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IMPORTANCIA BIOMEDICA DEL GENERO Acanthamoeba
RESUMEN

El conocimiento de que las amebas de vida libre son capaces de ocasionar enfermedades
en humanos tiene alrededor de 50 afios, antes del cual eran consideradas como
organismos del suelo que eran inocuos o, cuando mucho, comensales en mamiferos. Las
amibas del género Acanthamoeba son oportunistas y se presentan principalmente en
huéspedes inmunocompetentes. Estos organismos tienen una distribucion cosmopolita
en suelo y agua, teniendo multiples puntos de contacto con humanos y animales, como
lo revelan los titulos de anticuerpos encontrados en las poblaciones humanas estudiadas.
El nimero de infecciones ocasionadas es bagjo, en comparacion con otras parasitosis
protozoarias (tripanosomiasis, toxoplasmosis, malaria, etc.), sin embargo la dificultad de
diagnosticarla, el reto de encontrar tratamientos anti-microbianos optimos; la morbilidad
y ata mortandad asociadas, han sido causa de preocupacion para médicos y
parasitologos. Esta revision presenta lainformacion acerca del género Acanthamoeba: su
morfologiay ciclo de vida, cultivo en laboratorio, ecologia, epidemiologia, naturaleza de
lainfeccion, y laterapias anti-microbiana adecuada y 1os procedimientos de diagnostico
molecular que han sido desarrollados para identificarla en e entorno y en los

especimenes clinicos
INTRODUCCION.

Generalidades

Las Amebas de vida libre (AVL) relinen a mas de 50 géneros amebianos, que en su gran
mayoria son inofensivos a ser humano. Se les conoce también como gimnamebas que
significa, “amebas desnudas’, término que se usa para diferenciarlas de las amebas
testadas (Page, 1974). Las amebas de vida libre reciben esa denominacion porque son
anfizoicas, es decir, capaces de vivir en el medio ambiente y actuar como parésitos en el
ser humano. (Schuster et al., 2004). Existen 4 géneros de amebas de vida libre asociadas
a enfermedad en humanos: Naegleria, Acanthamoeba, Balamuthia (antes conocida como
Leptomyxid) (Carter, 1972; Visvesvara et al., 1993). Y més recientemente Sappinia
diploidea (Gelman et al., 2001). Estas pueden atacar a sistema nervioso central
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produciendo dos tipos de lesion caracteristicas. Infecciones oportunistas como
Encefalitis Granulomatosa Amebiana (EGA) por Acanthamoeba, Balamuthia y
Sappinia; e infecciones no oportunistas como Meningoencefalitis Amebiana Primaria
(MAP) por Naegleria (Sungm et al., 2004). Ademés, Acanthamoeba y Balamuthia
producen lesiones oculares como queratitis y Ulceras corneales, asi como lesiones
primarias en piel. (Schuster et al., 2004)

Se les localiza en todos los ambientes, terrestre, aéreo pero principalmente en €
acuatico, por lo que pueden ser encontradas en el mar, en pequefias charcas (Martinez y
Janitschke, 1985; Riveraet al., 1987,1988 y 1994; Wellings et.al., 1977); y en todo tipo
de ambiente en aguas de estanques, rios, arroyos, lagos, piscinas, sistemas de tratamiento
de agua residual, corrientes subterraneas e incluso agua de tuberias y envasada
(Gallegos, 1997; Joklik, et al., 2000; Cabanes, et al., 2001) en donde juegan un papel
importante dentro del control poblacional de las bacterias, siendo estas su principal
alimento; otras fuentes de alimentacion para estos organismos son |os hongos, levaduras
y algas, entre otros (Pelczar et a., 1983; Wellings et al., 1979). El enquistamiento en la
mayoria de las AVL les permite sobrevivir a las variaciones ambientales adversas, asi
como permanecer viables en sequias, cambios de pH, fata cas total de oxigeno y
escasez de alimento ademas, les permite el desplazamiento através de corrientes de aire,
en cuyo caso su dispersion depende del fendbmeno que lo provoque (vientos
principamente) y del tamafio del quiste de la ameba, aquellos organismos que tengan
medidas menores de 20 um, podran permanecer en el aire por mas tiempo y tendran
mayor dispersion. La mayoria de las especies de amebas tienen tamafios en el intervalo
de 6 a 15 uym de agui que su distribucion sea cosmopolita. (Rivera et a.,
1979;1987;1998; 1994)

En los ambientes acuéticos, las AVL viven sobre |la superficie del agua o adheridas a
particul as flotantes, también se les encuentra en el sedimento si €l cuerpo de agua no es
muy profundo (Rodriguez, 1994). En el ambiente edéfico estas amebas participan en €
incremento de la tasa de transformacion del fésforo a formas aprovechables para las
plantas (Fenchel, 1987;Tyndall et al., 1989)

Las enfermedades causadas por amebas de vida libre en humanos han sido reconocidas

por mas de 35 afios, cuando Malcolm Fowler y Rodney F. Carter reportaron los primeros



cuatro casos humanos de meningoencefalitis producidas por estos microorganisSmos
(Fowler y Carter; 1965).

Acanthamoeba spp.
Ecologia

Esta es la amiba més comin gue se encuentra en muestras de agua y de suelo, existe en
la naturaleza como amiba tréfica o como quiste latente (Page, 1988). Como trofozoito,
Acanthamoeba se alimenta de ciertas bacterias cuando vive en e medio ambiente, tanto
asi que se le involucra un papel como acarreador de agunas de €llas (proceso
denominado endosimbiosis). Entre las més importantes tenemos a Legionella spp.
involucrada en neumonias adquiridas en la comunidad y en neumonias nosocomiales;
también estd asociada a neumonias atipicas, sobre todo en pacientes
inmunocomprometidos. In vitro se ha demostrado que Acanthamoeba puede transportar
a las siguientes bacterias: Afilia felis, Burkholderia cepacia, Escherichia coli
0157,Listeria monocytogenes, Mycobacterium avium, Mycobacterium bovis, Smkania

negevensisy Vibrio cholera.( (Schuster y Visvesvara,2004)

Tiene una distribucion cosmopolitay ha sido aislada en una amplia variedad de habitats,
incluyendo aguas dulces, salobres y marinas, arena de playas, drengjes y suelos, que van
desde |as regiones tropicales hasta las articas. Se ha aidado de latierra de las macetas,
los acuarios y humidificadores domésticos, llaves de agua 'y drengjes de fregaderos; en
los entornos hospitalarios se ha recuperado de los cabezales de las regaderas,
ventiladores, bafios de hidroterapia y de las unidades de calefaccion, ventilacion y aire
acondicionado. Los sistemas de irrigacion dental también han permitido hacer
aislamientos. Las amibas han aparecido como contaminantes en los cultivos de tejido,
probablemente como quistes transportados por € aire, donde han sido confundidos con
células transformadas o citopatogias ocasionadas por infecciones viraes. En el
laboratorio han sido aisladas de las estaciones de lavado de ojos de emergencia, donde
representan un peligro para las personas con lesiones en la cornea. Su amplia
distribucion pone alos seres humanos en contacto con estas amibas en e suelo o el agua,
y se ha encontrado evidencia en la presencia de anticuerpos contra Acanthamoeba en

diversas poblaciones humanas y animales. (Frederick et al. 2004)



Antecedentes Historicos.

El primer reporte que indica que el género Acanthaoeba podria causar enfermedad en el
hombre data de 1958 y correspondié a una prueba de calidad de la vacuna contra la
poliomielitis en cultivos celulares, en la que aparecieron placas que se penso,
inicialmente, podrian haber sido inducidas por € virus polio, porque ratones y monos,
posterior a la inoculacién con fluidos provenientes de los cultivos, murieron a causa de
una meningoencefalitis. Sin embargo, se encontré que las placas habian sido causadas
por amebas cuyos trofozoitos y quistes fueron identificados como pertenecientes a
género Acanthamoeba. La observacion realizada por Culbertson y cols, de los animales
muertos, permitié presumir su rol como patégeno para € hombre. Acanthamoeba fue
descrita primero por Castellanii, cuando report6 la presencia de una ameba en cultivos
de Cryptococcus pararoseus. El género fue establecido, posteriormente, por Volkonsky
en 1931. (Jeric, 2007)

La primera infeccion humana por Acanthamoeba fue descrita por Jager y Stamm en
1972. Por otro lado Martinez en 1980 caracteriz6 las infecciones oportunistas, reconocio
su ocurrencia en pacientes debilitados o enfermos cronicos, y fue también quien
distinguio entre las patologias ocasionadas por Acanthamoeba y Naegleria. Los casos de
queratitis ocasionados por Acanthamoeba fueron diagnosticados en el Reino Unido y en
los Estados Unidos por Naginton et al. en 1974 y Jones et al. en 1975, respectivamente.
(Frederick et al. 2004)

En Peru, en 1979, Arce y Asato demuestran un caso de encefalitis por Acanthamoeba.
En 1996, Narvéez encontrd 4 casos de encefalitis amibiana por Acanthamoeba (Narvaez,
1996)

En el Instituto de Medicina Tropical de la UNMSM, hasta 1996, se reporto 10 casos de
acanthamoebiasis aisladas de Ulceras cutaneas. Posteriormente, en el afio 2000, reportd

un caso de acanthamoebiasis cutédnea (Navarro et al., 2000)

En e 2005 Galarza et al. Reporta cuatro casos de lesiones cutdneas en 3 pacientes

inmunocomprometido y un inmunocompetente. (Galarza et al, 2005)



El nimero de casos reportados por Acanthamoeba a nivel mundia se estima en
aproximadamente en 200 casos para infeccidn sistémicay mas de 3000 casos reportados
para queratitis amebiana (Schuster et al., 2004)

Morfologia

Morfol 6gicamente, Acanthamoeba spp., puede pertenecer tres grupos (I, 11 y I11), que se
distinguen entre si por diferencias en su morfologia del quiste (Pussar and Pons, 1977).
El Grupo | tiene quistes grandes (18 um o0 més), con endocistos en forma de estrella'y
ectocistos lisos o arrugados. El Grupo |l tiene quistes mas pequefios (< 18 pm) con
endocistos poliédricos, globulares, ovoides 0 en forma de estrella, y ectocistos
ondulados; y e Grupo Il tiene quistes (< 19 um) con endocistos globulares u ovoidales,
y ectocistos lisos u ondulados. (Frederick et al. 2004)

El trofozoito de Acanthamoeba es més grande que €l de Naegleria (entre 24 y 56 um), se
caracteriza por presentar seudépodos finos llamados acantépodos. Se divide por fision
binaria por medio de una mitosis tipica. El quiste es ornamentado, mide entre 11y 25.3
um de didmetro, presenta una pared doble y poros en la union del ectoquiste y €
endoquiste. (Rondanelli, 1987; John, 1993; Martinez y Visvesvara,1997) El nucleo
vesicular contiene un gran nucleolo central. En su estadio quistico, Acanthamoeba se
encuentra protegida del medio ambiente pudiendo sobrevivir hasta 20 afios (Mazur et al.,
1995). El quiste tiene 2 paredes compuestas por celulosa: el endoquiste y el ectoquiste.
La pared posee poros los cuales permiten a la ameba emerger de su estadio quistico a
estadio de trofozoito. Fig 1 (Schuster et a., 2004)

Figura 1. Acanthamoeba: A) trofozoito con acantépodos.
Contraste diferencial de interferencia; B) quiste con
endoquiste estrellado; C) quiste con endoquiste poligonal y D)
quiste con endoquiste semicircular. Contraste de fases. 400 x.
a: acantépodos: n: nucleo; nu: nucléolo; pa: pared; po: poro;
ec: ectoquiste; en: endoquiste




Ciclodevida.

El ciclo biologico de este parasito presentados estadios: trofozoito y quiste, siendo €l
primero, la forma vegetativa, es decir, de aimentacion activa y reproduccion; y e
segundo, la forma quistica, de resistencia frente a condiciones ambientales adversas. En
los diversos hébitats donde se han encontrado, desarrollan su ciclo biolégico

multiplicandose por divisién binaria. Fig. 2

Sobreviven en e medio ambiente, especiamente, en medio acuético a temperaturas
variables entre 25 y 35°C a Ph ligeramente neutro. Los aislamientos clinicos pueden
crecer a 37°C; algunos, particularmente aguellos provenientes de infecciones corneales,
crecen Optimamente a temperaturas menores a las del cuerpo humano (30 °C) (Schuster
et a., 2004)

Acanthamoeba spp

Entra atraves del tracto respiratorio o
de la piel herida o ulcerada incluyendo
o= ojos causando Encefalitis Ambiana
Granulomatosa o Queratitis Amebiana.

ﬂ Quiste y trofozoito en tejido

Fig. 2 Ciclo de Vida de Acanthamoeba spp.
I;' .:_‘\-I..-
(>
9 Trofozoito h

© mitosis

.ﬂ.= Estadio Infeccioso
A= Estadic de Diagnosis

10



Crecimientoin vitro

En la actualidad, es parte de lafamilia Acanthamoebidae y la identificacion de género es
relativamente facil y se realiza utilizando criterios morfol6gicos. Para la diferenciacion
de especies se han aplicado criterios inmunoldgicos, bioquimicos, fisiologicos y
moleculares, ya que los morfoldgicos resultan subjetivos y se ven alterados por las
condiciones de cultivo. Algunos laboratorios han empleado para esta diferenciacion
andlisis de fragmentos de restriccion RFLP (Polimorfismo en €l largo de fragmentos de
restriccion) para estudiar los clusters de cepas de Acanthamoeba. Incluso, se ha logrado
la secuenciacion completa del gen de la subunidad menor ribosomal del ndcleo. Usando
este criterio, Stothard y cols designaron 12 tipos de secuencias (genotipos) de T1 a T12.
De este andlisis se ha podido establecer, por gemplo, que la mayoria de las cepas

aisladas en cuadros de queratitis corresponderian al genotipo 4. (Jeric, 2007)

Tanto los aislados ambientales como los clinicos pueden ser establecidos in vitro
utilizando un agar no nutritivo y una fuente alimenticia bacteriana adecuada, por
gjemplo, Escherichia coli o Enterobacter aerogenes (Schuster, 2002). El cultivo de
especimenes clinicos donde se sospecha infeccion amebiana (tejidos a los que se les
realizaron biopsias, raspados de cornea), es importante para confirmar que las amibas
son los agentes causales de la infeccidn, para la identificacion del patdgeno y para
probar la sensibilidad anti-microbiana. La mayoria de los aislados se adaptan facilmente
para crecer en € medio axénico (libre de bacterias), que sigue a un tratamiento con
antibidticos, aunque algunos aislados clinicos pueden tener fastidiosas necesidades de
crecimiento y requerir suplementos nutritivos, tales como sueros y vitaminas adicionales
(Schuster, 2002). Las formulaciones para medios definidos estan disponibles para stocks
patdgenos y para no patégenos (Schuster, 2002). Todos los aislados crecen bien a
temperatura ambiente (~25°C); los aislados clinicos pueden crecer a >37°C. Algunos
aisados clinicos, particularmente aguellos de infecciones de coOrnea, tienen un
crecimiento Optimo a una temperatura inferior a la temperatura corporal de los
mamiferos (-30 °C) (Schuster and Visvesvara, 1998).
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Epidemiologia

Considerando las muchas oportunidades de contacto con amibas, es sorprendente que se
encuentran relativamente pocas infecciones de Acanthamoeba en humanosy animales.
Pocas especies han sido asociadas con infecciones humanas. A. castellanii, A.
culbertsoni, A. hatchetti, A. healyi y A. polyphaga. (Frederick et al. 2004) Como
consecuencia de su distribucién cosmopolita el contacto con el ser humano es constante
y probablemente es la razon de la presencia de anticuerpos de Acanthamoeba en suero
humano. (Bottone, 1993). A pesar de las oportunidades de infeccidn, la acantamoebiasis
en las poblaciones son raras y con excepcion de la queratitis amebiana, esta
principalmente limitada a huéspedes inmuno-comprometidos. El desarrollo de la
acantamoebiasis sistémica es lento, con un curso subclinico tendencioso desde el

momento de lainfeccion.

La queratitis por Acanthamoeba es una enfermedad més aguda, con rapido ataque
después de lainfeccion. El portal de entrada puede ser através de lesiones en la piel que
son contaminadas por €l suelo, 0 através del tracto respiratorio superior por los quistes
gue son transportados por corrientes de aire o por € viento. Una vez en e cuerpo, las
amibas pueden dispersar hematogenos a sistema nervioso central (SNC) y a diversos
organos. Los tipos de infecciones producidas incluyen encefaitis amebiana
granulomatosa; e infecciones nasofaringeas, cutaneas y diseminadas. (Frederick et al.
2004).

Ademas de las infecciones sistémicas, Acanthamoeba ocasiona Queratitis Amebiana
cuando la amiba ataca directamente la superficie de la cornea. (Jones et a., 1975). Para
el usuario de los lentes de contacto, una fuente importante de la infeccion ha sido la
presencia de amibas en e agua de la llave, que no es estéril, y que se utiliza para
preparar soluciones salinas para el cuidado de los lentes. Una cgja de lentes con limpieza
poco frecuente, puede desarrollar biopeliculas bacterianas, que constituyen una fuente de
alimento para las amibas. Las soluciones oftalmicas, si contienen amibas, también
podrian contener bacterias que, en sinergia con las amibas, pueden promover las lesiones
corneas a través de sus secreciones y residuos metabdlicos (Bottone et al., 1992). Se ha
obtenido la “huella digital” de las amibas infecciosas a través de la digestion con
endonucleasa de todo el DNA celular, o secuenciando € rRNA18S, y rastreandolo de

regreso hasta la fuente de abastecimiento de agua potable en € hogar de la persona que
12



usa los lentes de contacto y/o la cgja de los lentes (Kilvington et al., 1991; Ledee et &,
1996). Usar lentes de contacto cuando se nada en albercas o se toman bafios en tinas
calientes, que podrian albergar fauna bacteriana y amebiana, es una actividad de alto
riesgo. Un caso de queratitis ha sido rastreado hasta unatina caliente a aire libre en un
jardin (Frederick et a. 2004). Las temperaturas elevadas del agua, como las que se
encuentran en las tinas calientes, constituyen un entorno selectivo para las cepas de
amibas que pueden tolerar latemperatura corporal de los mamiferos. Se encontré que los
tinacos de almacenamiento de agua en las azoteas de las casas de 27 pacientes de
Queratitis Amebiana en el Reino Unido fueron la fuente de las amibas de vida libre en
89%, y de Acanthamoeba en 30% del agua de las llaves de los hogares donde se
hicieron pruebas (Frederick et al. 2004). Se especul 6 que el uso de tinacos como fuente
de abastecimiento de agua en los hogares fue la causa de la elevada incidencia de
Queratitis Amebiana en este pais (17-21 casos por millén) — 15veces més dta que la

incidencia de Queratitis Amebiana en Estados Unidos (uno o dos casos por millén).

Los datos obtenidos en los afios 80 indican que los hombres son més propensos a
desarrollar queratitis como resultado del trauma, mientras que las infecciones en mujeres

surgieron principalmente del uso de lentes de contacto (Stehr-Green et al., 1989).

Una tosca aproximacion al nimero de casos de Queratitis Amebiana a escala mundial en
el 2004 es >3000. Una revision de los casos de esta enfermedad de 1985 a 1987 estimo
que laincidencia anual de infecciones es de uno o dos por millén de usuarios de lentes
de contacto (Frederick et al. 2004).

Los aislados de Acanthamoeba varian en su virulencia (y sensibilidad anti-microbiana),
gue pueden evaluarse utilizando ratones o cultivos de tgidos (De Jonckheere, 1980;
Frederick et al. 2004; Mazur et al., 1995). Los estudios que utilizaron al ratdbn como
modelo para la encefalitis han aportado informacion acerca del curso de la enfermedad,
lavariacién en la virulencia observada entre los aislados de Acanthamoeba, y la pérdida
de lavirulencia como resultado de un cultivo in vitro prolongado (Mazur et al., 1995). El
modelo también es Util para Naegleria, Balamuthia, y otras amibas pat6genas
(Frederick et al. 2004). Los ratones gue son inoculados con suspensiones de
Acanthamoeba de maneraintranasa o intracraneal, desarrollan sintomas similares alos
de los humanos con encefalitis amebiana, generalmente en dias o semanas, dependiendo

del tamafio del in6culo y de la virulencia de la cepa amebiana (Culbertson et al., 1958).
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La virulencia puede medirse por e tiempo transcurrido antes de la aparicion de los
sintomas y la muerte, el nimero de animales muertos y las dosis de amibas requeridos
para producir la encefalitis. La capacidad de la amiba para ocasionar una citopatologia
en los cultivos de tgjido también ha sido utilizada como indicador de la virulencia
(Cursons and Brown, 1978; De Jonckheere, 1980; Niszl et a., 1998).

I nfecciones Sistémicas

M eningoencefalitis Amebiana Granulomatosa (EAG)

Generamente es asociado con los individuos que ya tienen enfermedades subyacentes
como, lupus eritematoso sistémico, diabetes, insuficienciarenal, cirrosis, tuberculosis,
Ulceras de la piel, €l virus de inmunodeficiencia humano (VIH) la enfermedad de
Hodgkin. La predisposicion de factores incluye el alcoholismo, el consumo de drogas, el
tratamiento de esteroide, la quimioterapia de cancer, la radioterapia, y € trasplante de
organos. Los casos de EAG causados por Acanthamoeba han sido encontrados en nifios
immunocompetentes y adultos. Los sintomas son dolor de cabeza, confusion, nduses,
vomitos, fiebre, letargo, torticolis, déficits focales neurologicos, signos de presion
intracraneal aumentada. (Marciano-Cabral, 2003)

Las amibas atacan € tejido cerebral, produciendo lesiones necrotizantes hemorragicas,
mas comunmente encontradas en el cerebro, cerebelo y tallo cerebral Fig 3 (Martinez,
1985). En secciones de cerebro tefiidas con Hematoxilina-Eosina (H y E), es posible ver
grandes numeros de amibas en |os espacios perivasculares, que pueden ser diferenciadas
de las células huésped por su morfologia nuclear caracteristica. Los quistes de paredes
gruesas pueden verse en las secciones de tegjido. Debido a que la enfermedad tiene un
curso cronico con un largo periodo de incubacion, es dificil identificar una fuente focal
de lainfeccién. Los sistemas mas comunes incluyen anormalidades conductuales, fiebre,

dolor de cabezay hemiparesis. (Martinez, 1985).
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El diagndstico pre-mortem, si acaso se redliza, generalmente sigue a una biopsia del
tgjido cerebral y tincion con inmunofluoresencia indirecta para Acanthamoeba en las
secciones de tgjido (Frederick et al., 2004). Las imagenes con resonancia magnética y
barridos con tomografia computarizada, son Utiles para reconocer y definir la
localizacion de las lesiones que ocupan espacio. Debido a lafalta de familiaridad con las
amibas en secciones teflidas con H y E, éstas pueden ser facilmente pasadas por ato en
los examenes histopatoldgicos rutinarios de las secciones de tejido, en general, las
amibas no se encuentran en CSF. Las amibas también pueden verse en €l tgjido de las
biopsias de lesiones cutdneas y nasofaringeas con tincion H y E convenciona o

inmunofluorescencia.

En algunas condiciones, Acanthamoeba puede invadir por viaoral. Las amibas han sido
identificadas en tejidos de una biopsia de pared estomacal ulcerada de una mujer que
muri6 debido ala perforacion de la Ulcera. Se supuso que las amibas habian invadido de
manera secundaria € recubrimiento gastrico alterado, probablemente debido a las
dteraciones en la acidez géstrica. Se han infectado ratones con Acanthamoeba
inoculada por via oral, particularmente después de la aplicacion de dosis de cimetidina
para reducir la acidez estomacal, o de tetraciclina para modificar la flora bacteriana
intestinal (Frederick et al., 2004) Las Infecciones se esparcen a SNC.

Fig 3. Seccion de guirnalda de los hemisferios cerebrales con
necrosis cortical y subcortical de un caso fatal de EAG humano.
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Queratitis Amebiana.

Varias especies de Acanthamoeba, incluyendo A. castellanii, A. polyphaga, A. hatchetti,
A. culbertsoni, A. rhysodes, A. griffini, A. quina, y A. lugdunensis, causan Queratitis
Amebiana.(Marciano-Cabral, 2003). La enfermedad es resultado del trauma corneo o,
mas frecuentemente, de los errores en el uso y cuidado de los lentes de contacto, y en €
mantenimiento de la cgja de los lentes. El trauma corneo proveniente del dafio fisico ala
cornea, directa o indirectamente introduce amibas en la superficie de la cornea y el
estroma subyacente (Jones et al., 1975). Los primeros sintomas de la Queratitis
Amebiana incluyen dolor, lagrimeo, fotofobia que, a diferencia del curso subclinico
temprano de las infecciones sistémicas tienen un efecto inmediato en el bienestar del
paciente. El diagndstico clinico de las primeras etapas de la Queratitis Amebiana se basa
en la presencia de un patron epitelial dendritiforme. Con € tiempo se desarrolla un
infiltrado estrémico en forma de anillo, ocasionado por los leucocitos
polimorfonucleares que se dirigen al &rea afectada. Fig. 4 Latincién de los raspados de
cornea con colorante fluorescente blanco de calcofltor se ha utilizado ampliamente para
ver a las amibas a escala microscopica (Wilhelmus et al., 1986). Las amibas pueden
cultivarse a partir de raspados corneos. Una vez atrincheradas en el estroma corneo, las
amibas son dificiles de erradicar. Las amibas tréficas son mas sensibles a los anti-
microbianos utilizados para tratar Queratitis Amebiana que los quistes (Turner et a.,
2000). Mientras € tratamiento anti-microbiano puede destruir a las amibas tréficas, 1os
quistes latentes pueden originar amibas una vez que € nivel de droga se reduce.
También se ha reportado que € tratamiento con drogas induce a enquistamiento de las
amibas en el estroma (Kilvington et al., 1990). La recurrencia de lainfeccion no es rara.
Se ha empleado e implante corneo (queratoplastia penetrante), como medio para
mejorar la visién y/o reducir la carga amebiana en la cornea. Con frecuencia, sin
embargo, se realizan queratoplastias repetitivas debido a una explosion de la infeccion
debido a los quistes sobrevivientes en € area que rodea € implante. El tratamiento,
cuando menos en las etapas iniciales, es intenso, con aplicaciones horarias topicas de la

droga, durante tres o cuatro meses (Frederick et al., 2004).

La aplicacion topica de esteroides es comun en e tratamiento de la Queratitis

Amebiana, porque alivian el dolor y reducen la inflamacion, particularmente después de
16



la queratoplastia. Con base en los estudios in vitro y el uso del modelo del hdmster chino
para Queratitis Amebiana, se encontrd que el uso de esteroides (dexametasona), estimula
la proliferacion de amibas troficas, y fortalecio €l efecto citopético de las amibas en
células epiteliales de la cornea en cultivo (Frederick et al,. 2004). Los esteroides también
son responsables de suprimir la respuesta inmune del huésped, permitiendo una mayor
dispersion de las amibas en € estroma corneo (Berger et al., 1990). Se encontrd que la
dexametasona estimula la exquistacion de Acanthamoeba in vitro, pero no la
enquistacion (Frederick et al,. 2004) Esto puede llevar a un incremento en la carga
amebiana en la cornea, con el resultante aumento de la inflamacion y e dafio corneo,
pero también ayuda a mantener a los organismos en su etapa trofica, que es mas sensible
a los anti-microbianos. Entonces, los esteroides pueden ser Utiles cuando se utilizan

junto con agentes amebicidas y quisticidas efectivos.

Fig. 4. infiltrado estrémico en Queratitis Amebiana.

Terapia Antimicrobiana.

No hay una droga individual que sea efectiva contra la acantamibiasis sistémica. Un
gran nimero de anti-microbianos han mostrado ser eficaces contra las amibas in vitro,
pero no hay garantia de que las mismas drogas seran efectivas a nivel clinico. Con
frecuencia, las mismas drogas que han favorecido la curacion de un paciente, también
han sido utilizadas sin éxito en € tratamiento de otros casos de acantamibiasis. El
resultado de unainfeccion es afectado por e hecho de qué tan temprano se hainiciado el
tratamiento con drogas, la dosis infecciosa de amibas, la virulencia, y la sensibilidad
anti-microbiana de una cepa particular de amibas. El estatus de la inmunidad del
huésped también es importante, especialmente en € caso de individuos inmuno-
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comprometidos, que han sido debilitados por multiples infecciones oportunistas, tales
como la neumonia neumocistica y la candidiasis, entre otras. Las drogas que han sido
utilizadas clinicamente incluyen anfotericina B, azitromicina, fluconazol, 5-
fluorocitosina (flucitosina), isetionato de pentamidina, y sulfadiazina (Frederick et al.,
2004) Las drogas han sido utilizadas en combinacion, por lo que puede haber efectos
Sinérgicos que no son aparentes in vitro. El prospecto de un tratamiento exitoso parala
EAG es pobre. En los casos en que ha sido posible aidar la amiba del cerebro u otros
tgjidos, pre o post-mortem, las pruebas de las drogas han mostrado diferencias en la
sensibilidad a éstas entre las especies, e incluso entre las cepas de la misma especie.
Entonces, en no pocas ocasiones, las amibas de diferentes laboratorios dan resultados
contradictorios en las pruebas de sensibilidad anti-microbiana. Para un maximo
aseguramiento de la eficacia, es necesario determinar la susceptibilidad al anti-
microbiano de los aislados individuales. El prospecto para el tratamiento exitoso de la
Queratitis Amebiana es esperanzador. Se ha probado un gran numero de drogas con
diversos grados de eficacia, permitiendo algunas recuperaciones, pero también algunos
fracasos. Se ha encontrado resistencia anti-microbiana. Una consideracion importante en
las infecciones corneas es €l uso de drogas que no sblo son amebicidas, sino también
quisticidas. Mientras los quistes sean viables, la infeccion puede recurrir. Algunas de las
primeras drogas que se utilizaron en el tratamiento de la Queratitis Amebiana, incluyen
el isetionato de propamidina, la hexamidina neomicina, neosporina y los azoles
(itraconazol, ketoconazol).

Los bhiguanidos, gue son una clase de desinfectantes cationicos son las adiciones mas
recientes a la farmacopea de la querdtitis, y han mejorado sustanciamente las
probabilidades de recuperacion. El gluconato de clorhexidina, que es un compuesto
ampliamente utilizado como ingrediente de los jabones desinfectantes, y la
polihexametil biguanida, que se utiliza como limpiador de albercas, son dos compuestos
gue han mostrado excelentes propiedades amebicidas y quisticidas in vitro y cuando se
utilizan de manera topica en el tratamiento de la Queratitis Amebiana. Las drogas se
usan solas o, con mayor frecuencia, junto con la propamidina o hexamidina. Algunas
variedades de Acanthamoeba han mostrado resistencia a los biguanidos, 1o que ha
activado la busgueda de otras drogas efectivas. Entre éstas esta la hexadecilfosfocolina
(miltefosind) la amidoamina miristamidopropil, y las magaininas dimetilamina

(Frederick et a., 2004).
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Diagnostico Molecular.

El desarrollo de técnicas de diagnéstico molecular para la acantamibiasis surgio a partir
de los estudios de filogenia y taxonomia de Acanthamoeba , a través del andlisis de
ADN nuclear y/o mitocondrial. Gran parte de las investigaciones se hicieron con
aislados de Queratitis Amebiana, ya para caracterizar €l agente etiol6gico, para rastreare
lafuente de lainfeccién en el entorno del paciente, o para estudiar muestras ambientales
de cepas potenciadmente patdgenas. La Queratitis Amebiana es mas comun que las
infecciones sistémicas, y las amibas pueden aislarse con mas facilidad sin tener que
recurrir a procedimientos invasivos, tales como las biopsias. El aislamiento, cultivo y
posterior identificacion de las amibas a partir de raspados de la cornea sigue siendo €
patrén oro de la diagnosis. El cultivo, sin embargo, puede ser un proceso lento, y puede
presentar dificultades debido a que puede haber demasiado pocas amibas en la muestra
clinica parainiciar un cultivo, 0 alainhibicion del crecimiento amebiano debido al uso
previo de agentes anti-microbianos, a que las amibas se embeben en el estroma de la
cornea— en formatal que ya no son alcanzadas por el raspado — 0 a una cepainfecciosa
gue no se adapta facilmente al crecimiento in vitro. Las técnicas moleculares para la
identificacion de Acanthamoeba , asi como otras amibas patdégenas son mas rapidas que
el cultivo, tienen mayor sensibilidad y pueden hacerse con una pequeia cantidad de
muestra. La identificacion de las amibas infecciosas a través de la metodologia
molecular generalmente tiene un buen acuerdo, aungue no perfecto con los resultados
obtenidos a partir del cultivo de los raspados de la cornea; Acanthamoeba puede ser
cultivada a partir del epitelio corneo, pero no puede ser detectado con el filtrado
molecular para ADN, 0 viceversa

Las técnicas que se han desarrollado incluyen (i) PCR para amplificar el AND de la
pequefia sub-unidad nuclear 18S'y los genes rDNA 16S mitocondriales, (ii) andlisis de
reaccion en cadena de la polimerasa y de polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion (PCR-RFLP) de rRNA nuclear o mitocondria y (iii) sondas fluorescentes
para hibridizar con el ADN de Acanthamoeba DNA.

La PCR ha sido ampliamente utilizada como medio para incrementar el conocimiento de
la filogenia de los miembros del género Acanthamoeba (Stothard et al., 1998, 1999), y
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para identificar amibas en cultivo (Khan et al., 2001). Pero lo que es més importante, la
metodologia tiene relevancia clinica para detectar a Acanthamoeba en raspados de
cornea, y para diferenciar la Queratitis Amebiana de las queratitis fungicas y virales,
permitiendo el inicio temprano de un tratamiento anti-microbiano efectivo (Lehmann et
al., 1998). Utilizando la amplificacion del rRNA rRNA 18S, se ha detectado ADN de
Acanthamoeba en muestras de epitelio corneo y lagrimas de usuarios de lentes de
contacto que desarrollaron Queratitis Amebiana (Lehmann et al., 1998). También se ha
encontrado que el uso de los genes del rRNA 18s es efectivo como auxiliar diagndstico
en casos de Queratitis Amebiana ocasionada por trauma, y no por e uso de lentes
(Pasricha et a., 2003). Los andlisis basados en PCR fueron lo suficientemente sensibles
como para detectar <5 amibas tréficas en las muestras (Lehmann et al., 1998; Khan et
al., 2001; Schroeder et al., 2001).

Se han disefiado sondas con oligonucledtidos fluorescentes especificas para género
(Acanthamoeba ) y sub-género (secuencia tipo T4) complementarias para los genes del
rRNA 18s para la hibridacién in situ (Stothard et al., 1999). Las sondas se utilizaron con
exito en células completas de cultivos axenicos, raspados de cornea o0 materia
seccionado desparafinizado y, en un grado limitado, pudieron diferenciar entre las
amibas tréficas y los quistes. Las sondas fuero Utiles para descartar amibas distintas a
Acanthamoeba en las muestras, dado que no hibridizaron con e AND de las amibas
Hartmannella o Balamuthia. Otro estudio identifico a Acanthamoeba spp. de raspados
de cornea y lodos de drengje en Escocia y Sudéfrica, utilizando productos de

amplificacion especificos para género y genotipo (Schroeder et al., 2001).

El clado T4 de Acanthamoeba spp., contiene a la mayoria de los patégenos de
querdtitis, y también es el més abundante en el medio ambiente de entre los 15 clados
reconocidos. Las amibas T4 tienen una distribucion universal, son los agentes de la AK
en todo el mundo, e integran la mayoria de los aislados de Acanthamoeba de las playas
arenosas del sur de la Florida (Frederick et al., 2004). La capacidad de las amibas para
sobrevivir en un entorno de playa, con exposicion a agua de mar, puede habilitarlas para
invadir y colonizar la superficie de la cornea, donde la composicion de las lagrimas es
similar a la del agua de mar diluida. Las amibas T4 también fueron aisladas de peces
dulceacuicolas asintomaticos (Dykova et al., 1999), y de una lesidon necrética en un
lacertilio iguanido (Walochnik et a., 1999).
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