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RESUMEN

Algunas especies del género Acanthamoeba provocan queratitis amebiana (QA), una infecciéon de la cédrnea muy
dolorosa, generalmente unilateral, con compromiso importante de la visién. Se presenta el caso de una mujer de 31
afos usuaria de lentes de contacto con habitos inadecuados de higiene y conservacion de las lentes. La paciente
consulté por enrojecimiento y dolor intenso en el ojo derecho, de dos meses de evolucién. Luego del examen
oftalmoldgico y ante la sospecha de una etiologia parasitaria se realizé una biopsia de la zona lesionada, que se
destiné al analisis bacterioldgico y parasitoldgico en el laboratorio. También se remitieron los liquidos de lavado y el
estuche de las lentes. No se detectd crecimiento bacteriano en las muestras. Los cultivos para la busqueda de
Acanthamoeba resultaron positivos en todos los especimenes analizados. Las amebas aisladas fueron clasificadas
morfoldgica y molecularmente como pertenecientes al género Acanthamoeba. El presente trabajo muestra el primer
caso de queratitis por Acanthamoeba de la ciudad de Bahia Blanca identificado por el laboratorio mediante procedi-
mientos de alto valor diagndstico.
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ABSTRACT

Acanthamoeba sp. keratitis: first case confirmed by isolation and molecular typification in Bahia Blanca,
Buenos Aires Province, Argentina. Some species of the Acanthamoeba genus cause keratitis, a very painful, most
likely unilateral corneal infection , associated with eye and vision impairment. We here present a case of a 31-year-old
female patient, a regular user of soft contact lenses without good practices of lens hygiene and handling. The patient
attended medical consultation after two months of inflammation and pain in her right eye. After ophthalmological
studies, and due to suspicion of a parasitic infection, a biopsy was performed and the sample submitted for bacteriological
and parasitological analyses. Moreover, contact lens holders and lens cleaning solutions were studied. The samples
yielded negative results for bacterial infection. However, cultivation of all samples showed the presence of amoeboid
parasites. Isolated amoebae were morphologically and molecularly classified as members of the Acanthamoeba
genus. This is the first case of keratitis caused by Acanthamoeba in Bahia Blanca, Buenos Aires Province, where the
parasite was identified by specific and sensitive molecular techniques.
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Los protozoarios del género Acanthamoeba son ex-
tremadamente ubicuos y con capacidad para vivir en una
gran diversidad de ambientes, incluyendo suelo, aire,
aguas, sedimento oceanico y hospedadores animales y
humanos. Algunas especies provocan queratitis
amebiana (QA), una infeccion de la cérnea muy doloro-
sa, generalmente unilateral, con compromiso importante
de la visioén (8).

El primer caso de QA fue comunicado por Nagington
et al. (10) y durante mas de una década fue considerada

una patologia de baja incidencia, hasta que el nimero
de casos comenzo a aumentar conforme se incremen-
taba el uso de lentes de contacto. Mas del 80% de los
casos de QA se han presentado en pacientes que utili-
zaban lentes de contacto blandas o semiblandas (11). El
principal factor de riesgo es el manejo inadecuado de
éstas: su uso durante periodos prolongados, una mala
higiene de las lentes y de sus estuches, o bien su lavado
con agua de red, con desinfectantes a base de cloro,
con soluciones caseras preparadas con agua corriente o
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con soluciones comerciales almacenadas de manera in-
adecuada (11). Otros factores que aumentan el riesgo
de infeccién son la practica de deportes acuaticos con
las lentes puestas, el lavado de los ojos con agua de red
o lesiones corneales leves producidas por cuerpos ex-
trafios, comunes en soldadores y jardineros (1, 7, 11,
15).

El parasito presenta una forma vegetativa metabd-
licamente activa o trofozoito y una forma de resistencia o
quiste. El dafio corneal es un requisito fundamental para
que se produzca la infeccidn, ya que el epitelio lesiona-
do expone glucoproteinas y glucolipidos ricos en manosa,
que sirven de anclaje para los trofozoitos de
Acanthamoeba (5, 11). Los quistes son menos sensibles
a la accion de las drogas, pueden permanecer durante
mucho tiempo en el estroma corneal y serian los respon-
sables de las recurrencias de la QA (9).

El proceso infeccioso se inicia cuando los trofozoitos
entran en contacto con el epitelio de la cérnea. Esto pue-
de ocurrir por el uso de lentes de contacto contamina-
das, que actuan como vectores al transportar las amebas
hasta el ojo, o bien por contacto directo de la lesiéon con
agua, aire o elementos contaminados con trofozoitos y
quistes (11). Después de la unién del trofozoito se inicia
un proceso de descamacion celular, producto de la
citélisis, la fagocitosis y la apoptosis inducidas sobre las
células epiteliales (6, 11). Si el proceso avanza, hay in-
vasion del estroma, con inflamacién intensa. Los
trofozoitos secretan serina y cisteina proteasas, elastasa,
metaloproteinasas, colagenasas y un activador del
plasminégeno, compuestos encargados de destruir la
matriz extracelular y permitir su acceso al estroma (6).
Los trofozoitos afectan al nervio éptico y provocan una
neuritis radial, responsable del dolor extremo que carac-
teriza a esta patologia (11).

Los sintomas de QA incluyen fotofobia, vision borro-
sa, lagrimeo y dolor intenso. Los pacientes no respon-
den a la terapia antimicrobiana y el cuadro clinico mu-
chas veces se confunde con una queratitis de origen
herpético, lo que retarda la instauracion de un tratamien-
to adecuado. Cuando el cuadro esta avanzado se pre-
senta un caracteristico anillo de infiltrado corneal rodean-
do la lesion. La cérnea puede llegar a ulcerarse y reque-
rir un trasplante o, en casos extremos, la enucleacion del
ojo (6, 8, 11).

La QA se trata con la administracion topica de bigua-
nidas (polihexametilen biguanida 0,02% o clorhexidina
dicluconato 0,02%) combinadas con alguna diamidina,
un antibidtico para las infecciones bacterianas asocia-
das, un analgésico y antiinflamatorios esteroideos. El tra-
tamiento es muy prolongado, lo que provoca molestias y
perjuicios econdmicos a los pacientes, pero es necesa-
rio para minimizar las posibilidades de recrudecimientos
de la enfermedad (6).

En este trabajo se presenta el caso de una paciente de
31 afios, usuaria de lentes de contacto blandas, cuyos
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habitos de higiene y conservacion de las lentes no eran
los adecuados (lentes de 3 afios de antigiiedad, cambio
de la solucién conservadora cada 2-3 dias y enjuague con
agua corriente). Consulté por enrojecimiento y dolor in-
tenso en el ojo derecho, de dos meses de evolucion. La
paciente habia concurrido un mes antes a otro centro don-
de le habian realizado un raspado de la lesién corneal.
Los analisis bacterioldgicos de la muestra, de las lentes
de contacto y de su estuche arrojaron resultados negati-
vos en ese momento. Fue tratada con antibiéticos, cor-
ticoides, antivirales y lagrimas artificiales.

Dieciséis dias después del primer analisis y ante la
falta de respuesta al tratamiento instaurado, la paciente
se presentd a la consulta en nuestro centro. De acuerdo
con estos antecedentes y luego de examenes oftal-
moldgicos donde se observo el tipo de lesidon que presen-
taba (Figura 1, ay b), se sospeché una etiologia parasita-
ria. Se le realizd en el quiréfano una biopsia incisional
corneal con cuchillete, y el material obtenido se dividié en
dos partes, una se colocd en un tubo ependorff con solu-
cién de Page (12) estéril para el analisis parasitologico y
la otra en un tubo seco estéril para el analisis bacterioldgi-
co. Ambos tubos, el liquido de lavado y el estuche de las
lentes se remitieron a la Catedra de Parasitologia Clinica
de la Universidad Nacional del Sur para su procesamien-
to. Frente a la presuncion clinica y los datos epide-
mioldgicos se inicié inmediatamente el tratamiento contra
infeccion por Acanthamoeba spp.

En el laboratorio, la muestra para analisis parasito-
I6gico se centrifugd un minuto en microcentrifuga a 2000
rpm, se descartd parte del sobrenadante, y el sedimento
se recogidé con pipeta automatica y la porcidn de tejido
con ansa bacteriolégica. Ambas muestras se sembraron
en el centro de una placa de Petri con agar no nutritivo
(ANN) 1,5% en Page, cubierto con una suspension de
Escherichia coli (12). Los liquidos de lavado de las len-
tes y del estuche se centrifugaron a 2000 rpm a volumen
cero durante 10 min en tubos plasticos con tapa, estéri-
les, y se sembraron siguiendo el mismo procedimiento.

Las placas se incubaron en estufa a 37 °C, todas
mostraron crecimiento a las 48 h de incubacion. Se ob-
servo el material en fresco entre porta y cubreobjetos al
microscopio optico; luego se realizaron extendidos que
se fijaron con metanol a 4 °C para ser coloreados con
May Grunwald-Giemsa y Giemsa. A las 96 horas de
incubacion se realizé el analisis morfolégico y morfo-
métrico de los quistes. Con ocular micrométrico se mi-
dieron los diametros de los trofozoitos (n = 30) y de los
quistes (n = 30).

Para la identificacion molecular a nivel de género se
utilizo la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) siguiendo el protocolo publicado por Schroeder
(14). Se usaron los cebadores JDP1 (5"-GGCCCAGATCG-
TTTACCGTGAA) y JDP2 (5'-TCTCACAAGCTGCTA-
GGGGAGTCA), que amplifican una regién del ADN
ribosomal (18S rDNA) especifica para este género (14).
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El producto de la PCR, ASA.S1 (“Acanthamoeba-specific
amplimer” S1), presenta un tamafio que oscila entre 423
a 551 pb dependiendo del genotipo.

Los estudios ultraestructurales de las amebas aisla-
das se realizaron por microscopia electrénica de trans-
misién (MET), siguiendo las técnicas clasicas adecua-
das para el estudio de protozoos (4). A partir de los culti-
vos en ANN se realizaron repiques en medio liquido
MYAS (extracto de maltosa 0,01% y extracto de levadu-
ra 0,01% en soluciéon de Page). Para la observacion de
trofozoitos y quistes se tomaron alicuotas del cultivo de
50 ml a las 48 h y a los 7 dias respectivamente, las que
se centrifugaron a 2000 rpm durante 15 minutos, a volu-
men cero. El pellet fue fijado en glutaraldehido 4%,
posfijado con OsO,, deshidratado con etanol e incluido
en resina Spurr. Los cortes ultrafinos (100 micrones) re-
cogidos sobre grillas de cobre de 200 Mesh fueron con-
trastados con acetato de uranilo 3% (40 min) y citrato de
plomo (10 min). Las observaciones de trofozoitos y quis-
tes fueron realizadas utilizando un microscopio electro-
nico de transmision marca JEOL modelo 100 CXIl a 80
KV. Las fotomicrografias fueron tomadas con un equipo
S0-163 Kodak electron Image-film.

La muestra remitida para el analisis bacteriologico se
sembroé en caldo tioglicolato, agar sangre y agar choco-
late. Los medios solidos se incubaron en microaerofilia
durante 48 h a 37 °C y el caldo de enriquecimiento du-
rante 7 dias en las mismas condiciones. Los caldos se
examinaron diariamente para investigar el crecimiento
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Figura 1. (a) y (b), anillo de infiltraciéon corneal caracteristico de
la infeccion por Acanthamoeba; (c) y (d) leucoma corneal
cicatrizal postratamiento.
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bacteriano, realizando repiques en agar sangre y agar
chocolate. Todos estos cultivos fueron negativos.

Por microscopia 6ptica se observaron trofozoitos de
21,7 ym a 23 ym de diametro, con acantépodos, nucleo
unico refringente, vacuolas de exclusion de agua que se
contraian y dilataban constantemente, y un movimiento
tipo babosa por la emisiéon de seuddépodos hialinos (Fi-
gura 2, a-c). Los quistes (diametro de 11,3 ym a 12,8
Mm) presentaron una pared doble compuesta por un
exoquiste ondulado y un endoquiste estrellado (Figura
2, d y e). De acuerdo con su morfologia, todos los aisla-
mientos fueron clasificados como pertenecientes al gé-
nero Acanthamoeba (12). Segun la clasificacion de
Pussard y Pons (13), basada en la morfologia y el tama-
fio de los quistes, todos ellos se ubicaron dentro de las
especies pertenecientes al Grupo |l

El producto obtenido de la PCR corresponde al seg-
mento ASA. S1, especifico del género Acanthamoeba.

Por MET fue posible observar en el citoplasma de quis-
tes y trofozoitos numerosas mitocondrias, vacuolas de
exclusiéon de agua, vacuolas digestivas de contenido
amorfo, gotas de lipidos, un ndcleo unico con nucléolo
central esférico, complejo de Golgi y reticulo endo-
plasmico bien visible (2, 3). En los trofozoitos aislados
de la biopsia se visualizé el contorno celular irregular,
resultado de la formacién de numerosos acantépodos y
seudopodos; por debajo de la membrana plasmatica se
observé una zona de citoplasma hialino: el ectoplasma.
Se apreciaron pequefias vacuolas de exclusion de agua
distribuidas por todo el citoplasma, circundadas en la
mayoria de los casos por mitocondrias alargadas o esfé-
ricas (Figura 3 a). Los quistes maduros se visualizaron
rodeados por un exoquiste, separado del endoquiste por
un espacio, excepto en los ostiolos, donde las membra-
nas se fusionaban. El citoplasma se observé denso,
deshidratado (Figura 3 b).

De acuerdo con las caracteristicas de la lesion que
presentaba la paciente al momento de la consulta (Figu-
ra 1 a), se realizé un diagndstico presuntivo de QA y se
inicio el tratamiento con polihexametilen biguanidina al
0,02% y neomicina al 0,5%. Los tres primeros dias se
aplicé la terapia cada hora, tanto durante el dia como du-
rante la noche; en los 3-4 dias subsiguientes se aplicé cada
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Figura 2. Trofozoitos de Acanthamoeba en fresco, aislados de la biopsia (a) y del liquido de
lavado (b). Trofozoitos aislados de la biopsia, tefiidos con Giemsa (c). Quistes de Acanthamoeba
en fresco (d y e), con las caracteristicas correspondientes al Grupo Il de Pussard y Pons (13)
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Figura 3. Fotomicrografias de Acanthamoeba obtenidas por
MET. (a) trofozoito aislado de la biopsia; (b) quiste. Ac:
acantépodos, Ec: ectoplasma, VE: vacuolas de exclusién de
agua, GL: gotas de lipidos, Mit.: mitocondrias, Vd: vacuolas di-
gestivas, Nu: nucleo, Ex: exoquiste, En: endoquiste, Os: ostiolo.

hora s6lo durante el dia. Seguidamente se redujo a una
aplicacién cada 2 horas (primer mes), con 6 aplicaciones al
dia hasta completar el afio. Se observé buena respuesta al
procedimiento terapéutico; en forma lenta la lesién se
vascularizé en la periferia (Figuras 1 cy d).

El agente etioldgico de la queratitis que presentaba la
paciente fue identificado como perteneciente al género
Acanthamoeba sobre la base de estudios morfoldgicos y
moleculares. Segun la clasificacion de Pussard y Pons
(13), la cepa aislada perteneceria al Grupo Il (A. cas-
tellanii, A. polyphaga, A. rhysodes, A. mauritaniensis, A.
divionensis, A. griffini, A. lugdunensis, A. quina, A. hatchetti,
y A. triangularis), donde se encuentran especies de de-
mostrada patogenicidad.

Si bien la QA presenta baja prevalencia, es importan-
te tener presente este tipo de etiologia al momento del
analisis oftalmoldgico. El aislamiento de Acanthamoeba
es de baja complejidad y de bajo costo; su imple-
mentacioén en los laboratorios bioquimicos incrementaria
la posibilidad de confirmar nuevos casos. No obstante,
la tipificacion molecular requiere de laboratorios espe-
cializados.

Un diagnéstico rapido y certero permite un tratamiento
efectivo y previene acciones drasticas como la enuclea-
cion o el trasplante de cérnea. El comienzo oportuno del
tratamiento, ademas de preservar la integridad del ojo
parasitado, evita la formacién de quistes, lo que minimi-
za las posibilidades de recidivas.
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Es muy importante, como medida preventiva, infor-
mar a los usuarios de lentes de contacto sobre su uso y
cuidados adecuados, de manera que disminuyan las po-
sibilidades de contraer queratitis por Acanthamoeba.
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