de vida libre
toma en cuenta el tipo de reproduccién que estos organismos
efectiian,

Histéricamente el género Hartmannella habfa sido utilizado
paracolocar a aquellas amebas con filépodos y quistes estrellacdos
que no podfan ser reconocidas como acantamebas tipicas, incluso
en ocasiones Har fla y Acanthamocha eran sinénimos
(Ensminger, 1966).

Ahora, el desarrollo de las técnicas de microscopfa electrénica,
biologia molecular, isocleciroenfoque enzimético e inmunologfa
avanzada, aplicados al estudio de los protozoos han permitido
establecer un criterio més exigente y por lo tanto més preciso de
clasificacién. Esto involucra cambios, como la propuesta de
nuevos grupos y la desaparicién de otros.

En este trabajo se describe por primera vez a una ameba de vida
tibre del género Hanmannella, que provocé la evolucién de un
cuadro de meningoencefalitis en un paciente, asimismo se
describen los aspectos ultraestructurales de importancia
taxondémica que nos hanllevado a colocara la cepa aislada dentro
del grupo de las hartmannellas.

REPORTE CLINICO DEL CASO

Se presenta un caso de un pacienic masculino Ge 18 aiios de cdad
con una infeccién atfpica en donde se combinan los sintomas
descritos para infecciones causadas por Naegleria fowleri o por
Acanthamoeba spp. Se hace especial referencia a este hallazgo
puesto que no se habfa descrito hasta ahora ninguna infeccién por
amebas de vida libre pat6genas que originara un cuadro
patolGgico con sfntomas caracter{sticos a los presentados por el
paciente.

Los sintomas del paciente al ingresar al Hospital Universitario
de Puebla fueron: cefalalgia, rinorrea, rinofaringitis, nfusea,
vémito, odinofagia, hipotermia, hipertensién arterial y
desnutricion grado I,

En el hospital se presentaron otros sfntomas como: estupor,
alteracién de la conciencia, diplopia, pérdida del control de
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esfinteres, bradicardia, taquipnea, ptosis parpebral, papiledema,
hipotonfa muscular, arreflexias y rigidez del cuello entre otros,
progresando eventualmente hasta el estado de coma.

Al analizar los antecedentes de la meningoencefalitis desarrol-
lada por el paciente, se encontr6 que éste habfa tenido contacto
directo con el agua contaminada al sumergir la cabeza en una
pileta que habfa en su lugar de trabajo, dicha pileta servia para
remojar piedras de alabastro antes de ser cortadas, Como es de
suponerse, el aporte de contaminantes, incluyendo a las amebas
del suelo, debio ser considerable.

El paciente fue tratado en ¢} Hospital Universitario de Puebla.
Al principio el diagnéstico fue referido como una meningitis
bacteriana, de tal manera que fue tratado con fuertes dosis de
antibiéticos como ampicilina, cloranfenicol, gentamicina y
estreptomicina. Este tratamiento fue apoyado por una prolon-
gada terapia inmunosupresiva. Todo ello nos hace suponer quela
dispersi6n del parisito se pudo haber favorecido durante la
terapia., ya que ninguno de los antibidticos mencionados
anteriormente ha sido reportado eficaz en contra de amebas de
vida libre.

Aproximadamente 10 dfas después de que el paciente fue inter-
nado en el Hospital, se le tomé una muestra de lfquido
cefalorraqufdeo que fue canalizada al laboratorio de
Microbiologia Ambiental dei Proyccto de Conservacién y
Mejoramiento del Ambiente (CyMA) de la ENEP Iztacala
UNAM, ahf se aislé una amcba de vida libre perteneciente al
grupo de las gimnamebas, dentro del cual se incluyen las especies
patégenas, a este organismo aislade se le asign6 la clave PT-1
(Pucbla-Tehuacin caso 1).

El hallazgo se reporté al hospital y se sugiti6 ademis un
tratamiento con anfotericina B, medicamento que ha probado ser
efectivo en muchos casos de infecciones por este tipode amebas.

La anfotericina B no fue administrada en ninguna fase del
tratamiento, y se siguieron administrando medicamentos in-
dicados en infecciones bacterianas especialmente para tuber-
culosis. El paciente fue retirado del hospital por sus familiares
conundeterioro progresivo y la pérdida total del tratamiento con
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. el que se le habfa mantenido. El paciente fue llevado asucasaen
estado de coma con problemas respiratorios graves y se report6
su muerte 10 semanas después del inicio de su enfermedad.

No se pudo efectuar el examen post-mortem para determinar
con precisi6n la causa de la enfermedad debido a lIa negativa de
los familiares para permitir hacerla.’

En este trabajo se reporta la presencia de un organismo
amebiano del género Hantmannella vermifonnis hatlado en el
LCR del paciente como el posible agente causal de la infeccién
atfpica de meningoencefalitis.




OBJETIVOS

Caracterizar por morfologfay fisiologfa una ameba de vida libre
causante de la muerte de un adolescente por meningoencefalitis,

Establecer la situacién taxonémica de la ameba aislada de un
paciente que present6 un caso de meningoencefalitis de etiologfa
desconocida.




MATERIAL Y METODOS

Muestras de lfquido cefalorraqufdeo de un paciente con menin-
goencefalitis de etiologia desconocida fueron llevadas al
Laboratorio del Proyecto CyMA de la Unidad de Investigacién
de Ia ENEP Iztacala UNAM, y se procesaron segln el esquema
propuesto por De Jonckheere (1984), figura 2.

Los anlisis de faboratorio hechos en el Hospital Universitario
de Puebla para la bisqueda de bacterias como el origen de la
enfermedad fueron negativos.

Se pensé en la posibilidad de una ameba patégena del género
Naegleria como ¢l agente causante de la enfermedad por los
reportes anteriormente registrados de este organismo comog
agente causal de meningoencefalitis (Rivera, 1987; Mart{nez,
1985).

En los tres dfas siguientes se tomaron 1s de S ml de LCR.
Las muestras fueron centrifugadas a 2 500 rpm durante 10
minutos, y el sedimento se sembré en cajas con agar no nutritivo
y Escherichia coli muerta a 75 °C por una hora cn bafio de agua
{medio NNE). Estos cultivos fueron incubados a 30 °C y
revisados diariamente en un microscopio invertido.

CULTIVO Y AISLAMIENTO
De esos cultivos se seleccionaren y cortaron aquellas zonas de

buen crecimiento amebiano y se transfirieron a nuevas cajas de
NNE. Los subcultivos de las muestras se hicieron semanalmente.
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La manipulacién del material biolégico desde su obtenci6n
hasta su procesamiento final se hizo en ambiente estéril. Las
muestras se trabajaron en campanas de flujo laminar,

AXENIZACION

En muchas pruebas de laboratario sobre todo en aquellos
Procesos bmqu(mlcos, de biologfa molecular asf como en pruebas
dep J, es deseable que las amebas se encuentren en
cultivos | puros. Aunque inicial por requerimi de la
metodologfa de aislamiento las amebas de vida libre aparecen
asociadas a un tipo de bacteria, en este caso E. coli. For ello se

- hacen continuas transferencias de estas amebas en diferentes
medios axénicos que cumplan con los requerimientos mfnimos
para el desarrollo de estos organismos.

Los medios axénicos contienen sales y alguna fuente de carbono
y amino4cidos como glucosay suero fetal de bovino. En ocasiones
es necesario agregar a estos medios sustancias como vitaminas e
incluso 4cidos nucléicos para favorecer el crecimiento de estas
amebas, Por otra parte, con ¢l fin de evitar contaminacién bac-
teriana en este tipo de cultivos axénicos, se agregan antibi6ticos,
seleccionando aquellos que no tengan efecto téxico para las
amebas de vida libre, cominmente penicilina G sal s6dica,
estreptomicina y kanamicina en concentraciones de 200 meg/mi.

Para la cepa PT-1 se utilizaron los siguientes medios:

Medio PBSGM (Chang madificado)

Medio 354 para Acanthamoeba

Medio 710 de Nelson para Naegleria

Medio 711 PYB

Medio 902 de Schuster para Nacgleria

Medio 997 para amebas de agua dulee

Medio 1029 LIT

Medio 1152 EG

Medio PYNFH (modificado)

Medio CDC: V-009 para Hartmannelia (com. pers. Visvesvara)

La cepa amebiana PT-1 fue incapaz de crecer en los medios
axénicos mencionados anteriormente. lo que demuestra que
tiene una alta especificidad de requerimientos para su
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alimentacién y desarrollo. Se ha reportado su crecimiento
axénico s6lo en los medios con dcido desoxirribonucléico (ADN)
correspondientes a los medios de cultivo PYNFH y CDC:V-009.

Los medios de cultivo axénicos estuvieron disponibles al final
de esta tesis por lo que la mayorfa de las pruebas se efectuaron
con medios monoxénicos.

Para evitar en lo posible las interferencias con la bacteria E. coli
muerta, se hicieron lavados constantes en centrifuga a baja
velocidad por periodos cortos de tiempo 1 000 rpm durante 5
minutos y siempre se corrieron testigos con la bacteria E. colil
para suprimir dichas interferencias.

- Prueba de tolerancia a la temperatura

Cada duplicado de las placas de NNE inoculadas conla muestra
de agua se incubé por separado a temperaturas de 42 y 45 °C
durante 48 horas. Este criterio de aislamiento se debe a que las
diferentes especies de amebas se desarrollan en dmbitos de
temperatura diferentes, y se ha observado que las amebas
pat6genas crecen, por lo general, a temperaturas de incubacién
altas, mientras que otras especies de vida libre lo hacen a
temperaturas inferiores.

Todas las cepas patégenas son terméfilas pero no todas las
terméfilas son patégenas (Martfnez, 1985). Se requirié de
observaci6n diaria para verificar si habla crecimiento amebiano.

La prucha de temperatura para ¢l aislamiento de las amebas
posiblemente pat6genas se hace a 42 y a 45 °C, sin cmbargo se
probé la capacidad de resistencia de la cepa PT-1 a temperaturas
mayores aumentando 1 °C cada 24 horas después de haber ob-
tenido trofozoftos a la temperatura anterior hasta alcanzar los 48
°C que fue el limite en el cual la ameba dejé de crecer.

IDENTIFICACION
- Transformacién anteboflagelar

Esta prueba consiste en colocar unas gotas de agua destilada
sobre 1a superficie de una caja de NNE inoculada con la ameba,
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que se incuba a 37 °C durante 2 horas. Se hace una observacion
constante con el microscopio invertido cada 1/2 hora para obser-
var la presencia de formas flageladas. Esta prueba sirvié para
descartar la posibilidad de que la cepa PT-1 perteneciera a los
géneros flagelados de la Familia Vahlkampfiidae incluyendo a
Naegleria (Rivera gt. al. 1978; De Jonckheere, 1981).

-Microscopfa de luz

La observacién de la cepa PT-1 ha sido con el microscopio de
contraste de fases (Zeiss Mod. 151), Las observaciones se hicieron
a partir de cultivos amebianos en sus formas tr6ficay quisticaen
diferentes fases de maduracién, Las muestras fueron tomadas a
partir de cultivos hechos en placas de agar NNE por barrido con
solucién salina de Page o con solucién Ringer para evitar choque
osmbtico.

- Morfontetria

Las muestras fueron observadas directamente a 40X. Se
tomaron las medidas de 100 trofozoftos (longitud, anchura y
didmetro de nicleo) y 100 quistes (di4metro) reportando el
promedio. Se registraron las diferentes formas adoptadas por el
trofozofto y se hizo unablisqueda intensivaen los quistes de poros
los cuales son importantes para la determinacién de la especie.

- Tinciones

Para observar 1o cepa PT-1 a 100X 'en inmersion, se hicieron
preparaciones permanentes tefifdas con los siguientes colorantes:

Tinci6n Tricrémica (modificada por Cerva)
Tincién Giemsa
Tincién de Hematoxilina de Harris

Se hizo el registro fotografico de estas preparaciones en el
fotomicroscopio a 800y 1 €00 X en contraste de fases.

De la manera anterior se compararon las cepas de referenciade
Hartmannella vermiformis 1534/7A, 1534/1B y 1534/12 pertene-
cientes alcatdlogo de ln Culture Collection of Algae and Protozoa
(CCAP) de Gran Bretafia con la cepa PT-1.
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" - Ultraestructura de 1a cepa PT-1

El procedimiento de microscopfa electrénica de transmisi6n es
una herramienta muy importante en la descripcién de la cepa
PT-1 puesto que hasta ahora sélo existen pequefas estructuras
cetulares tipicas de la Familia Hartmanneilidae con las cuales
hemos relacionado a esta especie de ameba aislada de un pa-
ciente.

La biisqueda de finas microvellosidades parecidas a copas o
ventosas a lo large de la superficie celular solamente aparentes
con el uso del microscopio electrdnico ayudan a determinar la
especie amebiana.

A partir de cultivos ricos en trofozoftos y cultivos ricos en
quistes, se hicieron concentrados en solucién Ringer por
centrifugacion a 2 500 rpm durante 15 min, Se desecha el
sobrenadante y se recupera ¢l concentrado final en 0.5 ml de
"buffer’ de cacodilato y glutaraldehido al 4 % pH 7.1.

Los concentrados obtenidos de esta manera se procesan por el
metodo bésico para microscopfa electrénica de transmision. Se
eligen los mejores ejemplares y se obtienen fotograffas enblanco
y negro 8 X 10 pulgadas en papel.

= Isoelectroenfoque

Esta prueba bioqufmica permite apoyar el diagnéstico que se
hace actualmente de las amebas aisladas, Se utiliza para verificar
el diagnéstico morfolégico de la cepa amebiana aisladay de esta
manera integrar un criterio metodolGgico paracl establecimiento
del diagnéstico de clasificacion preciso.

La prueba de isoelectroenfoque (IEF) es una herramienta para
la identificaci6n de amebas, que se basa en la comparacién de
patrones enzimiticos de cepas problema con cepas de referencia
tipo.

El {soelectroenfoque consiste en separar los diferentes com-
ponentes de una enzima sobre un sustrato de agarosa con un
anfolito. Al hacer pasar una corriente eléctrica de alto voltaje
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sobre este sustrato y una muestra de amebas, por las propiedades
del anfolito, se genera un gradiente de pHsobre la agarosa y las
enzimas de las amebas migran en este pH hasta alcanzar su punto
isoeléctrico.

Con un revelador enzimdtico adecuado se pueden hacer visibles
las bandas de las enzimas que responden a un sustrato especifico
haciendo visibles aquellas enzimas que nos sean ftiles para la
identificacién amebiana.

De esta manera las enzimas de cada organismo pucden ser
analogadas con una huella digital, Si una ameba muestra un
patrén enzimiético semejante a otra ameba, existe una gran prob-
abilidad de que ambos organismos pertenczcan a Ja misma
especie,

Se hicieron pruebas para las siguientes enzimas seglin el
procedimiento descrito por De Jonckheere (1982):

Fosfatasa 4cida (FA)
Propionil esterasa (PE)
Alcohol deshidrogenasa (AlcDH)

Adema4s se compararon los patrones de Protefnas Totales (ProT)
de la ameba PT-1 con aquellas de las amebas tipo.

Las hartmanellas de referncia utilizadas fueron:
Hartmannella vermiformis 1334771A

Hartmannella vermifarmis 1534/18
Hartmannella vermiformis 1534/12

Todo ello con el equipo de isoelectroenfoque de Pharmacia con
que cuenta el laboratorio de amebas del Proyecto CyMA.

- Pruebas de patogenicidad

La prueba de patogenicidad en ratones ha servido para probar
siuna cepa amebiana es capaz de pravocar infeccién en animales
de laboratorio, con el fin de hacer inferencias de su posible
patogenicidad en los seres humanos.
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La patogenicidad de las amebas se prob6 en dos fases: Por
inoculaci6n intracerebral y por inocolacién nasal.

La inoculacitn intracerebral se hizo concentrando amebas en
cultivo en méxima tasa de crecimiento por centrifugacién a2 500
rpm durante 10 min a partir de un subcultivo de amebas de 7 diss,
se alcanz6 una concentracién de amebas de aproximadamente
1000 000 por ml.

Elsedimento se toma con una jeringa para insulina y se inocula
un lote de 5 ratones de 2 a 6 semanas de edad por cada cepa de
ameba. A cada rat6n se le inocula un volumen de 0.02 mi del
concentrado de amebas asegurdndose de introducir no menos de
10000 especfmenes. La aplicacién es intracerebral a través de los
huesos parietales o de la anticulaci6n interparietal, hacia la lfnea
media del crdneo o a la altura de las orejas.

Por otra parte, y con el mismo procedimiento para la
concentracién de amebas, parala misma cepa, con unajeringa de
1 mlse ponen 2 gotas (0.02 ml) de la suspensién de amebas enlos
orificios nasales de otro lote de 5 ratones, Este procedimienta es
por inoculacién nasal.

Los ratones inoculados de las dos maneras se vigilaron diaria-
~mente para observar cambios en el comportamiento y sobre todo
el perfodo y el niimero en que mueren si la cepa es patégena. Los
ratones que murieron antes de 21 dfas fueron abiertos
quirirgicamente exirayendo cerebro, higado, pulmén y rifiones,
sesembraror en cajas de NNE y se incubaron a 30 °C para buscar
amebas, Silos ratones no mueren antes de los 21 dfas, se sacrifican
y también se les extraen los 6rganos y se siembran de la misma
manera.

- Histologfa de 6rganos inoculados con Ja cepa PT-1

Para evidenciar el daiio producido por 1a cepa amebiana PT-1
en diferentes drganos de un organismo, as( como para rastrear el
mecanismo de dispersién de la ameba, se hizo el seguimiento
histopatolégico del proceso de infeccién causado por la ameba.
Para ello se inocularon por via intranasal e intracerebral con
ameba PT- 1 lotes de ratones de 3 semanas de edad,
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Dada la virulencia de Ia cepa, 1os ratones murieron a los pocos
dfas de ser inoculados. Enscguida, se recuperaron de los diferen-
tes érganos como rifién, pulman, hgado y cerebro. Con el finde
verificar que el patégeno fue el causante de la muerte de los
ratones, parte de dichos érganos fueron inoculados en placas de
agar NNE para recuperar las amebas y comprobar que la muerte
se debi6 a estos organismos. .

Laotraparte del 6rgano fue fijada con formaldeh{do tamponado
al 10 9% y procesada para obtener cortes semifinos para
observacifn al microscopio 6ptico en contraste de fases.

- Tinciones de tejidos
- Se utilizaron los siguientes procesos de tincién:

Tincién de Hematoxilina-cosina

Tincién Tricrémica de Gomori (modificada por Cerva)
Tincién de Lillie para écidos nucléicos

Tincién de Giemsa

Tincién de Pas

Tincién de azul de toluidina

Se hicicron cortes finos de los diferentes 6rganos para
observacién al microscopio electrénico de transferencia (Zeiss
M-10) con 1a finalidad de demostrar la inclusién de las amebas
en los tejidos y determinar el dafio histolégico producido.

-Divisién celular- (en microctltivos)

La técnica de microcultivos en cédmaras de Pussard ha servido
comno un criterio para ubicar takxonémicamente a fas diferenies
familias de arnebas de acuerdo al tipo de divisién celular que
Nevan a cabo. De esta manera se busca evidenciar las promitosis
asf como las metamitosis tfpicas caracterfsticas de los diferentes
géneros amebianos.

Las cdimaras de Pussard son portaobjetos sitnulando pequeiios
ecosistemas cerrados constituidos por un sustrato de agar, una
cierta concentracién de amebas y grandes cantidades de bacteria
viva E. coli como alimento (Pussard, 1973).
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Enestossistemas, as amebas crecendel centro del sistema hacia
los extremos credndose ¢n ese mismo sentido diferentes
situaciones de estrés. De esta manera en un pequefio sistema
podemos tener diferentes etapas de desarrollo amebiano capaces
de ser monitoreadas para seguir todo ¢l proceso de desarrollo
incluyendo la observaci6n de la divisién nuclear de una o de un
grupo de amebas seleccionado.

Se hizo el registro fotogréfico y la descripeién del proceso de
divisi6n nuclear en estas cdmaras de microcultivo de Pussard.

- SENSIBILIDAD A FARMACOS

Debido a que Ja cepa PT-1 ha resultado pat6gena se incluye en
esta tesis una prueba de sensibilidad a firmacos que han probado
ser efectivos con otras amebas. La metodologfa para estas
prucbas de formacos “in vitro"y la eleccién de los medicamentos
se basé en los reportes de la aplicacién de dichos fdrmacos en
pacientes con infecciones por amebas de vida libre del género
Acanthamoeba (Ferrante, 1984).

En placas para prucbas de ELISA se deposité una suspensién
de amebas dela cepa PT-1 auna concentracién de 1X 10 células
y se aplicaron los antibiéticos a las concentraciones abajo
sedaladas, Los antibi6ticos probados fueron:

Clorhidrato de tetraciclina 25, 50, 106, 250 y S00 mcg/ml,
Trimetoprim/Sulfametoxazo! 8, 25, 50, 100 y 250 meg/ml
Tobramicina 4, 8, 25, 50y 100 mecg/ml

Ketoconazol 4, 8, 25, 50y 100 meg/ml

Itraconazol 4, 8, 25, 50 y 100 mcg/m]

Cada ensayo se realiz6 por triplicado en trofozoftos y quistes de
1a cepa PT-1y Hartmannella vermiformis de referencia 1534/7A,
se corri¢ un testigo sin antibidtico en cada prueba. Las placas
fueron incubadas a 30 °C.

Se hicieron observaciones a 400-X en un invertoscopio, al
momento de lainoculaci6n del medicamento y 24 horas después,
para observar los efectos en las amebas. A las 24 horas se hizo un
lavado de las placas con agua destilada para eliminar el
medicamento y se agreg 0.05 ml de una suspensién de bacteria
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viva E. coli como alilmento, 24 horas después se hacen nuevas
ohservaciones para estimar ¢l efecto de los medicamentos sobre
las amebas probadas.




RESULTABOS

En el Hospital Universitario de Puebla (HUP) se present6 el
caso de un paciente con cefalea severa, rinofaringitis, ficbre,
ndusea, vémito e hipertensién. Los antccedentes de importancia
en este caso fueron el diagnéstico de desnutricion en grado Iy el
hibito dzl paciente de sumergir la cabeza en un estanque de agua
contaminada para refrescarse.

El primer diagndstico del Hospital Universitario fue de menin-
goencefalitis bacteriana, y por ello ¢l tratamiento incluy6
antipiréticos, antihistaminicos, y fuertes dosis de antibidticos
como ampicilina, cloranfenicol, penicilina, gentamicina y estrep-
tomicina. En este tiempo ¢! paciente no mostré mejorfa y su
situacién empeor6.

Sinembargo, el diagnéstico nunca fue comprobado ya que todos
los andlisis de iaboratorio en bitsqueda de virus y bacterias fueron
negativos. Se tomaron muestras de sangre para la prueba del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) siendo
también negativas.

Por puncion lumbar se tomé liquido cefalorraguideo (LCR) que
mostré presién aumentada, turbiedad, incremento del nive!
proteico, nivel de glucosa disminuido, células muy abundantes y
el examen bacteriano en LCR fue negativo (tabla 1).

Diez dfas después de su ingreso al Hospital Universitario de
Puebla, se reportd el caso al Laboraterio del Proyecto de
Conservacién y Mejoramiento del Ambiente (CyMA) UIICSE
ENEPI UNAM.
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Tabla 1

Resultados del andlisls de Liqulde Cefalorruquideo (LCR) y ofros estudlosllevados a
cabo en el paciente.

Prueba de SIDA: Negativa
Tomografia Axial Computarizada: Aracnoiditis Basal
Rayos X; Sciiales de patologfa respiratoria

Citoquimica del LCR
No. dc dias después de la admisién
2 4 8 16 18 19

No. de células 137 500 15 13 - -
Linfocitos 39% 45% 50% 100% - -
Newtréfilos 0% 2% 50% - - -
Monocitos 1% - - - - .
Proleinas (mg/100 mly 2724 1528 243 - - -
Globulinas + + truzas trazas - -
Glucosa (mg/100ml) 103 10 533 293 - -,
Aspecto turbio  twbio  cristaline turbio turbio  turbio
Aislami bacteriana . Negati
Aislamiento amebiano  —— No llevado a cabo + + +
+ positivo

- ncgativo



Se enviaron 3 muestras de LCR al laboratorio CyMA para la
biisqueda de amebas de vida libre, las tres muestras resultaron
positivas a la presencia de amebas. En las tres muestras se
encontrd siempre ¢l mismo organismo.

Las primeras observaciones del LCR mostraron la presencia de
un organismo polimérfico dependiendo de las condiciones de
cultivo. Al principio se pens6 por lasintomatologfa del paciente
que el organismoaislado pertenecfa a laespecie Naeglerda fowleri,

La ameba creci6 en medio de agar no nutritivo con Escherichia
colf mueria (NNE).

- Axenizacién

L3 cepa PT-1 creci6 muy bicn en presencia de labacteria E. coli,
Sin embargo, para cvitar interferencias en las pruebas
bioquimicas y de patogenicidad a Jas que se someti6 a la ameba
s¢ probaron diferentes medios de cultivo axénicos para aislar en
cultivo puro ala cepa amebiana PT-1. El medio PYNF recomen-
dado por la American Type Culture Collection (ATCC) para
Harntmannella y modificado por Visvesvara fue el dnico medio de
cultivo axénico donde crecid sin restricciones 1a cepa PT-1.

- Pruecha de tolerancia a Ia temperatura

Se probé la capacidad de la ameba para crecer en diferentes
condiciones de lewiperatuta {zabemos que las especies patGgenas
de amebas crecen mejor a u‘.mperalums altas), o) la cepa PT-1
crecio hasta la temperatura de 47 °C, a tos 48 °C comenz6 un
répido proceso de enquistamientoy los cultivos a las 24 horas sélo
presentaron quistes, los cuales fueron vmbles al ser resembrados
en medio NNE fresco a temperaturas de 42 °C. La temperatura
6ptima de crecimiento fue de 37 °C.

IDENTIFICACION
- Transformacién amebo-flagelar

Nose encontraron fases temporales de flagelacién, En repetidas
pruebas para inducir 1a flagelacion la cepa PT-1 fue incapaz de
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‘exhibir esta caracteristica, este fue un criterio més para descar-
tarla como wna posible Nacgleria.

- Morfologta

Por microscopfa de luz las amebas aisladas mostraron dos
diferentes formas tréficas incluyendo las formas aplanada (Fig.
3), limax (Fig. 4), y una qufstica (Fig. 6) con diversas etapas de
maduracién.

- Tinciones

Trofozoitos y quistes de fa cepa PT-1 fueron fijados en placas
permanentes y tefiidos con diferentes colorantes con el fin de
encontrar caracter(sticas distintivas que nos ayudaron en la
identiftcacién de la ameba.

Con la tinci6n tricrémica de Gomori (modificada por Cerva) se
obtuvieron preparaciones donde se contrasté perfectamente el
nicleo de un denso color azul y los demés orgdnulos en
tonalidades de pirpura. Ademads este tipo de fijacién y tinci6n
garantizé que los organismos asf preparados conservaran su
forma y tamano exactos, permitiendo mantener un registro de
imégenes muy preciso de esta cepa.

Las tinciones con colorantes de Giemsa y con hematoxilina de
Harris permitieron definir Jas diferentes formas del trofozofto y
del quiste; sin embargo, no aportaron ningina informacién
adicional que facilitara la identificacién de la cepa PT-1,

- Trofozoito

La ameba es uninucleada, y adopta la forma "limax" verdadera
(en cimaras de Pussard) a la bisqueda de alimento y en esta fase
se observa aunque no muy aparente un extremo uroide. Al avan-
zar, el pseudépodo de avance presenta dos estructuras hialinas
en forma de pseudépodos més pequefios (Fig. 3).

El cambio de la forma limax a la forma aplanada se da cuando
las condiciones son favorables para su alimentaci6n, si hay exceso
de alimento la ameba adopta una forma multivacuolada (Fig. 5).
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- Locomoclén

La actividad locomotora de 1a cepa PT-1 no es muy tfpica come
ya lo hemos mencionado anteriormente. Los pseud6podos son
gruesos y eruptivos en forma de lob6podos, en ningiin momento
aparecen estricturas como filépodos.

En agar NNEla cepa PT-1 se desplaza formandoun pseud6podo
frontal grueso que parte de la regién anterior de la ameba, dste
apéndice se va adelgazando hacia ¢l frente para mantener la
forma limax, de manera que al avanzar el segmento posterior se
mantiene miés estrecho que el resto de la célula. El cambio de
direccién ocurre por la formacion de otro pseudépodo més o
menos lateral en la regi6n frontal.

En'cdmaras de Pussard el movimiento de desplazamiento es
relativamente répido.

- Quiste

Los quistes observados presentan dos formas relativamente
diferentes, redondos y ovoides (en cdmaras de Pussard). Las
diferentes formas de esta etapa se deben a las fases de
maduracién del proceso de enquistamiento. De esta manera se
denomina prequiste a la fase mds temprana de formacion, eneste
periodo pueden observarse con claridad las caracteristicas del
trofozofto como Tas vacuolas y el nicleo.

El quiste maduro muestra una forma bien redondeada y una
densa capa mucilaginosa externa.

El estado qufstico no muestra poros, lo que se confirmé
posteriormente por microscopla electrénica. El quiste presenta
un nicleo bordeado por cromatina (Fig. 6).

- Morfometrfa

La medida de los trofozolios y quistes de la cepa PT-1 en un
promedio de 50 organismos se muestran ¢n la tabla 2,
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Forma limax

longitud 16.45 smintervalo 14.1 2 18.8 xm
anchura 5.66 umintervalo 4.7 a 7.05sm

Nicleo 4.08 pmintervale 3.9 a 4.4 ym
Nucléolo 2,14 pmintervalo 1.982a 2.4 #m
Quiste 10.22 pmintervalo 7.71 a4 12.85 4m

Tabla 2. Se el p diod lidas de |a cepa PT-1 de 100 quistes
¥ 100 trofozoitos. .

Las medidas de la cepa PT-1 fueron tomadas de la fase limax, la
mfs comiin, y a partir de medio de cultivo (NNE), dado que el
polimorfismo de esta ameba es muy grande.

= Niicleo

Todas las amebas son uninucleadas con un niicleo grande y bien
definido. En estado de reposo la cromatina se encuentra
localizada alrededor de un nucle6lo muy prominente. Esto debe
ser reportado en la descripci6n de la especie.

La divisién celular en la cepa PT-1 se desarrolla con el mismo
patrén de divisién de los metazoos. Es decir, que estas amebas se
multiplican por una metamitosis central, este proceso difiere de
manera absoluta con ¢} mceanismo de divisién promitética en-
contrado en Naegleria. :

En microcultivos en cdmaras de Pussard, se vio a la cepa PT-1
en diferentes fases de desarrollo incluyendo la fase de divisién.
En este proceso s¢ observé una mitosis de tipo abierta donde la
membrana nuclear se desintegra en la etapa de metafase, con-
tinuando con el proceso de divisién normal y que se define como
fisién binaria asociada a una melamitosis.

ULTRAESTRUCTURA

Por microscopfa electrénica se evidenciaron aspectos de estruc-
turas celulares itiles como criterio morfolégico para la
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clasificacién de la cepa PT-1 tales como mitocondrias, nicleo,
“membrana celular y cubierta del quiste,

Por este método de observaci6n se descart6 también la presen-
cia de bacterias endocfticas en la ameba PT-1.

- Mitocondrias

Las mitocondrias presentaron frecuentemente formas elfpticas
u ovales y de manera general alargadas, La presencia de formas
ovaladas en algunas fi Iguras puede deberse al seccionamiento

bl del paq lar, Las crestas mitocondriales en-
contradas en los trofozofltos son de forma tubular (Fig. 7).

- Aparato de Golgi

En el caso de Hartmannella vermiformis descrita por Page
(1988), se reporta la presencia del aparato de Golgi més o menos
prominente cerca del niicleo, sin embargo al buscar esta
microestructura en las micrograflas electrénicas de la cepa PT-1
no se encontré aparato de Golgi, en diferentes secciones y
éngulos de corte del paquete celular.

- Niicleo

Por microscopfa electrénica de transferencia se comprobé lo
observado por microscopfa de luz en cuanto a la morfologfa
observada. Ademds se hizo evidente la presencia de cuerpos
conspicuos de cromatina extranucleolar entre la membrana
nuclear y el nucleolo. Concentrdndose gran parte de esta
cromatina condensada sobre la pared del niicleo. Esta propiedad
fue observada solamente en secciones de quistes (Fig. 8).

= Membrana celular

En toda Ia superficie del trofozofto se observé una fina capade
microvellosidades las cuales a grandes aumentos (més de 6 000
X), dejan ver formas parecidas a copas o ventosas (Fig. 7), y que
son Gnicas del género Hartmannella.
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Fig. 3. Trofozoito de la cepa PT-1 aislada (Hartmannella) mostrando la forma aplanada, (en
contraste de fases 1 260 x).

Fig. 4. Grupo dc trofozoltos de la cepa PT-1 en forma "limax"en busca de alimento (contraste de
fases 800 x).



Fig. 5. Grupo de trofozeitos de Ja cepa PT-1, en forma aplanada. Algunos ali dndose en
forma activa y otros en proceso de divisién (contraste de fases 800 x).

Fig. 6. Grupo de quistes de la cepa PT-1. No se observan poros en 1a superficic del quiste
(contraste de fases 1 260 x).



Fig. 7. Micrografia de tr isién del trofc > de la ecpa PT-1. MV, estructuras semejantes a
“"copas” cn la superficie de membrana celular; Mi, mitocondrias con crestas tubulares;
N, niicleo; N1, nucledlo; V, vacuola digestiva; P, pscudpodo (5 800 x).

Fig. 8. Micrografia clectronica de transferencia mostrando la seccidn de un quiste de la cepa
PT-1. Ce, capa externa de la pared de! quiste; Ci, capa interna; N, nitcleo con cuerpos
conspicuos de cromatina extranucleolar; Nl, nucléolo (12 009 x).



"~ Quiste .

Las secciones dei quiste de forma ovalada mostraron dos capas,
una internay la otra externa, De gran interés es la capa externa
de aspecto mucilaginoso, donde ¢s posible observar separaciones
y acercamientos ondulatorios con la capa interna del quiste (Fig.
8).

ISOELECTROENFOQUE

Porisoclectroenfoque (IEF) con las enzimas Propionil Esterasa
(PE), Fosfatasa 4cida (FA) y Protefnas Totales (ProT) la cepa
PT-1 fue contrastada con las cepas de referencia Hartmannella
vermiformis de CCAP 1534/TA, CCAP 1534/7B y CCAP 1534/12
del catdlogo Culture Collection of Algae and Protozoa (CCAP).

El patr6n enzimético obtenido en geles preparados con anfolito
de pH 4-6.5 correspondientes a las 3 cepas de referencia del
CCAP comparado con el de la cepa PT-1 muestra una marcada
diferencia con la enzima PE. El nivel de definicion de 3 bandas
como méximo para esta enzima facilita el diagnéstico de las
especies.

La cepa P1-1 muestra una
banda gruesa localizada en
la regién del dnodo,
mientras que Ia cepa
1534/7A presenia tres ban-
—n das gruesas muy definidas

cerca de la region del
- gnodo.
—

I I

La cepa 1534/7B que se
define en dos bandas no
concuerda con el patrén de

las cepas mencionadas

PT-1 7A 7B 12 anteriormente. Y final-
Fig. 9.E1 csquema muestra cl patrén de bandas de la enzima mente, la cepa 1534/12
[Propionil estcrasa comparado con las cepas de referencia difiere de todas las cepas
Wartinannella con la cepa PT-L anteriores, ya que solo

muestra una banda en una
posici6n localizada a la distancia media entre el 4nodoy el catodo.
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PT-1

Utilizando un anfolito

— con valores de pH de 3-10

con reveladores para la

pra— mismaenzima PE probada
= . anteriormente, se

comprobé quelas diferen-
cias mostradas por la cepa

PT-1 y las hartmannellas
. dereferencia eran més evi-
7A 7B 3 dentes (Fig. 9).

ig. 10. Se mucstra c} gel de IEF para la cnzima Fosfatasa
cida. La basc corresponde al dnodo y la parte superior al

todo.

Tales diferencias en la

secuencia de bandas es
més aparente incluso entre las mismas cepas amebianas de refer-
encia. La posici6n de las inicas 2 bandas en la cepa PT-1 dejauna
clara evidencia de la poca relacién que existe con las otra cepas
amebianas.

Al revelar la enzima FA a pH de 3-10 nuevamente pudimos
observar hondas diferencias entre las cepas analizadas {fig. 10).
La concordancia de dos bandas entre la cepa PT-1y la cepa 7B
no son argumento suficicnte para sostener la posible relacién
catre cstos dos tipos de organismes,

La enzima Al¢DH no di6 informacién ya que no se revelé en
ningiin ensayo.

|
|

i1l
PERAN L
L

I

3

A ] 2

ig. 11, Protefnas totales pH 3-10. Cepa PT1 comparada con

artmanncllas de referencia 7A, 7B y 12, En la base s¢ encucntra la region
et 4nodo y hacia arriba ¢l cétedo,
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Por lo que respecta a ProT a valores de pH 3-10, el patrén de
bandas es mds complejo, y no es posible reconocer un esquema
de similitud de secuenciacién de bandco entre las 4 cepas
amebianas contrastadas (fig. 11). Laresolucién enel gel permitiG,
de manera normal encontrar diferencias sobre todo en aquellas
bandas no empalmadasy porio tanto mis delgadus que significan
cambios minimos que un organismo puede manifestar y se detec-
tan en ProT por la alifsima sensibilidad del IEF.

- Prucbas de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidard de la cepa amebiana PT-1 en-
sayadas por inoculacién intracerbral (IC) y por inoculaci6n in-
tranasal (IN) en ratones de 3 semanas de edad mostraron una
virulencia muy alta, Los resultados se muestran en la tabla 3.

El 60% de todos los ratones experimentados por IC e IN
murierondentrodelaprimera semana, después de serinoculados
conuna concentracién dé amebas de 10* y 10° células, el restante
40% muri6 en el lapso de la segunda semana,

Las amebas fueron recuperadas de los ratones muertos a partir
del cerebro, pulmén e higado en placas de NNE. En ningiin
ensayo se recuperaron amebas del érgano rif6n.

« Cortes histolégicos

Se demostr6 claramente en las preparaciones permanentes, la
presencia de organismos solitarios en diferentes regiones del
tejido observado, No se detectaron con frecuencia aglomerados
de amebas como se ha encontrado en Naegleria.

Los tejidos en donde se encontré una mayor cantidad de amebas
fueron principalmente pulmén y cerebro y en menor cantidad
higado y rifi6n.

El dafto en los tejidos fue muy aparente, en algunos cortes los
tejidos se mostraban necrosados y hemorragicos con infiltrados
inflamatorios. En estas zonas fue comin encentrar formas’
tréficas y quisticas de la cepa PT-1. Los vasos sangufneos fueron
zonas de alta incidencia de amebas,
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Tabla 3

Prucba da patog ¢ an de 3

Inoculacién intracerebral

Lote N°®. do ameb % de Mortalidad  RecuperaciSndala
inoculadas capa en cerebro

1 5.6 X10* 100 negativa

2 23x10* ] postiva

ineculacién intranasal

Lote N°.deamsbas % demonaldad Recuporacién Carabro Pumén Higado Rifén

inoculadas
1 2.5 X10* : 100 - - - . .
2 sexw0t 100 + . + . .
¥ 23x0° 60 + - + N .
Muerte por satrificio 40 + + + + -
dal lote N°. 3

* Detiots No. 3 ol 40 % da Ios ratones no murieron wn el lapso de 21 dias y fusion sacedficades con recuperacidn
poaltiva da la amaba PT.1.



En pulmoén y cerebro se observ el predominio de amebas en
forma de trofozofto més que en forma de quiste, a diferencia del
higado y del rifién, donde la abundancia de formas estuvo con-
stituida principalmente por quistes.

- Pruebas de sensibilidad a firmacas

En bioensayos de sensibilidad de la cepa PT-1 a diferentes
concentraciones de formacos, el comportamiento fue el siguiente
(Fig. 12):

Los ensayos con trimetoprim/sulfometoxazol y clorhidrato de
tetraciclina tuvieron un efecto moderado sobre las amebas al ser
aplicados en concentraciones elevadas de 250 y 100 mcg/ml, el
efecto produjo el enquistamiento de’la cepa amebiana principal-
mente con trimetoprim, sin ermbargo, a las concentraciones de 8
y 25 meg/ml el efecto fue nulo, y en esos cultivos se encontraron
formas tréficasyun crecimiento aparente con ambos antibiéticos.

En prucbas con quistcs, estos antibi6ticos no tuvieron ninglin
efecto y en algunos casos a concentraciones bajas hubo exquis-
tamiento de las amebas. A las 48 horas después de remover los
antibi6ticos la recuperacién de las amebas fue total encontrando
todas las amebas en forma tréfica.

Los antibiéticos Ketoconazol y Tobramicina tuvieron un efecto
téxico muy moderado a concentraciones altas sobre los
trofozoftos, el efecto se pudo observar a través del tiempo, ya que
alas 24 horas estos antibifticos no mostraron tener efecto alguno
en todas las concentraciones sobre las formas tr6ficas.

A las 48 horas los trofozoftos mostraron una tasa de enquis-
tamiento muy clevada a las concentraciones de 100y 50 mcg/ml
del antibiGtico, pero a medida que la concentracién fue dis-
minuyendo a 25,8 y 4 meg/ml, los antibi6ticos no tuvieron efecto.

La accién de la Tobramicina no exhibié ningiin efecto sobre los
quistes y estos exquistaronde manera inversamente proporcional
ala concentracién del antibi6tico. El Ketoconazol tuvo un fuerte
impacto en los quistes s6lo a las 48 horas después de ser aplicado.
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Fig. 12 ... Pruebas de sensibilidad
. ; a antibidticos
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El antibi6tico Itraconazol aplicado en concentraciones de 100,
50y 25 mcg/ml tuvo un efecto devastador sobre 12 poblaci6n de
trofozoftos a las 24 horas. A dosis menores de 8 mcg/ml se
encontraron trofozoltos en buenas condiciones. 24 horas después
del lavado del antibi6tico 1a recuperacién de los trofozoftos fue
total a las 24 horas. El ltraconazol no tuvo efecto sobre os quistes
a ninguna de las concentracionces.




Restimen de 1as caracteristicas dela cepa PT-1

Hébitat
Alslada de Liquido G jeodeuny de 18 afos de edad

Tolerancia a la Temperatura
Tolara hasta 135 47 °€ Crecimiento &plimo a 37 °C.

T 1, 1 o flagael

.No flagela.

Civisién
Mitosis de tipo abledta (desaparece la membrana nuclear), La division sdlo se leva acabo enla
tase tréfica.

Patogenicidad
Patégena en ratones de 3 semanas de edad.

Curso de la enfermadad
Produjo la muerte del paclanta en 10 semanas, despuds de su ingresa al Hospital.
En parte de los ratones Incculados la muerta sobrevino durante la primera semana.

Ruta de Infecclén
Epltatio oifatorio Fulndn y/o 51T dasplézandoss o ciros drmanos (hiaado v rifiGn).

Resistencia a férmacos
© Pocosensibie a los fdrmacos probados.

Trofoxcite
Forma. Presenta 2 formas tipicas, unade verdadera limax y otra aplanada {en atapa de raposc)
Psaudbpodes on forma de lob6podos.
Tamafio. Forma Jimax 16.45 um X 5.6 um Nicleo 4.08 4m de didmetro.
Microscopla electrénica Mitocondrias elfpticas u ovales con crestas tubulares.
Caraco de Aparato de Golgl. En !a suparficie celutar 1 finas micr

p

Quiste con [a microscopla do luz y alectrénlea
Forma ovoide y redenda, Prequiste y quistes maduros respectivamente.
Quistes maduros con una cublerta ondulante mucllaginosa muy aparenta. No hay poros.
Tamafio 14.48 um do didmetro. Con la microscopla electrénica:
Forma ovalada con cuerpos consplcuos de cromatina extranucleolar entre la membrana nuclear y
el nucleolo. Aparicién de una capalntema y otra externa (mucilaginosa). Uninucleado.



DISCUSION

El objetivo de este trabajo se ha dirigido a la identificacién de
una ameba de vida libre que fue aislada continuamente a partir
de 3 muestras de LCR de un paciente masculino de 18 afios
internado en el Hospital Universitario de Pucbla.

La ameba aislada de LCR fue denominada en nuestro
laboratorio cepa P1-1.

CONSIDERACIONES CLINICAS

De manera consistente en este trabajo se ha hecho hincapié en
que el diagnéstico primario de la enfermedad del paciente fue
meningoencefalitis. En el hospital de manera rutinaria por la
sintomatologfa observada se hicieron andlisis de laboratorio en
biasqueda de bacterias principalmente micrococos, organismes
relacionados con este tipo de infeccién,

Sin embargo el hallazgo de una ameba de vida libre en LCR y
Ia ausencia de virus y bacterias en el individuo nos llevaron a
pensar que el agente etiol6gico de la enfermedad era una ameba.

Con este conocimiento se elaboré el nuevo diagnéstico y se
propusola posibilidad de una infecci6n atfpica de MEAP causada
por Naegleria fowleri. Sin embargo, el curso clfnico de la enfer-
medad fue complejo y mostr6 algunos rasgos de evolucién de las
infecciones causadas por Acanthanioeba en EAG.

El tinico factor de predisposicién fisica para contraer la enfer-
medad del tipo EAG es el factor de desnutricién grado I presen-
tado por el paciente. El desarrollo de la enfermedad puede ser
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descrita como el de una meningoencefalitis amebiana crénica
MEAC.

El examen de la citologfa y quimica sanguinea del pacicnte
muestra una estrecha semejanza con aquellos analisis llevados a
cabo en personas que presentaron MEAR especialmente en el
aumento de linfocitos y niveles de protefnas en ¢l LCR. Asimis-
mo, los bajos niveles de glucosa, gran cantidad de particulas
celelares y neutréfilos, apoyan la ctiologfa amebiana.

La etiologia viraly bacteriana se descart6 completamente en los
anilisis hechos en el hospital.

Un elemento importante de considerar es que el paciente no
presentaba SIDA, ni ningiin otro factor de compromiso con su
sisterna inmune. Sin embargo, el tratamiento aplicado al paciente
fue muy agresivo, dado que se incluy6 una fuerte y prolongada
terapia inmunosupresora con dexametasona que alterd ¢l curso
de Ia enfermedad y seguramente favorecié la dispersién del
pardsito desde el sistema nervioso central (SNC) a otros 6rganos
incluyendo pulmén, €l cual finalmente fue el centro de graves
complicaciones provocando bronconeumonfa y finalmente la
muerte del paciente.

Al hacer el estudio epidemiolégico del caso no fue posible
establecer el momento de la infeccidn; sin embargo, se supo que
cljoven tenfa la costumbre adquirida meses antes de presentar la
enfermedad, de sumergir la cabeza en una pileta de agua estan-
cada y expuesta al aire libre. Este episodio puede posiblemente
explicar la manera de infeccién.

Las amebas pudieron infiltrarse del agua del estanque por la
narizy a través del epitelio olfatorio hasta el sistema nervioso. Al
llegar al cerebro se produjo una meningoencefalitis de evolucién
crénica y gran proliferacién de amebas en forma tréfica con
despi iento generalizado por el LCR. Se puede enunciar la
hlpélests de que durante este proceso las amebas PT-1se difun-
dieron al pulmon causando la severa bronconeumonfa que final-
mente provocé el deceso del paciente,

Consideramos que en esta fase los trofozoltos fueron
diffcilmente visibles para un analista de laboratorio no entrenado
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en este campo, dado que pueden ser confundidos ficilmente con
macr6fagos o artefactos celulares. Por esta razén 10 dias después
del ingreso del paciente al HUP se llevaron las muestras al
aboratorio del Proyecto CyMA y no se intentd el tratamiento en
contra de amebas de vida libre 2 dfas después.

Con estos antecedentes se hicieron varios muestreos
microbioldgicos en la piteta de agua donde el paciente acos-
tumbraba sumergir la cabeza, en busca de alguna posible relacién
con laameba aislada.

Se detectaron en dicha pileta varias organismos pertenecientes
a los organismos de los géneros Acanthamoeha, Vehikampfia y
Hartmannella.

Hacemos énfasis en que el aislamiento repetido a partir det LCR
de lacepa amebiana PT-1, las pruebas positivas de patogenicidad
y la ausencia de bacterias y algiin otro patégeno sustentan de
manera s6lida que este organismo amebiano fue el agente
etioldgico responsable de la enfermedad y posteriormente de la
muerte del paciente. Asimismo, se descarta cualquier tipo de
contaminacién externa.

IDENTIFICACION DE LA CEPA PT-1

Hasta hace poco tiempo las amebas de vida libre con potencial
patégeno parales seres humaonos estaban restringidasaunparde
grupos. Generalmente, se asumfa que una ameba patégena sélo
podfa pertenecer a los géneros Naegleria o Acanthamoeba (De
Jonckheere, 1984), Sin, embargo este concepto ha cambiado por
el descubrimiento de que otros organismos de diferentes géneros
pueden causarle al hombre patologfas severas e inclusive la
muerte. Estos organismos pertenecen a los géneros Leptomixa,
Vahikampfia (Jaramillo, 1989) y ahora Hartmannella.

Sobre la base de este problema, se trata de establecer la
situaci6én taxonémica de la amebaencontrada responsable de una
meningoencefalitis amebiana en un paciente del Estado de
Puebla, considerando a los patrones de clasificacién taxonémica
tradicionales como base, pero, analizando a detalle las diferen-
cias finas a niveles molecular yltraestructural y bioqufmico de la
ameba aislada.
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En el proceso de identificacion la cepa PT-1 mostr6 un polimor-
fismo excepcional, sin embargo, Ia forma limax (alargada) fue la
mds caracterfstica. En esta forma, su desplazamiento fue muy
répido por la formacién de lob6podos. Nunca se observaron
estructuras parecidas a filépodos o acant6podos.

En la fase de quiste la forma adquirida fue més bien ovoide y
lisa formando un exoquiste y un endoquiste corriendo paralelos
y lisos. La falta dc brazos estrellades en el endoquiste y de
filépodos son el criterio principal para descartar a Iz cepa PT-1
como un organismo del género Acanthamocha causante de EAG,

La posibilidad dc relacionar a la P1-1 con Naegleria fowleri
causante de MEAP fue analizada contrastando Ia capacidad de
ambos tipos de amebas a los ensayos bésicos de laboratorio,
tolerancia a la temperatura, transformacién ameboflagelar y
morfometrfa (Griffin, 1972).

La méxima temperatura que soport6 la cepa PT-1 fue de 47 °C
esta cualidad es importante considerando el criterio adoptado en
protozoologfa para las amebas de vida libre de que la poten-
cialidad de que un organismo sea. virulento aumenta cuanto
mayor sea su capacidad de soportar temperaturas altas (entre los
42y 45 °C), aqui se incluye N. fowleri.

La prueba de transformacién ameboflagelar demostré la in-
capacidad de PT-1 para formar flagelos temporales, a diferencia
de N. fowleri que st los produce, ademas debe resaltarse la ausen-
cia de poros en el quiste de PT 1, en observaciones por
microscopfa de luz, lo que posteriormente se comprob6é por
microscopfa electsénica. El quiste de N. fowleri sf presenta poros
en su superficie (Page, 1975),

También por morfometrfa s¢ encontraron diferencias excep-
cionalmente marcadas entre ambos tipos de amebas. El tamaiio
pequeno de N. fowleri con un quiste de 10 sm y un tamafio de
trofozolto de 15 «m en promedio, contrasta con el quiste de PT-1
de 10.22 #m en promedioy el trofozofto en forma limax hasta de
35 um. Con estas diferencias pudimos concluir que la cepa PT-1
no pertenece al género Naegleria (Page, 1988). :
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Dado que la cepa PT-1 no correspondia por morfofisiologfa a

--los géneros que cominmente estdn involucrados en casos de

meningoencefalilis, se sugiri6 un estudio m4s profundo e integral
de esta importante ameba.

Morfologfa

La observacion por micrescopfa de luz mostré en los trofozoitos
de las amebas una constante forma limax verdadera en forma de
cilindro, excepcionalmente alargada llegando amedir enestafase
hasta 36 m.

La locomocién recta por pseudépodos hialinos generados
siempre hacia el frente fue muy ripida. En estado de reposo
cuando las condiciones son favorables y tiene un aporte de
alimento (bacteria E. coli) abundante, 1a célula adquiere una
forma flotante algo redonda que mide en promedio 23 pm.

La ameba es uninucleada con un nucléolo central, y no hay
divisién nuclear en la forma quistica. En ¢l proceso de divisién se
observaron cambios a nivel del niicleo, la cromatina comienza a
dispersarse y el nticleo no se ve tan definido, es decir se pierde el
contorne de su pared nuclear y la cromatina contenida en el
nucléolo se alarga y adopta una forma de media luna
concentrdndose a un lado del nicleo. Esta particularidad no se
ha reportado para la subclase Gymnamoebia.

Durante el proceso de divisi6n se desintegra completamente la
membrana nuclear (mitosis de tipo abierta), a diferencia de la
Familia Vahlkampfiidae donde la membrana nuclear permanece
intacta hasta la separacién de los miicleos (mitosis cersada). En
algunos organismos fue posible observar ja formacién de unhuso
mitético.

Contrastando todos los elementos claramente documentados
conla clave taxon6mica de Page (1988) de gimnamebas cs posible
ubicar a la cepa PT-1 en el género Hartmannella.

La descripcién de fa ¢epa PT-1 muestra semejanzas ¢on .
vermiformis. Principalmente a nivel de morfologfa y de
locomocion.
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La descripcion para H. vermiformis es:

Capa hialina usualmente presente,la profundidad
anteroposterior lo doble del ancho; longuitud de 12 a 37 um;
Niicleo de 2. a4.1 #m; no hay cristales; los quistes son esféricos
o ligeramente oveides, con una capadela pared externa muy poco
separada, didmetro de 4.0 2 9.5 m (promedio de 7.0 um).

Debe mencionarse aquf que aunque estas amebas limax habfan
sido encontradas anteriormente en las mucosas nasales de seres
humanos (Cerva, 1973; Skocil, 1972), no existen reportes que
demuestren su comportamiento como un organismo patégeno
para ¢l humano ni para ningiin otro organismo. Los estudios para
fas amebas del género Hartmannella las describen como organis-
mos inocuos encontrados cominmente como habitantes del
suelo.

Ultraestructura

La utilizaci6n de la microscopfa electrénica fue una de las
herramientas més Gtiles en el proceso de ubicacién taxondmica
de la cepa amebiana PT-1.

Durante mucho tiempo los géneros amebianos Acanthamoeba
y Hartmannella se habfan clasificado indistintamente como or-
ganismos de esle Gllimo géucre (Eusiminger, 1$66; Band, 1563);
sin embargo, Page (1983), baséndose enel tipo de divisién cefular
y principalmente en sus estudios de microscopfa electrénica
defini6 los lfmites del género Hartmannella.

De c¢sta mancra la ultraestructura permiti6é ubicar con mayor
certidumbre a la cepa PT-1 dentro del género y la especic
Hartmannella vermiformis por la morfologfa de sus estructuras.

Quiste.

Con un ambito de tamafio de 7.71-12.85 um los quistes son
ovoides. Por ultraestructura aparecen 2 paredes lisus, Los quistes
maduros muestran una membrana poco densa gue sobresale de
manera envolvente, en un tamafio similar al radio del quiste (Fig.
8). Esta capa membranosa aparece también en H. cantabrigiensis;
sin embargo, es mis ondulante y se estrecha més hacia el quiste.
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El quiste de la cepa PT-1 no ticne poros, lo cual corresponde a
la misma caracteristica de la Familia Hartmannellidae,

El micleo del quiste de la PT-1 exhibe cuerpos éohspicuos de
cromatina extranucleolar en el mismo patrén que tiene la ameba
H. vermiformis de referencia CCAP 1534/7A.

Trofezoito.

Las caracter{sticas mds significativas observadas por
microscopla electrénica se concentraron en las mitocondriasy en
la superficie de la membrana celular,

Las mitocondrias de ta PT-1 de formas ovales y alargadas con
crestas tubulares. Estas crestas tienen importancia en el criterio
adoptado para identificar a Ja cepa PT-1 come una ameba del
género Hartmannella.

En el estudio ultraestructural de Hartmannelia realizado por
Page se describen crestas mitocondriales tubulares como una
forma comiin encontrada en Hurtmannella,

Tal vez el hallazgo mdés importante que se obtuvo por
ultraestructura fue el descubrimicnto de finas estructuras
semejantes a copas sobre la superficie de Jamembrana celular de
la PT:1 (Fig. 7). Estas "copas" diseminadas de manera contfnua
en la membrana s61o son visibles a grandes aumentos 6 000 X.

Sc ha obscrvado de manera invariable que el género
Hartmannella posce a lo large de toda su membrana diminutas
microfibrillas en forma de c4liz, la presencia de estas pequefias
fibrillas es distintivo del género, no se han encontrado en otra
especie de amebas (Page 1988).

Este argumento nos ayuda a solidificar el diagndstico
morfol6gico de la cepa PT-1 como una ameba del género
Hartmannella.

Al comparar la descripci6n por ultraestructura de la cepa PT-1
con la descripcién del género Hartinannella por Page, sélo en-
contramos una diferencia en cuanto al Aparato de Golgi. Page
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demuestra su pr ia en H. c isy en H. vermiformis
en diferentes regiones de la célulay también en niimero variable,
sin embargo no se encontr6 Aparato de Golgi en diferentes
secciones y angulos de corte cn lacepa P1=1.

Isaclectroenfoque (IEF)

Conociendo la situacién taxondmica de la cepa PT-1 dentro del
género y especie H. vermiformis, se esperaba que al comparar ¢l
patrén se bandas por IEF de 2 cepa PT-1 con aquellos de 3 cepas
de referencia H. vermiformis de catdlogo no hubiera muchas
diferencias,

Los patrones de corrimiento de PE, FAy ProF a pH 4-6.5y 3-10
mostracon marcadas diferencias. Es sorprendente también que
las cepas de referencia 1534 /7A, /7B y /12 catalogadas como H.
vermiformis fueran tan diferentes. Se deben discutir los puntos de
divergencia estructural y fisioldgico de estas cepas, para es-
tablecer su relacién o en su caso la necesidad de hacer una nueva
deseripcién y revisar su posicién taxonémica.

Por lo que respecta a la cepa PT-1 reconocemos que las diferen-
cias bioqufmicas, evidenciadas por el comportamicnto de los
patrones enzimdticos, puedenser explicadas porque el aislamien-
to de esta ameba se hizo a partir de un organismo vivo, por su
carficter palégeno evidenie ¢n un paciente y comprobado en
animales de experimentacién, carencia de aparato de Golgi,
mantenimiento controlado en laboratorio y 1a capacidad de
desplazamiento répido inusual en ¢! género Hartmannella,

Por estas consideraciones podemos sugerir que la cepa PT-1
diagnosticada como Hartmannella vermiformis, con base en sus
finas diferencias morfofisiolégicas puede ser considerada como
una nueva variedad (o subespecie).

PRUEBA DE PATOGENICIDAD

La importancia de la prueba de patogenicidad en ratones es
manifiesta. En S pruchas, combinando inoculacién nasal e
inoculacién intracerebral de amebas PFT-1, el porcentaje de
ratones muertos durante la primera semana de inoculacién
super6 el 80 % lo que dernuestra su alta virulencia tabla 3.
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- Larecuperacién de amebas en forma tréfica a partir de cerebro,
pulmén ¢ higado demuestran Ju capacidad de desplazamiento de
-esta cepa. Este hecha es sorprendente dado que H. vermiformis
no habfa sido reportada anteriormente como patégeno.

Esta conclusién nos ayuda & sostener la hipdtesis de que lacepa
PT-1 fue el factor determinante em la muerte del paciente de
Puebla. Consideraciones posteriores relacionadas con este tema
se harén en el siguiente apartado.

CORTES HISTOLOGICOS

Al carecer de un examen post-mortem para comprobar Ia
muerte del paciente de Puebla por la cepa amebiana PT-1,y para
ayudarnos a comprender el mecanismo de dispersién y dafios
causados por esta ameba en los difcrentes drganos de un ser
viviente, se realiz6 el examen de cortes histol6gicos preparados
a partir de ratones inoculados con esta cepa.

En tejidos de pulmén y cerebro fue donde se encontré gran
cantidad de amebas en forma tréfica, esta observacién es impor-
tante porque relaciona la presencia de la ameba en cortes de
pulmén con las alteraciones respiratorias graves del paciente
(bronconeumontfa), reportadas en la historia clfnica, .

Demanera constante se observaron organismas solitarios en los
tejidos a diferencia de lo reportado para otras amebas patogénas
que frecuentemente se aglutinan en un sitio para causar el dafio.
Este hecho puede deberse a diferencias en los mecanismos de
patogenicidad. Pudiendo elaborar toxinas o enzimas que actiian
a distancia necrotizando el tejido.

En la inoculaciones por via intranasal las amebas pasan al
cerebro de manera muy ripida y directamente al pulmoén (lo que
se comprobé por el elevado nimero de organismos encontrados
en estos tejidos) y por via hematégena se diseminan a higadoy a
rinén.

El tamaiio de los organismos amebianos se vio afectado porque
las condiciones dentro de los tejidos pueden ser de tensi6ndebido
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a condiciones microaerofilicas o por la presién que ejercen las
células de defensa del organismo.

SENSIBILIDAD A FARMACOS

. El Ketoconazol e Itraconazol no afectaron al quiste como era
esperado (estos medicamentos son utilizados contra hongos ya
que actfian especificamente sobre su pared de celulosa, lo que
confirma que la pared cxterna del quiste no esté constituida por
celulosa.

El tamaifio de los trofozoftos y quistes se vio afectado por la
presencia de antibi6ticos. Este mecanismo de generar células
pequeiias es comdn en los protozoos como dispositivo de defensa
contra las condiciones adversas del medio. Al producirse células
en abundancia, aunque més pequeiias, aumenta la probabilidad
de alcanzar otros hébitats que les scan mds favorables para de
esta manera preservar la especie, este mecanismo se denomina
estrategia de adaplacion.

En general los medicame ntos no mostraron un efecto deletéreo
sobre este organismo amcbiano PT-1 lo que motiva a seguirenla
bisqueda de nuevos medicamentos que puedan ser eficaces en
el tratamiento de enfermedades pmducldas por amebas
patdgenas de vida libre.
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CONCLUSIONES

El desarrollo de nuevas técnicas, como el isoelectroenfoque
enzimftico, 1a prueba de ELISA, mapeo genético del ADN,
pruebas inmunoldgicas avanzadas, microscopfa electronica, etc.
han facilitado por una parte la separacion precisa de diferentes
grupos de protozoos muy relacionados entre sl, pero por otra
parte han complicado Iz toma de decisiones para resolver hasta
qué punto las diferencias mds finas entre dos organismos los
separan de la misma especie (De Jonckheere, 1987; Martinez,
1976).

Los criterios adoptados han sido miltiples de tal manera que Ia
interpretacioén de la posicién de un organismo en el sistema
taxondmico difiere dependiendo del autor (Rivera, 1978).

De estamanera la separacién de especics principalmente entre
los organismos de las familias Acanthamoebidae,
Vahlkampfiidae y Hartmannellidae ha proliferado y se han hecho
nuevas descripciones basadas en diferencias morfolégicas y
bioqufmieas muy finas.

Estas consideraciones son de gran importancia para la
conclusién de este trabajo, puesto que ¢! objetivo de ubicar
taxonémicamente a la cepa PT-1 nos ha motivado a seleccionar
cierto tipo de caracterfsticas morfoldgicas y bioqufmicas de esta
cepa amebiana para clasificarla como Hanmannella vermiformis.
Sin embargo, nos hemos encontrado’un namero de diferencias al
comparar las descripciones hechas para varias . vermiformis
(Page, 1985) de referencia con la cepa PT-1.
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La velocidad de locomoci6n inusualmente répida para
Hartmannella, su rapidez para transformarse en limax a casi
cualquier cambio en el ambiente, el patrén isvenzimitico y de
protefnas y su patogenicidad cn animales de experimentacién, as(
como el daiio causada en los tejidos, nos hacen suponer que la
cepa PT-1 catalogada como Hartrrannella vermiformis, presenta
otras caracterfsticas que no son compartidas por las tres H.
vermiformis de referencia.

Estos factores deben ser interpretados y analizados enun nuevo
trabajo, estudiando més profundamente la ultraestructura,
bioqufmica, inmunologfa y ADN de la cepa PT-1. Ya que hasta el
momento, consideramos con gran certidumbre que la cepa
amebiana PT 1 corresponde a una nueva subespecie con nuevas
caracterfsticas atractivas para ser estudiadas y ser descritas enun
trabajo posterior.

Asimismo, debemos fijar nuestra atencion a las adaptaciones
evolutivas de estos organismos anfizoicos es decir con la
capacidad de transicién para convertirse de un organismo de vida
libre a uno parssito facultativo det hombre.

Existen trabajos que documentan a los organismos del género
Hartmannella como parte de los microorganismos que pueden
habitar normalmente en la faringe del hombre sin causar dafio
(Wang, 1967). Sin embargo, y al respecto de este caso se sugiere
la posibilidad de que Hartmannella est¢ comenzando a invadir
nuevos hibitats y sea capaz de sobrevivir en aquetlos ambientes
donde las condiciones adecuadas de humedad, alimento y
temperatura le permitan desarrollarse.

Se ha demostrado también que las hartmannellas poscen un
aparato enzimdtico muy eficiente para atravesar grandes zonas
de tejidoy digerir de manerarédpida gran cantidad de células, Otra
de Jas manifestaciones de la cepa PT-1 es su excepcional afinidad
por el tejido del sistema nervioso central, No se han hecho
investigaciones para determinar los mecanismos de seleccién que
le facilitan ala cepa PT-1 empezar a destruir ¢élulas nerviosas.

Esta reflexi6n coincide con ia significativa especificidad que
exhibi6 Ia cepa PT-1 para crecer axénica en determinados medios
de cultivo que incluyen en su composicién ADN.
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Como se ha sefialado anteriormente, hemos catalogado alacepa
PT-1 dentro del género Hartmannella y queremos resaltar fa
fntima relacion que tieme con los organismos del  género
Acanthanoeba cuya alta patogenicidad ha sido demostrada en
cientos de pacientes con otitis, rinitis, queratitis y EAG entre
otras infecciones, incluyendo ademés a los pacientes
asintomdticos (Rivera, 1984).

Tado csto nos hace supener un procesn evolutivo paralelo muy
cercano entre ambos géneros. De tal manera que s6lo hasta afios
recientes Page (1988) ha reclasificado dentro del género
Hartmannella a varias amebas que por afios habfan sido con-
sideradus como Acanthamoebas.

En nuestra consideracién queremos destacar el reporte y Ia
descripcién de una enfermedad atipica de sintomatologfa no
comiin en EAG y MEAP causada por una ameba de vida libre
caracterizada como Hartmannella vermiformis. Esta ameba fue
aislada de LCR de un paciente que murig 10 semanas despuésde
haber maostrado os primeros sintomas de meningoencefalitis. El
episodio fue causado por un organismo nunca antes descrito
como agente patdgeno.

Los antecedentes mostraron que el paciente tuvo contacto con
agua estancada de una pileta, en[a cual se encontraron consisten-
temente amebas de vida libre incluyendo especies del género
Hartmannella. Esta evidencia nos da un argumento para confir-
mar la hip6tesis de que el paciente adquirio la enfermedad por
sumergir la cabeza en cste estanque.

Eluso de la microscopfa electrénica como una herramienta para
el estudio de este caso de diffcil diagnéstico fue de gran utilidad
en particular cuando se traté de clasificar al agente etiol6gico. Y
debe ser parte del diagndstico rutinario de laboratorio en casos
similares.

Las observaciones en Jos cortes histol6égicos confirmaron el
curso clfnico de la enfermedad, coincidiendo con el cuadro
clinico presentado por el paciente. Y se concluye que el agente
causante de la muerte del paciente fue una ameba anfizoica de la
especie Hartmannellavermiformis nueva variedad que l¢ provocéd
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al paciente un cuadro de meningoencefalitis y bronconeumonia
que lo llevaron ala mucrte.

A medida que los profesionistas relacionados con el drea
biomédica de todo el mundo, empiezan a preacuparse por esta
enfermedad, el nlimero de casos diagnosticados va en constante
aumento, pero aun no se refleja el namero real a nivel mundial.

Considérense las siguientes reflexiones:

a) El grupo médico no considera formalmente a las amebas
patigenas de vida libre como causantes frecuentes de menin-
goencefalitis. De manera general el diagndstico primario se
determina como una etiologia de origen bacteriano o viral, por
lo tanto los pacientes reciben terapias muy agresivas que
debilitan al paciente y pueden favorecer afin més (cuando este
sea el caso) la invasi6n por amebas.

b} Existe la necesidad de que los médicos y el personal que
realiza los andlisis de laboratorio sean entrenados en la
identificacién de la sintomatologla y en la deteccién de estos
organismos de diffcil diagnéstico.

¢) Cuando el diagnéstico de la enfermedad sea de meningoen-
cefalitis, se deben incluir de manera rutinaria andlisis de
laboratorio en husca de protozoos, especialmente en LCR.

d) Debido ala ubicuidad de estos organismos se hace patente la

" necesidad de levantar un invantario de estas amebas en nuestro

pals para que de esta manera podamos prevenir y conocer los

alcances de esta enfermedad asf como la distribucién y ecologfa
de las amebas de vida libre patégenas.

Los sefialamientos anteriores, sin embargo, no deben ser
tomados como de alarma debido a que esta enfermedad rara vez
aparece en forma de brotes epidémicos y hasta la fecha no se
considera un problema de salud piiblica.

Adicionalmente en este trabajo se quiere llamar la atencién
sobre ¢l curso de la enfermedad, su diagndstico asf como el o los
agentes que lapueden provocar. También se hacen seflalamientos
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para el aislamiento y la identificacifn de las amebas patdgenas de
vidalibre capaces de causar diversos tipos de meningoencefalitis.

En ello trabajan equipos multidisciplinarios, intercambiando
informacién sobre aspectos de biologfa molecular,
epidemiologfa, inmunologfa y farmacologfa para establecer un

L mejor conocimiento sobre tas meningoencefalitis producidas por
amebas de vida libre pat6genas especialmente en nuestro medio
tan favorable a estos organismos por la ubicacién geografica y las
excelentes condiciones climéticas que prevalecen en nuestro pafs.
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APENDICE

Medios de Cultivo
Agar No Nutritivo con Escherichia coli (NNE)

NaCl 0.12g
MgS04.7TH20 0.004 g
CaCl2.2H20 0.004 g
Na2HPO4 (0.142 g
KH2PO4 0.136 g
Bactoagar 15.0g

Agua destilada 1000 ml

Mezclar en seco todos los ingredientes. Agregar 500 ml de agua’
destilada y disolver, completar el volimen de 100 ml y hervir
hasta que se disuelva bien ¢l zgor, Esterilizar 2 121 °C por 15
minutos.

Se vacian 15/20 ml en cajas de Petri estériles (capa delgada).
Cuando el agar haya solidificado se siembran 5 gotas de una
suspensién concentrada en agua destilada de bacteria Escherichia
coli muerta por calor a 70 °C por 30 minutos, extendiendo per-
fectamente la suspensién de bacterias por toda Ia caja.

Las cajas ya preparadas de esta manera se guardan en bolsas de
plastico en el refrigerador.
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Medio PBSGM (Chang Modificado) para coltives axénicos

Peptona Biotriptasa 16.6 g

Dextrosa 2.7g .
Naz2HPO4 1.5g

KH2PO4 0.9g

Agua destilada 1000 ml

Los ingredientes se mezclan en seto y se disuelven en el agua
destilada, Se envasan 2.7 m! del medio en tubos con tapén de
rosca y se esterilizan a 121 °C por 15 minutos. Se guardan en el
refrigerador hasta que vayan a ser utilizados.

Cuando se utilice el medio, los tubos se sacan del refrigeradory
se ponen a temperatura ambiente, y se les agrega 0.3 mide suero
de bovino con antibi6ticos.

Preparacién del suero de bavino para el medio PBSGM

Elsuerose descongelayse pone enbaio deaguaaS6 °Cdurante
30min paradescomplementario. Yadescomplementado elsucro,
se prepara una mezcla de antibi6ticos a base de penicilina G sal
s6dica (laboratorios Lakeside) y Kanamicina (Bristol).

Penicilina G 1 000000 U en 2 mi de H20 destilada
Kanamicina 1 g en solucién 3 ml
Volimen total 5 ml

Agregar 1.0 ml de la mezcla de antibiéticos por cada 100 m! de
suero descomiplementado. Mara obicner una concentracisn final
de 200 meg de cada antibi6tico en 3.0 mi de medio PBSGM.

Medio modificado PYNFH
Solucién 1

Peptona Difco #3 100g

Extracto de levadura Difco 10.0g

Acido nucléico de levadura Sigma (almacenar a -20 °C) 1.0g
D-Glucosa 1.0g

Acido f6lico 15 mg

* Solucién de Hemina 0.5 ml
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KH2PO4 0362 g
NazHPO4 05 g
Agua destilada a 900 ml

Si es necesario ajustar a'yH de 6.9yau loclavear a 121 °c
minutos y almacenar a4 °C

Solucién de Hemina

Hemina 200 mg
Trietanolamina 100 m!
Almacenara 4 °C

Medio Completo

Solucién 1 900 m!

Suero fetal de bovino 100 ml
Penicilina (100 000 U/ml) 1 ml
Estrepmmlcma (100 000 U/ml) 1mt
Almacenarad °C

FORMULACIONES DE MEDIOS Segiin Cataleguc of Protists
17 " ediiiun 1591,

354 Medio para Acanthamoeba
Proteosa peptona 15.0 g

Glucosa 15.0g

KHPO:03g

Vitamina B12 1.0 mcg

Biotina 200.0 mcg

Tiamina 1.0 mg

I.-Metionina 14.9 mg

Solucién salina (ver abajo) 1.0 ml
Agua destilada 1.0 L

Soluci6n salina
CaCl2°2H200.15g
FeCl3 0.02g
MpgSO4 ' TH20 246
Apgua destilada 100.0mi

Ajuste el pH a 5.5. El medio puede ser preparado libre de
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ESTA TESES M0 DEBE
SALIR DE LA BIBLIGIECA

partfculas por filtracién o centrifugacion a alta velocidad previo
a la esterilizacién en autoclave, Utilizar 5.0 ml por cada tubo de
tapén de rosca de 16 X 125 mm.

716 Medio de Nelson para Nacgleria
Solucién de Page

MgSO4°TH20 04 mg

CaCl2"2H20 04 mg

Na2HPOs4 14.2mg

KHoPO4  13.6mg

NaCl 120mg

NaCl 120mg

Agua destilada 100.0 ml

A la solucién anterior agregar:
Infusién de higado (Oxoid o Panmede) 0.17g
Glucosa 0.17g

Vaciar 4.5 ml en tubos con tapdn de rosca de 16 X 125 mm.
Esterilize en autoclave por 25 minutos a 121 °C. Enfrie y
asépticamente agregue 0.5 ml de suero fetal por tubo (con-
centracin final de 10 % de suero) antes de utilizar.

711 PYb

Proteosa peptona 1.0 g
Extracto de levadura 1.0 g
Agua destilada 900.0 m!

Prepare y esterilize separadamente cada una de las siguientes
soluciones patrén y agrege al medio basal como se indica abajo
para evitar precipitacién (Prepare un volumen final de 1.0 L)

Soluciones patrén:

0.05MCaClz2 4.0m!

0.4 MMgSO4°7H20 25ml

0.25 M NaHPO4 8.0 ml

0.25 MKH2PO4 32.0 ml

El pH deber de ser 6.5. Autoclave 25 minutos a 121 °C.
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902 Medio axénico de Schuster para Naegleria

Extracto de levadura2.5 g

Peptona 2.5 g .
Concentrado de higado Oxoid al5 % 100 ml
Na2HPO4 (0.05 M) 60.0 ml

KH2PO4 (0,05 M) 40.0 m]

Agua destilada cbp 1.0L

Prepare el concentrado de higado en agua destilada, filtre o
centrifugue a alta velocidad para remover ¢l sedimento y esteri-
lize por autaclave. Agregue el concentrado de higado filtrado al
medio al momento de su preparacién y autoclave el medio com-
pleto. Agregue suero de bovino antes de utilizar el medio.

997 Medio para amebas de agua dulce

Extracto de malta0.1 g
Extracto de levadura (.1 g Bacto agar 16.0 g
Agua destilada 1.0 L

1029 Medio LIT

Caldo infusi6n de higado 9.0g
Triptosa 5.0

NaCl1.0g

NazHPO4 8.0g

KCl 04 g

Glucosa 10g

Suero fetal de bovino  100.0 ml
Hemina 100 mg

Apua destiladagbp 1.OL

Ajuste el pH a 7.2 y esterilize por filtracin Seitz. Vacfe
asépticamente en allcuotas de 5.0 ml en tubos de tapén de rosca
de 16 X 125 mm.

1152 Medio EG
Acetatodesodio 1.0g

Exiractode carne 1.0g
Triptona 20g
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Extracto de levadura 2.0g
CaClz 001 g
Aguadestilada  1.0L

Autoclave por 20 minutos a 121 °C
MITOSIS EN VIVO (en microcullives)

‘Técnicas de microcultivo para la observacién de la divisién
celular en amebas

Material:

50.0 ml de bactoagar al 1.5 % recien esterilizado.

Papel celofdn cortado en cuadros de 5 mm®,

Suspensién concentrada de bacteria Escherichia coli viva en
agua destilada estéril.

Portaobjetos y cubreobjetos.

Pinzas.

Parafina para histologfa.

Cémara himeda.

Procedimiento:

Sobre una jaminilla se deposita una capa delgada de bactoagar
al 1.5 %.

Se hace una excavacion en el agar de aproximadamente 5 mmZ

Se corta un fragmento de papel celofin y toméndolo con unas
pinzas, se pone en contacto con la superficie de un cultivo de
amebas en buen crecimiento pasando varias veces el cetofan para
capturar la mayor cantidad pesible de amebas.

El fragmento de celofdn se coloca sobre el cuadro de agar
excavado con la parte impregnada de amebas bacia arriba.

Con una pipeta pasteur de toma una gota de la suspension
bacteriana y se coloca sobre un cubreobjetos y se voltea, de
manera que la gota con bacteria quede colgando sobre el
cubreobjetos, de esta manera se coloca sobre el trozo de celofin
con amebas. Es importante hacer coincidir la gota con bacteria
sobre ia superficie de celofin con amebas,

Se sella la preparacién con parafina refinada para histologfa y
se puarda en cAmaras hiimedas a temperatura ambiente. Las
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.preparaciones se obscrvan diariamente con objetivo de
inmersién 100x,

TlNClON TRICROMICA (Modificada por Cerva)
PROCESO DE FIJACION

Selava 1 caja con amebas en buen crecimiento con 5 mi de agua
destilada.

Se hace el arrastre de este lavado de amebas con unasa acodada.

Se marcan los portaobjetos con un circulo de cera donde se va
a poner el concentrado de amebas.

Con un bulbo unido a una pipeta Pasteur de punta alargada se
toma el lavado de las cajas y se vacfa en un tubo de ensaye con
tap6n de rosca. Centrifugar a 2 000 rpm durante 10 min.

Sedesecha el sabrenadante y se toman 3 gotas de la pastilla que
se ha sedimentado en e! tubo para colocarlas en el portaobjetos
ya marcado con la ceza.

Se panen los portaobjetos en camaras hiimedas (cajas petri con
agua destilada).

Estas camaras se incuban ala temperatura 6ptimaala que crece
Ia ameba, durante 30 minutos con el objeto de que las amebas se
adhieran al cristal. Ver al microscopio inmedidtamente al sacarlas
de la incubadora. ’

Se sumerge lo mds pronto posible en el alcohol sublimado,
debido a que las amebas se pueden separar del vidrio. Se man-
tiene la muestra sumergida de & a2 horas (en este paso se lieva a
cabo la coagulaciga de las protefnas),

Se hace el cambio de las muestras @ alcohol al 80 %, y se deja
durante toda la noche.

NOTA: Las preparaciones no se deben dejar secar.

Al.dia siguiente se hace un cambio a agua destilada para en-
juagar.

PROCESO DE TINCION

La muestra se sumerge en hematoxilina por no mas de 30
sepgundos.

Se enjuaga con agua alcalina. (Unas gotas de NaOH 0.1 N en
agua destilada con el objeto de que la hematoxilina vire de rojo
a azul).

Se enjuaga con agua de la llave abundantemente.
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Se le pone la solucién de Gémori (Mezcla Tricrémica) durante
10 minutos.

Se enjuaga rapidamente en lamezcla de soluci6n 4cido-acético-
alcohol para quitar el exceso de solucién de Gémori.

Se sumerge la muestra en etanol at 96 % 10 veces.

En otro recipiente con alcohol se vuelve a sumergir la muestra
10 veces (sacando y metiendo). Esto se hace con ¢l objeto de
deshidratar la preparacién,

Finalmente se sumerge en el xilol duante 5 minutos.

ISOELECTROENFOQUE (IEF)
Buffers
Buffer de Acetato 0.05 M pH 5.0

Solucién 1
CH3COON=a 164g
Agua destilada 100 mi

Solucin 2
CH3COOH 0.6 m]
Agua destilada 100 mi

Combinar 176 m! de Ia solucién i y 74 ml de la soluci6én 2 con
250 mi de agua destilada,

Buffer Tris-maleate 0.2 M pH 6.0

Solucién 1

Tris 7.26 8

Acido maléico 6.96 g
Agua destilada 150 ml

Solucién 2
NaOH 16¢g
Agua destilada 100 ml

Combinar 125 ml de la solucién 1 y 65 ml de [a solucién 2 con
310 mi de agua destilada.
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Bufer de fosfatos 0.1 M pH 5.7

Soluci6n 1
NaH2PO4 6875 g
Agua destilada 250 ml

Soluci6n 2
Na2HPQ42.83 g
Apua destilada 100 ml

Combinar 230 m! de la solucién 1y 20 ml de I2 solucién 2 con
250 mi de Agua destilada.

Buffer Tris HCI 0.5 M pH 7.1.
Solucién 1

Tris 18.15g

Agua destilada 150 ml
Solucién 2

HCl 2.1mt

Agua destilada 250 ml

Combinar 125 ml de la solucién 1y 250 mt de la solucién 2 con
125 ml de agua destilada.

Revelado de Enzimas
Fosfatasa dcida (AP)
Na-g-naphtyl acid phosphate 100 mg
Black K salt 100 mg
Buffer de acetato 0.05 M pH 5.0 100 m]
Leucin aminopeptidasa (LAP)
[
B-leucine-b-naphthylamide 40 mg

Black K salt 50 mg
Buffer Tis-maleate 0.2 M pH 6.0 100 ml
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Proplonit esterasa (PE)

Fast blue RR salt 100 mg
Buffer de fosfatos 0.1 MpH S.7 100 m!
«-naphthylpropionate al 1 %5 (en acetona al 50 %) 2 ml

Malato deslildrogenasa QVMDE

Na-L-malate 1 M 10ml

B-NAD* 50mg

Nitro blue tetrazolium (NBT) 301ng
Phenazine methasulphate (PMS) 2 mg
NaCN (0.1 M 5mi

Buffer Tris-HCl 0.5 MpH 7.1 15 ml
H20 70 m!

Alcohiol deshidregenasa (AlcDII)

Etanol (96 %) 3 m!

B-NAD" 50mg

NBT 30mg

PMS 2mg

NaCN 0.1 M 5ml

Buffer Tris-HCl 0.5 MpH 7.1 15 ml
H20 77 ml
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