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RESUMEN

Las amibas del género Acanthamoeba son agentes causales de queratitis amibiana (QA), la cual
es una patologia ocular de curso crénico, de dificil resolucion, cominmente asociada al uso de
lentes de contacto. Esta infeccion frecuentemente es mal diagnosticada, confundiéndose con una
queratitis herpética o micoética. Hasta el momento, no se ha reportado un tratamiento farmacolégico
de eleccion que resuelva favorablemente esta patologia.

El presente reporte es resultado del trabajo conjunto entre el Hospital Asociacion para Evitar la
Ceguera en México y la Facultad de Estudios Superiores lIztacala, en el que se diagnosticé un caso
de QA de un paciente femenino usuario de lente de contacto, la cual refirié lagrimeo, dolor severo,
edema palpebral de quince dias de evolucion. Bajo exploracion se observé Ulcera corneal,
hiperemia conjuntival ++, reaccién ciliar, depésitos subepiteliales y neovascularizacién. Fue
multitratada con Netira/ h, Polimixina/4 h y Miconacina/ 2 h, Clorhexidina/4 h. El caso se resolvi6 2
meses después con presencia de leucoma.

A partir de un cultivo en medio no nutritivo enriquecido con Enterobacter aereogenes (NNE), las
amibas se axenizaron en medio Bactocasitona al 2% a 30° C, se identificaron taxonémicamente
acorde a las claves de Page (1988). Ubicandose como Acanthamoeba griffini, especie relacionada
con una patologia corneal solo en un caso a nivel mundial. Se determin6 que la cepa en estudio
pertenece al grupo T3 al genotipificar la region DF3 del 18S rDNA. Cabe resaltar que la mayoria
de las amibas patégenas pertenecen al grupo T4.

Se demostré que las amibas son invasivas al implementar el modelo murino de encefalitis amibiana
granulomatosa, recuperandolas de tejido cerebral.

Es importante difundir el potencial patégeno de A. griffini como agente causal de QA.
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INTRODUCCION

Las Amibas de Vida Libre (AVL) son un amplio grupo de protozoos cosmopolitas. De todos los
géneros descritos, solo algunas especies llegan a actuar como pardsitos para el ser humano y
animales a las que se les denomina amibas anfizoicas; en donde la fase exozoica corresponde a la
de vida libre participando como depredadores que controlan las poblaciones bacterianas en el
suelo (Rodriguez-Zaragoza, 1994) y la fase endozoica se presenta cuando actlan como parasitos
tanto para el ser humano o animales

El género Acanthamoeba debe su nombre a los finos pseuddpodos que emite el trofozoito, los
cuales semejan espinas, denominados acantépodos. Su ciclo de vida estd conformado por dos
estadios; uno tréfico que se reproduce por fision binaria y uno quistico que se mantiene inactivo
con un metabolismo bajo, pero es viable incluso por afios (Khan, 2009). Ambas fases pueden
observarse en la naturaleza y en tejidos infectados.

Algunas especies del género Acanthamoeba estan asociadas a infecciones en piel, problemas en
higado, neumonia, fallas renales, rinitis, faringitis, siendo las patologias que provoca en sistema
nervioso central (encefalitis amibiana granulomatosa) y en ojo (queratitis) las mas relevantes en el
area médica (Martinez, 1987).

Es importante resaltar que Acanthamoeba spp. actan como reservorio de algunas bacterias que
son patdégenas para el ser humano, como Legionella pneumophila, (Rowbotham, 1980),
Escherichia coli 0157 (Barker et al., 1999), Coxiella burnetii (La Scola y Raoult, 2001),
Pseudomonas aeruginosa (Michel et al., 1995); Vibrio cholerae (Thom et al., 1992), Helicobacter
pylori (Winiecka-Krusnell et al., 2002), Simkania negevensis (Kahane et al., 2001), Listeria
monocytogenes (Ly y Muller, 1990) y Mycobacterium avium (Krishna-Prasad y Gupta, 1978;
Steinert et al., 1998).

La queratitis por Acanthamoeba (QA) es una patologia ocular de curso crénico y de dificil
resolucién, cominmente asociada al uso de lentes de contacto. Esta infeccion es frecuentemente
mal diagnosticada, confundiéndose con una queratitis herpética o micética. Hasta el momento no
existe un tratamiento farmacolégico de eleccion que resuelva favorablemente esta patologia.

Comunmente solo un ojo es el afectado, sin embargo, se han reportado casos de queratitis
bilateral (Visvesvara et al., 2007). Las manifestaciones clinicas de QA comienzan con
enrojecimiento, epifora, hiperemia, sensacion de cuerpo extrafio, dolor y fotofobia. Las
irregularidades epiteliales y opacidades suelen observarse pero no son signos especificos de esta
patologia. Las pseudodentritas representan uno de los primeros signos de QA. En esta etapa las
lesiones pueden ser similares a las relacionadas con queratitis por Herpes simple (Prasher et al.,
2004). Casos de endoftalmitis por Acanthamoeba son sumamente raros (Clarke et al., 2005).

La incidencia de QA registrada recientemente muestra un incremento a nivel mundial. Actualmente
las especies mas comunmente aisladas de casos clinicos son: A. polyphaga y A. castellanii, en
menor proporcién A. rhysodes, A. culbertsoni, A. hatchetti, A. quina y A. lugdunensis, han sido
identificadas en infecciones oculares (Visvesvara et al., 2007). En México, no disponemos de datos
epidemiolégicos sobre infecciones amibianas.
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En este estudio se presenta un caso relacionado con una especie de Acanthamoeba poco comun,
que no corresponde con las especies enlistadas. Se llevé a cabo un trabajo conjunto entre el
Hospital Asociacién para Evitar la Ceguera en México y la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala, en el que se diagnosticé un caso de QA de un paciente femenino usuario de lente de
contacto, la cual refirié lagrimeo, dolor severo, edema palpebral de quince dias de evolucién. Bajo
exploracion se observé Ulcera corneal, hiperemia conjuntival ++, reaccion ciliar, depdésitos
subepiteliales y neovascularizacion. Fue multitratada con Netira/ h, Polimixina/4 h y Miconacina/ 2
h, Clorhexidina/4 h. El caso se resolvié 2 meses después con presencia de leucoma.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Previamente se determind que la cepa en estudio pertenece al grupo T3 al genotipificar la region
DF3 del 18S rDNA, este proceso se realiz6 en la Universidad de la Laguna, Tenerife, Espafia.

Cultivo amibiano y determinacién de la temperatura éptima de crecimiento.

La amiba en estudio se obtuvo a partir de un cultivo en medio no nutritivo enriquecido con
Enterobacter aereogenes (NNE). Se axenizé en medio Bactocasitona al 2%, y se determind que la
temperatura 6ptima para su crecimiento se registra a los 25° C (Fig. 1).
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Fig. 1. Curvas de crecimiento de A. griffini a diferentes temperaturas. Para determinar la temperatura 6ptima
de crecimiento se sembraron cultivos amibianos en medio axénico, se incubaron a las temperaturas
evaluadas y cada 24 horas se realizaron conteos utilizando la camara de Neubauer; la viabilidad de los
trofozoitos se determiné con azul tripano. Cada determinacion se realizé por triplicado. El mayor nimero de
trofozoitos se registré a 25 °C teniendo un crecimiento exponencial a las 96 horas, a 30°C el crecimiento fue
menor que a 25 °C pero constante, en cambio a 37°C el crecimiento fue considerablemente menor con
respecto a las otras temperaturas.
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Identificacion taxondmica de la amiba en estudio.

Las amibas se identificaron taxondmicamente acorde a las claves de Page (1988). Ubicandose
como Acanthamoeba griffini; especie relacionada con una patologia corneal solo en un caso a nivel
mundial (Fig. 2).

Fig. 2. Microscopia de luz 20x A). Cultivos de trofozoitos pleomorfico de tamafio 26.24 pum en promedio con
presencia de acantépodos, vacuola contractil. B) El quiste esférico, miden en promedio 14.63 um, el
endoquiste es predominantemente pentagonal, unido al ectoquiste ondulado.

Pruebas de patogenicidad de A. griffini

Se realizaron pruebas de patogenicidad utilizado el modelo murino de encefalitis amibiana
granulomatosa de acuerdo a lo establecido por Culbertson (1959). Se trabajé con un lote de 5
ratones machos de 3 semanas de edad de la cepa CD-1, se inocularon con 1 x 10° trofozoitos de
A. griffini por via intranasal en 20ul del medio, se les dio seguimiento a los ratones infectados
durante 21 dias, ninguno murid, por tanto el lote de 5 ratones se sacrificd y se hizo la diseccion del
cerebro, pulmoén, higado y rifiébn (6rganos blanco de la infeccion por estas amibas), y se
depositaron en cajas Petri con medio NNE para obtener las amibas de los diferentes 6rganos, los
resultados de recuperacion fueron negativos, sin embargo; el dia del sacrificio de los ratones se
realizaron también improntas del cerebro y del pulmdn, observandolas en forma quistica en el
tejido cerebral, comprobandose asi su capacidad invasiva lo cual sugiere que esta especie es
poco virulenta (Fig. 3)

. Fig. 3 Microscopia de luz.10x Quistes de A. griffini en tejido obtenido de impronta cerebral, posterior al
sacrificio en la prueba de patogenicidad.
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Interaccion con células MDCK.

Se llevaron a cabo interacciones de 5x10* trofozoitos en fase exponencial de crecimiento con
monocapas de células MDCK en una relacion 1:1 (Madin Darby Cell Kidney), mismas que se
realizaron en placas de 96 pozos a diferentes tiempos de interaccion (1, 3, 6, 24h) y con 6
repeticiones para cada unidad experimental. Desde la primera hora de interaccién, se observo que
los trofozoitos comenzaron a provocar un efecto citopatico a la monocapa celular, penetrando a
través de las uniones celulares, dejando incluso algunas zonas sin la presencia de la monocapa,
donde se observaron numerosos trofozoitos. A las 3, 6 y 24 horas de interaccion el efecto
citopético se fue generalizando en todos los pozos (Fig.4).

Fig. 4. Microscopia de luz.10x Interaccion de células MDCK y trofozoitos de A. griffini. A) Monocapa control de
células MDCK. B) Dafio en la monocapa desde la primera hora de interaccion.

CONCLUSIONES

En este trabajo se describen las caracteristicas mas relevantes de esta cepa, agente causal de QA
diagnosticada morfoldgicamente como Acanthamoeba griffini.

En el descripcion morfolégica del aislado se confirman las caracteristicas de A griffini: en cuanto a
la morfologia de esta cepa, su endoquiste es variable es esférica u ovoide, con brazos cortos, el
ectoquiste es ondulado; en promedio de niimero de brazos en el endoquiste es de 6; el diametro es
de 14.63 um en promedio.

La temperatura 6ptima de crecimiento de esta especie es de 25° C, temperatura semejante
reportada para otros aislados de Acanthamoeba de casos de Queratitis amibiana.

A pesar de ser un aislado poco frecuente en casos de QA, se demuestra que tiene la capacidad de
provocar un efecto citopatico en los cultivos celulares, no obstante en el modelo murino de EAG
solo mostré ser invasiva, esto se confirmé al recuperar quistes de improntas de tejido cerebral.

Es importante hacer énfasis en el diagnostico de la QA, ya que si este es oportuno y se lleva a
cabo el tratamiento adecuado el prondstico del paciente es favorable, se debe tener mayor cuidado
en usuarios de lente de contacto ya que es la poblacién con mas riesgo de contraer esta
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patologia pero también con pacientes con algun traumatismo corneal y que tengan contacto con
agua contaminada.

En el area clinica se debe difundir el potencial patégeno de A. griffini como agente causal de QA.
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