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1. JUSTIFICACION

La investigacion se llevdo a cabo sobre el diagndstico por el laboratorio de la
Queratitis por Acanthamoeba spp. Para hacer énfasis acerca de la prevencion y
control de esta enfermedad debido a que puede llegar a causar ceguera al hombre.
Asi como conocer los métodos de diagndstico mas novedosos que se emplean para
identificar a este parasito con rapidez y exactitud ya que es de vital importancia
para el paciente pues de esto depende que pueda o no recuperarse de manera
satisfactoria.

Ademas a nivel global ha incrementado el interés sobre este parasito, como
muestra la figura 2, Acanthamoeba spp. Es el organismo con mas publicaciones
realizadas desde el ano 1975 debido al incremento en la incidencia de

enfermedades por este parasito.
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Figura 1. Nimero de articulos publicados desde 1960 relacionados con Acanthamoeba, Naegleria,
Balamuthia, Sappinia, (Siddiqui and Khan, 2012)
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2. OBJETIVOS

El objetivo de la presente tesina es investigar los avances mas importantes que se
describen en la bibliografia especializada en relacion al diagnéstico de la queratitis por

Acanthamoeba spp; Ademas que pretende:

e Investigar las generalidades de Acanthamoeba spp.
e Mencionar los examenes de laboratorio empleados para el diagnéstico de

queratitis por Acanthamoeba spp.
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3. RESUMEN

Acanthamoeba spp. Es una amiba de vida libre que puede invadir de manera
accidental la cornea del ojo de personas inmunocompetentes y originar el cuadro

clinico denominado queratitis por Acanthamoeba.

El hombre se infecta por contacto directo del ojo con agua contaminada en
presencia de quistes o trofozoitos del mismo, cuando una persona presenta dafo
mecanico en la cornea como puede ser una herida en el ojo o cuando se utilizan

lentes de contacto con una mala calidad en la higiene de los mismos.

Acanthamoeba spp. En su fase tréfica mide entre 10-45 pym y se caracteriza por sus
acantopodios. En su fase quiste puede medir hasta 20 um y tiene una pared externa
denominada ectoquiste la cual es lisa o ligeramente arrugada y otra interna o
endoquiste de aspecto poliédrico o estrellado. En personas fuertemente
inmunosuprimidas este parasito puede causar ademas de queratitis, encefalitis
amibiana granulomatosa, enfermedad diseminada en individuos

inmunocomprometidos, uveitis y lesiones en piel.

Su distribucion geografica es cosmopolita de ahi su importancia en el diagnostico
por laboratorio. Los examenes mas utilizados para el diagnostico son: El examen
directo en fresco, exudado de las lesiones corneales en busca de trofozoitos. Frotis
con: Giemsa, Acido Periddico de Schiff (PAS), blanco de calcofluor, Hematoxilina-
eosina entre otras. Otra manera diagnostica es el uso de medios de cultivo para su
aislamiento por ejemplo el medio PAGE. Los anti amebianos mas eficaces son las
diamidinas y las biguanidas. Entre las diamidinas disponibles se encuentran el
isetionato de propamidina al 0,1% y la hexamidina, al 0,1%. En las biguanidas, la
clorhexidina y la polihexametilenbiguanida son las mas habituales en el tratamiento

contra esta amiba.
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4. INTRODUCCION.

La queratitis amebiana es la manifestacion clinica mas habitual de la infestacion
por el género Acanthamoeba. Se caracteriza por ser dolorosa e invalidante. La
infeccion progresa originando una ulceracién de la cérnea y puede dar como
resultado ceguera en casos muy graves. Es una enfermedad dificil de diagnosticar y
tratar, ya que las manifestaciones clinicas se confunden a menudo con las de las

queratitis herpética, fingica o mico bacteriana.

El género Acanthamoeba comprende protozoos ubicuos de vida libre que se
encuentran en el aire, suelo, aguas dulces o saladas, residuales, e incluso en el
agua del grifo o embotellada, unidades de dialisis, material odontologico, etc. Han
sido aisladas de las vias respiratorias altas de humanos sanos, de lesiones de piel en

inmunodeprimidos y de tejido corneal.

Entre los factores predisponentes destacan los traumatismos corneales, el contacto
con cuerpos extranos o la exposicion al agua templada. Pero el factor de riesgo mas
importante para contraer esta infeccion es el uso de lentes de contacto, sobre todo
si se usan soluciones salinas caseras o agua corriente para el lavado de las mismas,
el no desinfectarlas apropiadamente o con la frecuencia recomendada, y su

utilizacion durante la practica de la natacion.

La identificacion de Acanthamoeba spp. En el humano se basa en la observacion de
trofozoitos que muestran un movimiento lento ameboideo por contracciones y
relajaciones del citoplasma; un tamano variable entre 10-45 pm, son tenues
(hialinos), generalmente mono nucleados y con una vacuola grande y visible, que se
contrae y desaparece cada 45-50 segundos. Con mas aumento (40X) pueden
observarse unas finas proyecciones citoplasmicas que parecen flagelos, pero que no
lo son, que se extienden y retraen constantemente, denominadas acantopodios
(Salazar et al, 2011).
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5. HISTORIA DEL GENERO Acanthamoeba.

El primer reporte que indica que el género Acanthamoeba 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 el virus polio, porque
ratones y monos, posterior a la inoculacion 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 al género Acanthamoeba. La observacion
realizada por Culbertson y cols, de los animales muertos, permitié presumir su rol

como patogeno para el hombre.

Acanthamoeba fue descrita primero por Castellanii, cuando reporto la presencia de
una ameba en cultivos de Cryptococcus pararoseus. El género fue establecido,
posteriormente, por Volkonsky en 1931. En la actualidad, es parte de la familia
Acanthamoebidae y la identificacion de género es relativamente facil y se realiza
utilizando criterios morfoldgicos. Para la diferenciacion de especies se han aplicado
criterios inmunoloégicos, bioquimicos, fisiologicos y moleculares, ya que los

morfologicos resultan subjetivos y se ven alterados por las condiciones de cultivo.

Se ha logrado la secuenciacion completa del gen de la subunidad menor ribosomal
del nlcleo. Usando este criterio, Stothard y cols designaron 12 tipos de secuencias
(genotipos) de T1 a T12. De este analisis se ha podido establecer, por ejemplo, que
la mayoria de las cepas aisladas en cuadros de queratitis corresponderian al

genotipo 4. ( Jercic, 2007 )
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5.1. GENERALIDADES DE Acanthamoeba spp.

Son amibas espinosas o filosas, la principal caracteristica de sus especies es la
presencia de acantopodios, que son seudopodos que le dan aspecto de “erizo”; no
se han descrito fases flagelares. Existen cuatro especies de importancia médica,
Acanthamoeba culbertsoni (Singh 'y Das, 1970, Sawyer vy Griffin, 1975)
Acanthamoeba castellani (Douglas, 1930), Acanthamoeba polyphaga (Pschkarew,
1913; Vivesvara, 1975) y Acanthamoeba astronyxis (Ray y Hayer, 1945; Page, 1967).
La diferenciacion de especies con base a la morfologia es dificil por lo que solo se
establece si se emplean técnicas de tincion inmunofluorescente o de

inmunoperoxidasa.

Estos organismos presentan dos fases: la de trofozoito (tréfica o activa) y la de
quiste (resistencia). La fase trofica presenta un tamano y forma variables; las
formas redondeadas miden de 10-45 pm. El nlcleo presenta un cariosoma muy
aparente; en algunos especimenes se puede observar una vacuola contractil mas

aparente que el nucleo.

La fase quistica es caracteristica y en examenes en fresco de cultivos se encuentran
unidos a los trofozoitos (figura 1); son esféricos con bordes irregulares, miden en
promedio 20 pm. Presentan una pared externa o ectoquistica esférica, lisa o

ligeramente arrugada y otra interna o endoquisitica poliédrica o estrellada.

(Figura 2)

Trofozoito de Acanthamoeba spp.
Microscopia de escaneo electronico.
Bruno da Rocha-Azevedo, 2009
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5.2. CLASIFICACION DEL PARASITO

Dominio: Eukaryota
Reino: Protozoa
Subreino: Sarcomasttigota
Filo: Amoebozoa
Subfilo: Lobosa
Clase: Amoebaea
Orden: Centramoebida
Familia: Acanthamoebidae
Género: Acanthamoeba
(Sawyer & Griffin, 1975)

5.3. ANTECEDENTES HISTORICOS

Los primeros reportes de queratitis por el género Acanthamoeba fueron publicados
por Nagington y cois en 1974, en Gran Bretana, y por Jones y cois, en 1975 en
E.U.A. Varias especies se han descrito como agentes causales de estos cuadros,
entre las que destacan A. castellanii, A polyphaga, A. hatchetti, A. culbertsoni. A.
rhysodes, A. griffini, A. quina y A. lugdunensis. En los anos ‘80, incluso, se hablaba
de una epidemia de queratitis por Acanthamoeba, debido al aumento del nimero
de casos por el uso masivo de los lentes de contacto, tanto con fines terapéuticos
como también cosméticos. Es justamente este cuadro, el mas comun en Chile y el
primer caso publicado data de 1993. Los sintomas mas frecuentes incluyen: ojos
rojos, lagrimeo constante y edema palpebral. Inicialmente, las amebas se
restringen al epitelio corneal, luego invaden el estroma, causando un dano
extensivo, con un cuadro que va desde una inflamacion leve a grave. Una de las
caracteristicas mas importantes es la presencia de un infiltrado estromal en forma

de anillo.



http://es.wikipedia.org/wiki/Reino_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Filo
http://es.wikipedia.org/wiki/Amoebozoa
http://es.wikipedia.org/wiki/Orden_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Acanthopodida
http://es.wikipedia.org/wiki/Familia_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_%28biolog%C3%ADa%29

DIAGNOSTICO DE LA QUERATITIS POR Acanthamoeba spp.

5.4. CICLO BIOLOGICO
A partir del suelo, agua, sistemas de aire acondicionado, etc. Acanthamoeba spp.

Penetra por contacto directo con la cornea tras haber sufrido un traumatismo

ocular seguido de contaminacion con agua o tierra contaminada. (figura 2)

Acanthamoeba spp.
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Figura 3. Ciclo biolégico de Acanthamoeba spp. Imagen original de CDC, DPDX. (Editada por Capiz,
2012)




DIAGNOSTICO DE LA QUERATITIS POR Acanthamoeba spp.
5.5. MECANISMOS PATOGENOS

Se ha propuesto que la secuencia de dano a la cornea se sucede de la siguiente
manera:

(1) Los trofozoitos de Acanthamoeba spp. Se adhieren a glicoproteinas de manosa
que aumentan en respuesta a una abrasion corneal, en el epitelio corneal.

(2) Cuando Acanthamoeba spp. se encuentra con la presencia de manosa se induce
la liberacion de una sustancia llamada MIP133, que es extremadamente citolitica.
(3) El trofozoito rompe la membrana de Bowman y entra en el estroma de colageno.
(4) El trofozoito continla con la produccion de varias proteasas que contribuye a la
disolucion del estroma corneal, estas proteasas son : MIP133, colagenasa, MPP
(enzimas proteoliticas) Y APA (plasminogeno activador de Acanthamoeba por sus

siglas en inglés)

(5) Los trofozoitos se agrupan alrededor de los nervios corneales. (Figura 3)
[B, Unién e
# @ Destruccion del epitelio \‘\

@ Ruptura de la membrana de Bowman

P T

ol

Figura 4. La patofisiologia de la queratitis por Acanthamoeba spp. (Clarke WD y Jerry, 2006). (Editada
por Capiz, 2012)
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5.6. MANIFESTACIONES CLINICAS

La queratitis amebiana es la manifestacion clinica mas habitual de la infestacion
por el género Acanthamoeba. Se caracteriza por ser dolorosa e invalidante. La
infeccion progresa originando una ulceracion de la cornea y puede dar como
resultado ceguera en casos muy graves. Es una enfermedad dificil de diagnosticar y
tratar, ya que las manifestaciones clinicas se confunden a menudo con las de las
queratitis herpética, fungica o mico bacteriana, lo que provoca que el diagnostico

correctoy el comienzo del tratamiento se retrasen semanas o meses.

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

reinfeccion. ( Pérez-lrezabal et al.2006)

Las manifestaciones clinicas pueden observarse en las siguientes figuras segun sus

dias de evolucion.

10
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Fig. 5 (15 dias de evolucion) Fig. 5.1 (25 dias de evolucion)

Fig. 5.4
Las lesiones progresan con aparicion de infiltrados estromales anteriores difusos o

focales, edema circunscrito, Fig. 8. En estados avanzados hay abscesificacion y

queratolisis Fig. 9.

Figuras 4, 5, 6, 7, 8, 9. Dafos en el ojo causados por Acanthamoeba spp. (Francisco Barraquer C.

M.D, 2009)
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6. DIAGNOSTICO POR LABORATORIO DE QUERATITIS POR Acanthamoeba spp.

El diagnostico de queratitis por Acanthamoeba se realiza por la visualizacion de
amebas en extensiones o en cultivos. El mayor porcentaje de aislamientos ocurre en
estadios relativamente precoces de la enfermedad cuando la ameba esta confinada
al epitelio. Con el tiempo, las amebas penetran en tejidos mas profundos, lo que
dificulta su identificacion en muestras superficiales y hace necesaria la realizacion
de la biopsia corneal. En portadores de lentes de contacto debemos examinar

también las lentes y su estuche portador.

Las amebas se visualizan en extensiones tefiidas con Giemsa, PAS, calcoflior o
naranja de acridina. El agar no nutriente con Escherichia coli es el medio de cultivo
de eleccion para aislar amebas. También crecen bien en agar chocolate y en agar
tamponado con carbdn-levadura. Es caracteristica la formacion de railes en el

medio de cultivo formados por el avance de los trofozoitos.

La microscopia confocal in vivo también puede utilizarse para la observacion de

estos organismos, particularmente en su forma quistica.

El tratamiento adecuado de la queratitis por Acanthamoeba requiere un rapido
aislamiento de este agente en las muestras de tejido. Deberiamos sospechar
Acanthamoeba en cualquier queratitis con cultivos negativos para bacterias, herpes
simples, hongos o micobacterias atipicas. Ademas, cualquier queratitis que a pesar

del tratamiento no mejore deberia hacernos sospechar en la Acanthamoeba.

12
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6.1 OBTENCION DE LA MUESTRA.

Ante una sospecha de queratitis por Acanthamoeba. El oftalmélogo solicitara al
laboratorio de Microbiologia, el envio de un recipiente idoneo para el transporte y
conservacion de la muestra. Un tubo o frasco estéril de boca ancha, con 1 ml de
solucion de Page, previamente atemperada en estufa de cultivos durante 20 min,
para depositar las pequenas virutas corneales recogidas asépticamente mediante
micro espatula oftalmica, también es adecuado para descartar queratitis de otra
etiologia, bacteriana o virica, puesto que el fin primordial es evitar la desecacion
de la muestra. El recipiente se mantendra a temperatura ambiente hasta su

transporte al laboratorio.

6.2 CULTIVO DE LA MUESTRA.

Una vez que la muestra llega al laboratorio, se procede de la siguiente manera:

Atemperar una placa de Petri con medio de Page (MP, con base de agar no

nutritivo) o un tubo con el mismo medio (solidificado en posicion inclinada).

e Colocar, en un tubo estéril, 1 ml de la solucion de Page y emulsionar
finamente 1-2 colonias de un cultivo de Escherichia coli (o Enterobacter
aerogenes), hasta obtener una turbidez media y homogénea. Conviene

utilizar un cultivo reciente (18-24 h), bien identificado.

e Mediante una varilla de vidrio, fragmentar las virutas corneales en el frasco
de recogida o, previo paso de éstas a otro recipiente mas idoneo, con 0,5-1
ml de SP, dependiendo de la cantidad de muestra.

e Inocular la placa de Petri (con medio de Page), con 0,2 ml de la solucion de
Escherichia coli y con asa bacteriolégica extender por toda la placa o por el

medio inclinado, en caso de utilizar el tubo.

13
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e Con una pipeta tipo Pasteur, anadir un par de gotas de la solucion con la
muestra (virutas corneales disgregadas en SP) en el centro de la placa o
dejando resbalar por el plano inclinado en el tubo. Esperar un tiempo para
que se absorba y cerrar la placa con tira adhesiva porosa y el tubo con la
tapa roscada floja para permitir una buena aireacion. Luego, incubar ambos
en estufa de 35-37°C) ( Pérez-Irezabal et al.(2006) (Figura 10.)

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

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

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

5. Incubar en estufa a 35-37°C.

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

Figura 6. Método de sembrado de la muestra en placa de Petri. (J Pérez-Irezabal et al.2006)

14
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6.3 EXAMEN DE LOS CULTIVOS

Los cultivos se deben examinar cada 24-48 h al principio (durante los primeros 7-8
dias) y después cada semana, hasta un minimo de 4-6 semanas. Se debe examinar la
placa en un microscopio optico con objetivo seco de bajo aumento (10-20X); en el
caso del tubo, se toma una pequena cantidad de la fase liquida (25-50 ml) con una
pipeta estéril, y previa agitacion suave, se deposita en un portaobjetos limpio y se
observa igualmente con objetivo seco. En caso de positividad, se aprecian los

trofozoitos o quistes de morfologia caracteristica.

6.4 IDENTIFICACION

Los trofozoitos de Acanthamoeba muestran un movimiento lento tipicamente
ameboideo, por contracciones y relajaciones del citoplasma; un tamano variable
entre 15-45 mm, son hialinos, generalmente mono nucleados y con una vacuola
grande y visible, que se contrae y desaparece cada 45-50 segundos. Con (40X) se
observan proyecciones citoplasmicas que parecen flagelos, que se extienden vy
retraen constantemente, denominadas acantopodios.

Los quistes tienen un tamano de 10-25 mm y, de forma caracteristica, una doble
pared: una externa, irregular y gruesa (ectoquiste), y otra interna redondeada, mas
fina y lisa (endoquiste). Si las condiciones son adversas, la pared interna del quiste
va encogiéndose y adoptando formas geométricas, irregulares o estrelladas,

frecuentemente en triangulo o pentagono. ( Pérez-lrezabal et al.(2006)
6.5 SUBCULTIVOS
Si los cultivos son negativos a los 6-8 dias, se realiza un subcultivo, sobre todo si

lo han sido también los cultivos ordinarios para bacterias y hongos. Se procede de la

siguiente manera:
e Se toma una porcion de agar en forma de cuadrado de la placa de Petri, e

introducirla en tubo con MP inclinado, previamente inoculado con Escherichia

coli y con 0,3 ml de SP atemperada; mover suavemente y re incubar.
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e En caso de subcultivo a partir de un tubo, tomar 0,1 ml de la fase liquida,
previamente bien agitada, e inocular un nuevo tubo con MP (con Escherichia
coli y 0,2-0,3 ml de SP). Se deben mantener los subcultivos en estufa,

durante un minimo de 20 dias antes de informarlos como negativos.

Para obtener cultivos ricos en trofozoitos, los mejores resultados se obtienen
realizando subcultivos seriados en placa de Petri previamente inoculada con

Escherichia coli y humedecida con SP reciente, e incubar a 35°C.

Para mantener quistes viables es conveniente realizar subcultivos cada 1-2 meses

en MP en tubo con Escherichia coli y en estufa de 30°C.

Fig 6.1. Railes formados por Acanthamoeba spp en medio no nutritivo (100x). The Charles T.
Campbell eye microbiology lab. (2011)
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7. DIAGNOSTICO DE LA QUERATITIS A TRAVES DE FROTIS

Ante la sospecha de una queratitis por Acanthamoeba se debe practicar un
extendido, raspando la superficie corneal con una espatula plana roma, en sentido
paralelo a la superficie corneal. El material obtenido se coloca en una gota de agua
destilada en el centro de un portaobjetos de vidrio limpio y se deja secar al aire.

Una vez seco se fija con alcohol metilico de 96° por 15 minutos.

Las coloraciones empleadas en extendidos corneales para visualizar los quistes y
trofozoitos de Acanthamoeba son mdlltiples siendo recomendables Giemsa y el
Acido Periodico de Schiff (PAS) porque ambas son usuales en los laboratorios de

patologia.

Fig. 7. (Quistes PAS x250) Fig. 7.1 (Quiste Giemsa x400)
“o ‘
€ o
L ¢
(O
R

Fig. 7.2 (Quiste de Acanthamoeba, Giemsa x160)
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Otros métodos son basados en la estimulacion de fluorescencia, como el Blanco de
Calcofluor (CW) y el Anaranjado de Acridina. Se requiere un microscopio de
fluorescencia por reflexion y juegos de filtros en las longitudes de onda de

excitacion y de emision del fluorocromo empleado.

Fig. 7.3 (Quiste blanco de calcofluor x250) Fig. 7.4 (Quistes CW x160)

Fig. 7.5 ( Quistes CW, x160) Fig. 7.6 (Quistes CW x160,)

Figuras 7-7.6. Tinciones diversas de extendidos de Acanthamoeba spp. Tomado de: (Francisco
Barraquer C. M.D. 2009)
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8. VALIDACION POR PCR TIEMPO REAL Y MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
TRANSMISION PARA EL DIAGNOSTICO DE QUERATITIS POR Acanthamoeba spp.

La emergencia actual de queratitis por Acanthamoeba spp. Y la gravedad de estas
Ulceras han motivado el diseno de métodos moleculares de diagnostico. Las lesiones
producidas por este parasito no siempre tienen una morfologia tipica en estadios
precoces, pudiéndose confundir con queratitis viricas y retrasandose el tratamiento
correspondiente. Se han disenado procedimientos de PCR en tiempo real con sondas
TagMan dirigidas a secuencias especificas de la fraccion 18S del ARNr. Estas
técnicas permiten detectar un bajo nimero de quistes y trofozoitos en lesiones de

portadores de lentes de contacto.

Siguiendo el protocolo publicado por Schroeder . Se usan cebadores JDP1 (5°-
GGCCCAGATCGTTTACCGTGAA) y JDP2 (5" -TCTCACAAGCTGCTAGGGGAGTCA), que
amplifican una region del ADN ribosomal (185 rDNA) especifica para el género
Acanthamoeba. El producto de la PCR, ASA.S1 ("Acanthamoeba-specific amplimer”
S1), presenta un tamano que oscila entre 423 a 551 pb dependiendo del genotipo.

El segmento ASA. S1, es especifico del género Acanthamoeba.
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Se realizan ademas estudios ultra estructurales por microscopia electronica de
transmision donde es posible observar en el citoplasma de quistes y trofozoitos
numerosas mitocondrias, vacuolas de exclusion de agua, vacuolas digestivas de
contenido amorfo, gotas de lipidos, un nicleo Unico con nucléolo

Central esférico, complejo de Golgi y reticulo endoplasmico. Figura (A

i 7 ...

Figura 8 (A. Fotomicrografias de Acanthamoeba obtenidas por MET. (a) trofozoito aislado de la
biopsia; (b) quiste. Ac: acantopodos, Ec: ectoplasma, VE: vacuolas de exclusion de agua, GL: gotas
de lipidos, Mit.: mitocondrias, Vd: vacuolas digestivas, Nu: ndcleo, Ex: exoquiste, En: endoquiste, Os:

ostiolo.
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9. EPIDEMIOLOGIA

Acanthamoeba es una ameba cosmopolita y muy frecuente en el ambiente, en
agua, aire y suelo, en todas las latitudes. Ademas se ha detectado en duchas,
acuarios, humidificadores, jarrones, y otras colecciones acuosas domésticas. Asi
mismo, es frecuente en hospitales y se ha hallado en ventiladores, banos de
hidroterapia, unidades de aire acondicionado, sistemas de irrigacion dental, etc.
Esta ubicuidad determina un estrecho contacto entre el hombre y Acanthamoeba.
Sin embargo, si se exceptla la queratitis amebiana y muy pocos caso descritos en
ninos inmunocompetentes, la infeccion esta restringida a huéspedes

inmunodeprimidos. En estos casos es un patogeno oportunista.

Los quistes son muy resistentes a las condiciones ambientales como temperatura,
salinidad, pH; agentes fisicos como calor, congelacion, radiaciones ultravioleta;

agentes quimicos como biocidas, compuestos clorados y antimicrobianos.

(eduCommons, 2012).
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10. TRATAMIENTO

El tratamiento de la queratitis por Acanthamoeba es, fundamentalmente, médico.

Desde la revision de Bacon et al. Hace mas de 10 afnos, se sabe que los anti
amebianos mas eficaces, hasta la fecha, son las diamidinas y las biguanidas, estas
ultimas de primera eleccion, solas o asociadas a diamidinas (ambas son quisticidas).
Entre las diamidinas disponibles se encuentran el isetionato de propamidina al 0,1%
(Brolene, May and Baker, Dagenham, Reino Unido), y la hexamidina, también al
0,1% (Desomedine, Chauvin, Montpellier, Francia). Ambos preparados pueden
obtenerse de estos paises a través de solicitud de medicamentos extranjeros. Entre
las biguanidas, las mas activas son la clorhexidina (CHX, Ashton Chemicals Ltd.,
Aylesbury, Reino Unido) y la polihexametilenbiguanida (PHMB, Avecia HQ,
Manchester, Reino Unido), ambas utilizadas en colirio al 0,02% y no disponibles
comercialmente. La PHMB puede solicitarse al Moorfields Eye Hospital (Londres) ya

que la obtencion del principio activo puede resultar complicada.

Fig. 9, Clorhexidina 0.2% cada hora Fig. 9.1 Clorhexidina (CHX) por 13 dias
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Fig. 9.4, 7 meses de CHX y se suspende Fig. 9.5, estado a los 9 meses

Figuras 9-9.5. Respuesta del ojo al tratamiento con CHX. (Francisco Barraquer C. M.D. 2009)
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11. PREVENCION

A partir de 1984, coincidiendo con el incremento del nimero de portadores de
lentes de contacto, la incidencia de queratitis por Acanthamoeba aumento de
forma espectacular. En la actualidad, la incidencia parece haberse estabilizado,
probablemente porque los factores de riesgo entre los usuarios de estas lentes se
han identificado y evitado. Aln asi, mas del 90% de los casos que se observan
podrian evitarse utilizando un sistema eficaz de desinfeccion, como el calor o el
peroxido de hidrogeno de dos pasos, el empleo de soluciones comerciales de suero

fisiologico y la regular desinfeccion y limpieza del estuche de las lentes.
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12. RESULTADOS

La queratitis por Acanthamoeba spp. Se caracteriza por la presencia de trofozoitos
en el tejido corneal sin llegar a ser intraocular. Puede llegar a provocar la ceguera
en las personas que no tengan tanto cuidados como la administracion de un

medicamento y dosis adecuadas.

El diagnostico de laboratorio para la queratitis por Acanthamoeba spp. Se realiza
del tejido corneal mediante un raspado del mismo y con la ayuda de medios de
cultivo como el de PAGE, asi como el empleo de Tinciones rutinarias como lo es la
de Giemsa o la del Acido Periddico de Schiff (PAS) estas Ultimas siendo de mayor
ayuda para el paciente ya que no requieren de un lapso de tiempo prolongado para

llegar a un diagnostico.
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13. DISCUSION

Como medidas de control se recomienda a las personas: evitar el uso de lentes de
contacto cuando se realicen actividades tales como: nadar o baharse en aguas no
cloradas, o que no se conozca su procede. Asi como una higiene adecuada en los
lentes de contacto. Ademas hay que tener un especial cuidado con las personas
inmunocomprometidas y aquellas que presenten lesiones mecanicas en la cornea ya
que esta amiba puede penetrar a través de la misma y provocar queratitis por

Acanthamoeba.
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14. CONLCUSIONES

e Se realizo una investigacion sobre los avances mas recientes y significativos
de la biologia y el diagnostico de Acanthamoeba spp.

e Es importante el conocimiento de los cuidados que se deben tomaren cuenta
para evitar la infeccion por Acanthamoeba spp. Ya que es un parasito que
puede causar la pérdida total o parcial de la vista.

e Se debe conocer el ciclo de vida de Acanthamoeba spp. Ya que de esta forma
se pueden tener las precauciones necesarias para evitar la infeccion por este
parasito.

e La queratitis por Acanthamoeba spp. Es una afeccion cosmopolita y como tal
deben tomarse las precauciones ya mencionadas en esta investigacion.

e El diagnostico por laboratorio de la queratitis es de suma importancia pues
de este depende que el paciente pueda recuperarse en su totalidad.

e El proceso de diagnostico puede ser tardado por lo tanto la clinica es de vital
importancia en el tratamiento de esta parasitosis.

e El tratamiento para la queratitis por Acanthamoeba spp. Generalmente es

dificil complicado de obtener.
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15. GLOSARIO:

Abscesificacion: inflamacion del tejido del organismo caracterizado por la

hinchazon y la acumulacion de pus.

Acido Periddico de Schiff: O leucofucsina, un colorante incoloro pero que se torna

rojo estable al contacto con los grupos aldehidos.

ADN ribosomal: es una secuencia de ADN contenida en los cromosomas del nucléolo

que codifica ARN ribosomico.

Acantopodios: finas proyecciones citoplasmicas que parecen flagelos, pero que no

lo son, que se extienden y retraen constantemente.

Biocidas: sustancias quimicas sintéticas o de origen natural o microorganismos que
estan destinados a destruir, contrarrestar, neutralizar, impedir la accion o ejercer
un control de otro tipo sobre cualquier organismo considerado nocivo para el

hombre.

Biguanidas: son moléculas o grupos de medicamentos que funcionan
como antidiabéticos orales para el tratamiento de diabetes mellitusy algunos

como antimalaricos.
Cariosoma: Masa densa e irregular de filamentos de cromatina en el nicleo celular.
Citolisis: es el proceso por el cual la célula se rompe, es decir, que su membrana

celular se descompone, perdiéndose su material genético y deteniéndose sus

procesos vitales.
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Edema: es la acumulacion de liquido en el espacio tisular intercelular o

intersticial.

Escleritis: Es la inflamacion de la esclerdtica, la pared exterior blanca del ojo.

Estroma: es el armazon o entramado de un organo, esto es su matriz
extracelular,componentes fibrilares y sustancia fundamental. Ademas de

aquellos elementos celulares conectivos que sintetizan la matriz

Hipopidn: se utiliza en medicina para designar la existencia de leucocitos y fibrina
en la camara anterior del ojo, la mayor parte de las veces aséptico y que se debe a

la reaccion de las toxinas bacterianas

Membrana de Bowman: es una de las cinco capas de la cornea. Esta localizada
entre el epitelio externo y el estroma de la misma, su grosor oscila entre 8 y 14
micras. Esta compuesta de fibras de colageno y ayuda a la cérnea a mantener su

forma

Microscopia confocal: es un microscopio que emplea una técnica éptica de imagen
para incrementar el contraste, reconstruir imagenes tridimensionales utilizando un
colimador de orificio delimitante para eliminar la luz desenfocada o destellos de la

lente en especimenes que son mas gruesos que el plano focal.
Plasminogeno: es una glicoproteina sintetizada por el higado, presente en
el plasma sanguineoy la mayor parte del fluido extracelular como

el precursor inactivo de una enzima proteasa llamada plasmina.

Proteasas: son enzimas que rompen los enlaces peptidicos de las proteinas.

29

——
| —



DIAGNOSTICO DE LA QUERATITIS POR Acanthamoeba spp.

Queratitis: es una inflamacion que afecta a la cornea, es decir la porcion anterior y

transparente del ojo.

Quiste: es un estadio en el ciclo de vida de algunos protozoarios, de animacion
suspendida, es decir, la forma morfoldgica de proteccion del organismo, en el que
se recubre por una cubierta resistente tanto a factores fisicos como quimicos y
permanece inmavil e inactivo hasta que se reanuden las condiciones favorables para

su supervivencia

Reaccion en Cadena de la Polimerasa: conocida como PCR por sus siglas en inglés
(Polymerase Chain Reaction), es una técnica de biologia molecular desarrollada
en 1986 por Kary Mullis, cuyo objetivo es obtener un gran nimero de copias de un

fragmento de ADN particular, partiendo de un molde.

Tincion Giemsa: es un método habitual para el examen de frotis sanguineos, cortes

histologicos y otro tipo de muestras bioldgica.

Trofozoito: es la forma vegetativa activada que se alimenta generalmente
por fagocitosis y se reproduce, a diferencia del quiste, el cual es la forma
vegetativa infectante y de resistencia, en elciclo de \vidade

los parasitos protozoarios.

Uveitis: es la inflamacion de la Gvea, lamina intermedia del ojo situada entre

la esclerdtica y la retina

Infiltrado corneal: se define como un acumulo de células inflamatorias en el
espesor de la cornea. Las células migran desde los vasos del limbo y desde la
lagrima como respuesta a un estimulo quimiotactico, que pudiera ser consecutivo a

la liberacion de sustancias en el proceso de un dano epitelial.
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Abrasion corneal: es una laceracion o un rasguio en la cornea.

Absceso: es una infeccion e inflamacion del tejido del organismo caracterizado por
la hinchazén y la acumulacién de pus. Puede ser externo y visible, sobre la piel, o

bien interno.

Queratolisis: Desprendimiento o ablandamiento de la capa cérnea de la

epidermis.

Soluciéon de Page: Se utiliza para realizar cultivos de raspado corneal y se
compone de:

NaCl 120mg

MgS04.7H20 4mg

CaCl2.2H20 4mg

Na2HPO4 142mg

KH2P0O4 136mg

H20 destilada csp1000ml
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