
Revista de Investigación de la Universidad Norbert Wiener, 2015, N.° 4 11

RESUMEN

Las amebas de vida libre (AVL) se encuentran ampliamente distribuidas en la natu-
raleza, siendo Acanthamoeba spp. el género más aislado del suelo, aire, aguas tratadas 
para consumo, agua de mar, lagos y aguas termales. El presente trabajo aborda las 
características de Acanthamoeba spp., su biología, las patologías que afectan a huma-
nos; además, el diagnóstico microbiológico y molecular, que es una herramienta que 
ha venido mejorándose con el avance de la tecnología. La clave es la identificación 
de la ameba, para lograr una buena intervención clínica y terapéutica. Finalmente 
exponemos las combinaciones terapéuticas exitosas en los escasos reportes clínicos 
existentes. 

Palabras clave: amebas de vida libre, Acanthamoeba spp., meningoencefalitis, encefalitis 
granulomatosa amebiana (EGA).

ABSTRACT

Free-living amoebae (FLA) are widely distributed in nature, Acanthamoeba spp. is 
the species isolated from soil, air, treated water for consumption, sea water, lakes 
and hot springs. In this paper, approach the characteristics of Acanthamoeba species 
biology, diseases affecting humans and the microbiological and molecular diagnosis 
is a tool that has been being improved with the advancement of technology. The key 
is Amoeba identification for a good clinical and therapeutic intervention. Finally 
we present the successful therapeutic combinations on the limited existing clinical 
reports.

Keywords: free-living amoebae, Acanthamoeba spp., meningoencephalitis, granuloma-
tous amoebic encephalitis (GAE).
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I. INTRODUCCIÓN

Las amebas de vida libre (AVL) son mi-
croorganismos eucarióticos [célula eu-
cariota: del griego eu, ‘bien’ o ‘normal’, 
y  karyon, ‘nuez’ o ‘núcleo’]; incluyen 
los organismos formados por  célu-
las  con  núcleo verdadero, a los anima-
les, plantas, hongos y protistas. El reino 
Protista, también denominado “Protoc-
tista”, es el que contiene a todos aquellos 
organismos eucariontes que no pueden 
ser clasificados dentro de los otros tres 
reinos eucariotas: Fungi (hongos), Ani-
malia (animales) o Plantae (plantas). Es 
un grupo parafilético, eucariotas unice-
lulares descendientes de una eucariota 
ancestral unicelular.

El reino Protista constituye un taxón 
parafilético que se basa en el carácter 
plesiomórfico (es el estado ancestral o 
primitivo de un carácter) de la unicelu-
laridad. La pluricelularidad se desarrolló 
independientemente en varios grupos 
de  Eukarya: Animalia, Fungi, Plantae, 
Heterokontophyta y Rhodophyta. Solo los 
dos últimos se clasifican dentro del rei-
no Protista. ‘Protoctista’ fue una deno-
minación propuesta por la doctora Lynn 
Margulis y compartida por su maestro 
R. H. Whittaker en 1969. La doctora 
Margulis quiso establecer la prioridad 
con el nombre griego  Protoctista (‘pri-
meras criaturas’ o ‘primigenios’), pro-
puesto por J. Hogg en 1860, sobre el 
nombre griego Protista (‘primerísimos’ o 
‘primordiales’)1.

Actualmente existen más de 100 es-
pecies de amebas de vida libre (AVL), 
algunas de ellas pertenecen al género 
Acanthamoeba. La única especie conocida 
del género Balamuthia, B. mandrillaris, 
y solo una especie del género Naegleria, 
N. fowleri, son conocidas como causan-

tes de enfermedades en humanos2,3. Las 
infecciones causadas por AVL son con-
sideradas como enfermedades raras, se 
trata de patógenos oportunistas; han sido 
descritas tres especies causantes de lesio-
nes neurológicas: Balamuthia mandrilla-
ris, Sappinia pedata y Naegleria fowleri, 
y algunas especies de Acanthamoeba spp. 
han sido registradas en diversas partes del 
mundo, incluido el trópico4,5. 

Las dos primeras y el género Acantha-
moeba spp. son conocidas como causan-
tes de Encefalitis Granulomatosa Amebia-
na (EGA); y la tercera como Meningoen-
cefalitis Amebiana Primaria (MAP) por 
Naegleria fowleri. La infección puede ad-
quirirse por el contacto con agua o suelo 
contaminados 4,5,6,7,8.

Las AVL por lo general ingresan por la 
cavidad nasal y atacan al sistema nervioso 
central (neurotropismo); pero también 
pueden ingresar a través de la piel, causando 
enfermedad en individuos inmuno-com-
petentes e inmuno-deficientes. EGA afecta 
el sistema nervioso central (SNC), con una 
duración de entre unas pocas semanas a 
dos años. MAP es una infección aguda y 
fulminante en el SNC, principalmente en 
los niños y los adultos jóvenes que han te-
nido contacto con el agua dulce; de 5 a 7 
días, el paciente muere9,10. 

II. ANTECEDENTES HISTÓRICOS 

Acanthamoeba se incluía en la Fami-
lia Hartmannellidae en 1912 (Alexeie-
ff). Fue descrita por primera vez por Sir 
Aldo Castellani en 1930, cuando reportó 
la presencia de una ameba en un cultivo 
de  Cryptococcus pararoseus.  M. Douglas 
denominó a la ameba como Hartman-
nella castellanii en el género Hartmanne-
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lla, pero posteriormente fue reclasificado 
como Acanthamoeba castellanii. Solo en 
1931 se estableció su género, donde se 
ubican las amebas similares con numero-
sas proyecciones espinosas, superficiales, 
conocidas como acantopodios11.

En 1931, Volkonsky subdividió el 
género Hartmannella en tres géneros, 
basado en algunas características: Hart-
mannella se caracteriza por tener un 
quiste de pared lisa y redonda. Glaeseria 
se caracteriza por la división celular del 
quiste. Acanthamoeba se caracteriza por 
tener acantopodios, formas de espinas 
que sobresalen de su cuerpo y se divide 
por mitosis; además, los quistes son de 
doble pared con bordes ondulantes ex-
ternos12,13.

En 1958, Clyde Culbertson et al.14, 
demostraron el potencial patogénico de 
las amebas en modelos de animales, in-
duciendo una encefalitis en ratones tras 
la inoculación de una cepa de Acantha-
moeba que había contaminado las célu-
las en cultivo durante la producción de 
la vacuna frente a la poliomielitis, en los 
Laboratorios Eli Lilly.

La cepa de Acanthamoeba sp. Lilly 
A-1, fue nombrada en honor al Dr. Cly-
de G. Culbertson y así se le denominó 
como Acanthamoeba culbertsoni15,16.

En 1967, F. Page concluyó que la for-
ma de las espinas era un criterio dudoso 
para la diferenciación de especie. Consi-
deró que la presencia de acantopodias y 
la estructura de quistes pueden ser sufi-
cientemente distintivos para justificar la 
diferenciación de Hartmannella y Acan-
thamoeba17. En 1975, Sawyer y Griffin 
propusieron una nueva familia, Acantha-
moebidae18.

III. CLASIFICACIÓN  
TAXONÓMICA

Las amebas de vida libre son patógenas. 
Los Protozoa consisten en cuatro gru-
pos: Sarcodina (amebas); Mastigóforos 
(flagelados); Sporozoa (además de las 
formas esporas protozoos parásitos); e 
Infusoria (ciliados). Pero recientemente, 
la Sociedad Internacional de Protozoolo-
gía abandonó la taxonomía clásica y creó 
un nuevo sistema basado en los enfoques 
morfológicos actualizados empleando 
vías bioquímicas y filogenética molecu-
lar19. De acuerdo con este nuevo esque-
ma, los eucariotas se han clasificado en 
seis grupos o Super Grupos: Amoebozoa, 
Opisthokonta, Rhizaria, Archaeplastida, 
Chromalveolata y Excavata. Acanthamoe-
ba y Balamuthia se incluyen en el Super 
Grupo Amoebozoa (Acanthamoebidae); 
Naegleria fowleri bajo el Super Grupo Ex-
cavata (Heterolobosia, Vahlkampfiidae) y 
Sappinia bajo el Super Grupo Amoebo-
zoa (flabellinea, Thecamoebidae)19.

IV. CICLO BIOLÓGICO DE 
ACANTHAMOEBA

Acanthamoeba spp. tienen dos estadios 
en su ciclo de vida, uno de alimentación 
y reproducción en fase de trofozoíto; y 
un estado de quiste resistente. Son mi-
croorganismos aerobios poseedores de 
mitocondrias, que les permite completar 
su ciclo biológico en el medio ambiente. 
Los trofozoítos se alimentan de bacterias 
presentes en el medio ambiente y se mul-
tiplican por fisión binaria. Una caracte-
rística única de Acanthamoeba spp. es la 
presencia de finos y estrechos pseudópo-
dos en forma de espinas llamados acan-
topodias, que sobresalen de su superficie. 
Los trofozoítos varían en tamaño, de 15 
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a 45µm; y por lo general tienen un solo 
núcleo localizado en el centro; el núcleo 
es densamente teñido. El citoplasma es 
finamente granular y contiene numero-
sos mitocondrias, ribosomas, vacuolas 
alimenticias y una vacuola contráctil. Los 
quistes son de doble pared y varían en ta-
maño de 10 a 29 µm. La pared externa del 
quiste, el exoquiste, se encuentra arruga-
do con pliegues y ondulaciones, contiene 
proteínas y lípidos. La pared interna del 
quiste, el endoquiste, contiene celulosa y 
por lo tanto es ácido periódico de Schi-
ff-positivo. Es estrellada, poligonal, oval o 
esférica. Los poros u ostiolos, en el cruce 
del exoquiste y el endoquiste están cubier-
tos por opérculos convexo-cóncavos que 
se abren en el momento del desenquista-
miento. Los quistes son también uninu-
cleados y poseen un nucléolo densamente 
colocado en posición central. Los quistes 
pueden resistir la desecación durante más 
de 20 años20,21 (Figura 1).

morfológicos. Acanthamoeba fue clasi-
ficada en tres grupos morfológicos I, II, 
III22,2. Actualmente se ha optado por el 
análisis molecular, empleando una clasi-
ficación subgenérica basada en el análi-
sis de secuencias del gen 18S ARNr para 
separar las cepas de Acanthamoeba. Ac-
tualmente, el género Acanthamoeba está 
clasificado en 20 genotipos basados en la 
pequeña unidad ribosomal del gen ARN 
(SSU rDNA o 18S rDNA ) que los agru-
pa en genotipos T1- T20 (Tabla 1).

VI. CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS 

Acanthamoeba spp. es capaz de producir 
4 entidades clínicas bien diferenciadas:

Queratitis amebiana: Se caracteriza 
por ser dolorosa e invalidante. La infec-
ción progresa produciendo una ulcera-
ción de la córnea, de la que puede resul-
tar ceguera en casos muy severos. Es una 
enfermedad difícil de tratar y de diagnos-
ticar, ya que las manifestaciones clínicas 
se confunden a menudo con las de las 
queratitis herpética, fúngica o micobacte-
riana, lo que ocasiona que el diagnóstico 
correcto y el comienzo del tratamiento se 
retrasen muchos meses. El cuadro clínico 
en sus inicios se caracteriza por limbitis, 
queratopatía punteada, infiltrados epi-
teliales, subepiteliales o perineurales. El 
paciente sufre enrojecimiento, lagrimeo, 
fotofobia y dolor de diversa intensidad, 
pero desproporcionado respecto a los sig-
nos oculares, así como visión borrosa. Al 
progresar la enfermedad, puede observar-
se ulceración, infiltrados anulares, placas 
endoteliales y uveítis anterior, con o sin 
hipopión (presencia de pus en la cámara 
anterior del ojo), y más infrecuentemen-
te, edema corneal. Si el curso se agrava, 
pueden producirse abscesos, escleritis, 

FIGURA 1
Ciclo de vida de Acanthamoeba, vía de 

infección al hombre

V. CLASIFICACIÓN DE 
ACANTHAMOEBA

Se ha incrementado el aislamiento de 
especies de Acanthamoeba spp., las que 
se han seguido clasificando con criterios 
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glaucoma, catarata e infección microbia-
na secundaria8,10.

Rinosinusitis: Se ha descrito la co-
lonización de Acanthamoeba en cavidad 

nasal24,25,26; esto podría originar sinusitis 
crónica, como ya se ha observado en pa-
cientes con VIH/SIDA27. La rinosinusitis 
es una manifestación de la infección por 
Acanthamoeba que ha sido visto solo en 

TABLA 1
Clasificación de los genotipos de Acanthamoeba  

empleando 18S rDNA

Genotipo Infección Especies / Tipo

T1 

T2A

T2B

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

T10

T11

T12

T13

T14

T15

T16

T17

T18

T19

T20

Encefalitis

No patógena

Queratitis

Queratitis

Queratitis, encefalitis

Queratitis, encefalitis

Queratitis

NA

NA

NA

Queratitis, encefalitis

Queratitis

Encefalitis

No patógena

No patógena

Queratitis

No patógena

No patógena

Encefalitis

NA

NA

A. castellanii

A. palestinensis

NA

A. griffini, A. pearcei

A. echinulata, A. divionensis, A. lugdunensis,
A. mauritaniensis, A. polyphaga,

A. quina, A. rhysodes, A. triangularis, A. royreba

A. lenticulata

NA

A. astronyxis

A. tubiashi

A. comandoni

A. culbetsonii

A. hatchetti, A. stevensoni

A. healyi

NDA

NDA

A. jacobsi

NDA

NDA

A. byersi

Acanthamoeba micheli

NDA
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individuos inmunocomprometidos, par-
ticularmente aquellos con VIH/SIDA. 
Los signos y síntomas de Acanthamoeba 
rinosinusitis son obstrucción nasal, cos-
tras y epistaxis. Puede haber necrosis de 
hueso y del cartílago en la cavidad nasal 
bordeada de mucosa eritematosa. La ma-
yoría desarrolla cuadros severos y falle-
cen. Hay ocho casos documentados de 
Acanthamoeba rinosinusitis en la literatura 
mundial28,29,30,31,32, solo dos de los cuales 
han sido tratados con éxito29,30 (Tabla 2).

Acantamebiasis diseminada: Es una 
condición clínica poco frecuente, pero 
que puede producir la muerte en pacien-
tes inmuno-suprimidos. Las infecciones 
cutáneas causadas por Acanthamoeba 
son más comunes en los pacientes con 
VIH/SIDA, con o sin afectación del 
SNC33,34,35,36,37,38,39 (Tabla 2).

La enfermedad cutánea también ha 
sido documentada en los pacientes infec-
tados con encefalitis amebiana sin VIH; 
pero también en pacientes sometidos a 
terapia inmunosupresora para el tras-
plante de órganos46,47. El 75 % de los ca-
sos presenta lesión cutánea, usualmente 
pustulosa, nodular y ulcerosa. 

Meningoencefalitis granulomatosa: 
Las amebas de vida libre pueden afectar 
el sistema nervioso central (SNC). El tér-
mino Encefalitis Granulomatosa Amebia-
na-EGA (en inglés GAE, granulomatous 
amebic encephalitis) ha sido usado para re-
ferirse a infecciones del SNC causadas por 
Acanthamoeba spp. y/o Balamuthia man-
drillaris. La ruta de invasión al SNC en los 
casos de EGA es probablemente a través 
de las vías respiratorias inferiores (Figura 
1). Dentro de los síntomas clínicos carac-
terísticos de esta patología están las alte-
raciones en el estado mental, cambios en 
el comportamiento, convulsiones, cefalea, 

afasia, fiebre, rigidez de cuello, alteración 
de la visión, anorexia, náuseas y vómitos, 
ataxia, que derivan en coma y muerte18,20.

VII. PATOGÉNESIS E INMUNIDAD

Patogenia: La patogenicidad de las espe-
cies de Acanthamoeba es incuestionable. 
Que algunos de estos genotipos son al-
tamente virulentos es también algo evi-
dente, dados los síntomas y el grado de la 
enfermedad en los casos clínicos en infec-
ciones humanas. Sin embargo, estas ame-
bas necesitan de huéspedes inmunocom-
prometidos o que tengan una deficiencia 
inmune (inmunosupresión transitoria) 
que facilite su transformación en parási-
to facultativo (de quiste a trofozoíto). El 
mecanismo por el cual el parásito invade 
los tejidos y produce lesiones es desco-
nocido por el momento; sin embargo, se 
ha demostrado la presencia de proteasas, 
que suelen ser factores importantes para 
la sobrevivencia del parásito48.

La patogénesis de la acantamebiasis es 
un proceso complejo que involucra va-
rios factores orquestados para producir la 
enfermedad. El primer paso crítico es su 
adhesión a la superficie de los tejidos49,50 

a través de la expresión de una proteína 
transmembrana de aproximadamente 
130 kDa, conocida como proteína ligada 
a manosa-PLM (en inglés: mannose-bin-
ding protein-MBP), que se une a glico-
proteínas que contienen manosa expresa-
das en las células blanco49,50,51.

La adhesión del parásito a la célula 
huésped está mediada por una proteína 
de unión a manosa de 130 kDa (MBP) 
expresada en la superficie de Acanthamoe-
ba50,51. La proteína MBP Acanthamoeba 
castellanii (Neff) consta de 6 exones y 5 



A. Martín Cabello-Vílchez

Revista de Investigación de la Universidad Norbert Wiener, 2015, N.° 4 17

intrones que se expresan en 3,6 kpb52. 
Otras adhesinas descritas en este género 
incluyen a una proteína de unión a la la-
minina con una masa molecular de 28,2 
kDa, una proteína de unión a laminina 
55 kDa y una adhesina de > 207 kDa53,54.

El papel principal de la MBP es per-
mitir a la ameba adherirse a la célula hos-
pedadora. Esta observación se demostró 
al emplear metil–α-D manopiranosa, lo 
que bloquea a los receptores de manosa y 
no permite la adhesión de las amebas. Se 
demuestra así que Acanthamoeba necesita 
este receptor para iniciar su invasión del 
huésped55,56; seguidamente se iniciaría la 
secreción de enzimas proteolíticas como 
las serín proteasas.

Acanthamoeba secreta tres tipos de 
proteasas: serín-proteasas, cisteín-protea-
sas y metalo-proteasas, de vital importan-
cia en el proceso de patogénesis de esta 
ameba. En el caso de las serín-proteasas, 
se han identificado varias con diferentes 
pesos moleculares: 12, 27, 33, 36, 40, 
42, 47, 49, 55, 60, 66, 75, 97, 100, 107, 
110, 133, 157 y 230 kDa. En el caso de 
las cisteín-proteasas, se han identificado 
proteínas con pesos moleculares de 24, 
43, 59, 65, 70 y 130 kDa57,58,59,60,61,62,63,

64,65,66,67. 

Subsecuente a la adhesión, la ameba 
produce diferentes enzimas hidrolíticas 
como las proteasas que hemos mencio-
nado, pero también fosfolipasas, que 
trabajan en conjunto para producir un 
potente efecto citopático que involucra el 
incremento en la concentración de Ca++, 
cambios en la estructura del cito-esque-
leto y en la morfología celular, aumen-
to en la permeabilidad de la membrana 
celular y mitocondrial, degradación de 
la matriz extracelular y, finalmente, la 
muerte de la célula52. Muy recientemente 

se han descrito algunas otras actividades 
enzimáticas que le permiten invadir a su 
hospedero, como por ejemplo: elastasa, 
metaloproteasa68,69.

Dos estudios han demostrado sufi-
cientes evidencias que sugieren que la 
activación de receptores activados por 
proteasas PAR-2, por el serina proteina-
sas, juegan un papel importante en las 
respuestas innatas e inflamatorias de la 
infección de córnea y las vías aéreas70,71. 
La presencia de la actividad de DNasa ha 
sido demostrada muy recientemente por 
Iqbal et al., 201572.

Inmunidad: Los seres humanos desa-
rrollamos anticuerpos frente a Acantha-
moeba debido a su ubicuidad73. Si este 
anticuerpo natural resulta en una inmu-
nidad protectora frente a las infecciones 
por Acanthamoeba spp., esto se descono-
ce74,75,76,77,78.

Estudios previos han demostrado que 
existen anticuerpos frente a Acanthamoe-
ba en el suero de los soldados sanos, así 
como en los pacientes hospitalizados en 
Checoslovaquia, los adultos y los niños 
de Nueva Zelanda, y los pacientes hos-
pitalizados por problemas respirato-
rios20,76,79.

Los anticuerpos frente a Acanthamoe-
ba se han demostrado en pacientes que 
desarrollaron EGA y/o lesiones en la piel, 
y también se ha detectado anticuerpos 
frente a Acanthamoeba en pacientes con 
queratitis amebiana. 

Los estudios inmunológicos en po-
blaciones hispanas no se han realizado 
correctamente78; es muy probable que 
los niveles de anticuerpos sean altísimos 
debido a que estas poblaciones están 
constantemente expuestas y colonizadas 
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por amebas de vida libre, sobre todo en 
el Perú26. La inmunidad humoral y la ac-
tivación del complemento parecen ser los 
mecanismos de defensa primarios frente 
a la infección por Acanthamoeba spp. Los 
principales anticuerpos séricos son de 
clase IgM y IgG. Ambos anticuerpos y 
el complemento promueven el reconoci-
miento de Acanthamoeba por células fa-
gocíticas. Las amebas son destruidas por 
los neutrófilos, los cuales son activados 
por linfoquinas que aceleran la combus-
tión celular y generan enzimas lisosoma-
les. Los macrófagos y neutrófilos son las 
células que hacen frente a las amebas.

Las inmunoglobulinas del suero no di-
fieren significativamente entre pacientes y 
sujetos saludables con infección con que-
ratitis Acanthamoeba o EGA; pero los ni-
veles de IgA específicos para Acanthamoe-
ba en lágrimas fueron significativamente 
menores en pacientes con queratitis73,80.

Se conoce que la infección por Acan-
thamoeba induce una respuesta granulo-
matosa; la respuesta en los pacientes con 
VIH/SIDA se encuentra disminuida o es 
ausente; estos hallazgos son consistentes 
con una pobre respuesta inmune. Los 
casos de EGA han sido reportados como 
enfermedades crónicas y en pacientes in-
munológicamente deteriorados; sin em-
bargo, algunos pacientes aparentemente 
no tienen definido el factor predisponen-
te o inmunodeficiencia81.

VIII. DIAGNÓSTICO DE 
LABORATORIO

El diagnóstico de EGA se obtiene 
de la historia del paciente, así como de 
los síntomas, aunque los signos clínicos 
suelen confundirse con otras entidades 

clínicas, como por ejemplo tumores ce-
rebrales o infecciones bacterianas seve-
ras. El diagnóstico puede ser realizado 
por observación directa del LCR, piel o 
cualquier otra muestra clínica, pero por 
lo general el LCR en el cual visualizamos 
el trofozoíto en movimiento o biopsia de 
piel fijada o triturada y teñida con Azul 
de Metileno, Giensa o Wright.

Las muestras de LCR pueden centri-
fugarse a 700g por 10 minutos y luego se 
monta una gota en fresco en una lámina 
y se observa a 100x y 400x; las amebas 
suelen adherirse a la superficie de la lá-
mina. Las biopsias fijadas y teñidas con 
H&E se pueden observar bajo el micros-
copio de luz 400x y 1000x (Figura 2).

Los trofozoítos de Acanthamoeba tie-
nen de 15 a 45µm de longitud y poseen 
un solo núcleo con un nucléolo central. 
Los quistes son de 10 a 25 µm de diá-
metro y tienen doble pared. Poseen dos 
capas y un poro cercano al opérculo. Fre-
cuentemente los quistes poseen formas 
poligonales. 

Medios de cultivo 

El gold standard para Acanthamoeba es la 
técnica del cultivo82,83,23.

�	Agar no Nutritivo ANN 
(Monoxénico)

El material obtenido de las biopsias de 
piel, cerebral, córnea, LCR y otros deben 
ser colocados en una pequeña porción de 
material biológico en la placa de agar no 
nutritivo (ANN) al 2 %, que está cubier-
ta con una microcapa de E. coli (0.5 Mc 
Farland, aproximadamente). Se empleará 
el agar base como solidificante y la solu-
ción Page (10X) ANN: NaCl: 120mg, 
MgSO4 x 7H2O: 4mg, Na2HPO4: 
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142mg, KH2PO4 136mg, CaCl2 x 2H2O 
4mg, 1L de H2O destilada. Se disuelve en 
orden de lista en agua destilada, y se dis-
pensa 100mL en 900mL de H2O; luego 
se agrega 20g de agar y se esteriliza en au-
toclave. Se dispensa en placas de 90mm 
de diámetro. Se cubre con E. coli viva;  
la superficie de la placa debe estar com-
pletamente seca. La muestra se deja en el 
centro de la placa de ANN; las placas de-
ben ser cubiertas con parafilm®, incuba-
das a 30 °C y revisadas diariamente para 
ver la presencia de las amebas. Lo mejor 
es emplear microscopio de contraste de 
fase. En algunas ocasiones depende de las 
cepas aisladas (severidad de la infección); 
estas pueden ser visualizadas a las 48h de 
incubación. Sin embargo, las placas de-
ben ser incubadas al menos una semana 

para observar Acanthamoeba, y entre 3 y 
6 semanas para otras amebas (Figura 3).

En los cultivos, las formas de los quis-
tes son típicos y pueden ser identificados 
empleando los manuales de Page FC 
1983, 1988 y 1991(esta última versión 
fue publicada en alemán). Los quistes 
pueden ser clasificados empleando los 
criterios de Pussard y Pons et al. 197784.

FIGURA 2
A. Biopsia de piel humana, tejido triturado 
y teñido con Ziehl–Neelsen, se observa de 
color azul (gris oscuro) los trofozoítos de 
Acanthamoeba por el azul de metileno (400x). 
B. Trofozoíto de Acanthamoeba en LCR 
teñido con Ziehl–Neelsen (flecha negra).

FIGURA 3
A. Trofozoíto en cultivo axénico (PYG): 15 
días de cultivo en frascos de cultivo 25cm2. 
B. Quistes de Acanthamoeba en cultivo 
monoxénico, genotipo T4.
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Grupo I, caracterizado por quistes gran-
des (>18 µm) con endoquiste estrellado y 
ectoquiste esférico (A. astronyxis, A. coman-
doni, A. echinulata, y A. tubiashi). Grupo 
II, quistes más pequeños (< 18 µm) en-
doquiste poligonal y ectoquiste arrugado 
(A. castellanii, A. polyphaga, A. rhysodes, A. 
mauritaniensis, A. divionensis, A. griffini, 
A. lugdunensis, A. quina, A. hatchetti, y A. 
triangularis). Grupo III, con quistes peque-
ños (< 18 µm), endoquiste redondo o sua-
vemente angular y ectoquiste ligeramente 
arrugado (A. culbertsoni, A. lenticulata, A. 
palestinensis, A. pustulosa y A. royreba).

Muchos casos de queratitis Acantha-
moeba son causados por el grupo II, pero 
el grupo III también ha sido reportado. El 
grupo II tiene de 3-7 brazos, mientras en 
el grupo III son redondeados y no se ve 
claramente la presencia de brazos. Muchas 
veces no son suficientes los datos mor-
fológicos para clasificar la cepa; por ello 
es necesario analizar los genotipos. Los 
subcultivos son necesarios para conseguir 
poblaciones homogéneas; se toma una pe-
queña pieza agar (lo óptimo es escoger un 
solo quiste) y se transfiere a otra placa, este 
paso se repite cuantas veces sea necesario 
para separar cepas de amebas. Las placas 
de ANN pueden guardarse por muchos 
meses a temperatura ambiente; los quis-
tes permanecen viables por muchos años, 
siempre que no se deshidraten por com-
pleto. Los cultivos de Acanthamoeba de-
berían realizarse en paralelo empleando 
30 °C, 37 °C y 42 °C para detectar cepas 
termotolerantes. Las placas deben ser ob-
servadas diariamente bajo el microscopio.

� Medio de Cultivo Axénico (PYG) 

Acanthamoeba spp. se cosechará de las pla-
cas de ANN, luego se centrifugará a 700-
1000g durante 10 minutos en un tubo 
cónico de 50 ml, y entre 50 y 100 µl de 

suspensión amebiana; se deberá transferir 
a frascos de cultivo de 25 cm2 (NunclonTM 
DELTA-NuncTM) con 5-9 mL de medio 
PYG. Posteriormente se incubarán los fras-
cos a 30 °C, 37 °C y 42 °C; se le agrega 
gentamicina 10 mg/ml o estreptomicina 
(Sigma)-penicilina (Sigma). El medio de 
cultivo PYG (Peptone, Yeast Extract, Glucose, 
ATCC 712) está formulado para Acantha-
moeba spp. con las siguientes característi-
cas: pH 6.5 +/- 0.2, Triptona (Oxoid) 20g; 
Extracto de Levadura (Oxoid) 2g, Glucosa 
18g; los componentes se disuelven en solu-
ción Page en 1000 ml. Esta mezcla se auto-
clava y se deja enfriar para agregar estrepto-
micina-penicilina 200-400 mg/500mL de 
medio de cultivo. La incubación debe ser 
revisada diariamente para observar el cre-
cimiento de trofozoítos y que no aparezca 
contaminación bacteriana82,83,85. Algunas 
amebas pueden contener endosimbionte 
y en ese caso es casi imposible eliminarlo. 
Sin embargo, hay una técnica que podría 
eliminar al endosimbionte (o contaminan-
te); esta consiste en emplear el medio mo-
noxénico; luego de que todas las amebas se 
enquisten, se agrega HCl al 10 %, se incu-
ba por 5 minutos y luego se debe lavar con 
solución Page; nuevamente se siembra en 
ANN hasta que crezca la cepa y luego debe 
sembrarse en medio axénico como el PYG.

Los medios líquidos no son útiles para 
el aislamiento primario de muestras clí-
nicas debido a que pueden contaminarse 
con facilidad con bacterias y hongos (lá-
grima o raspado de córnea pueden no es-
tar estériles).

� Cultivos empleando células de 
animales (Cultivo celular)

Los trofozoítos de cultivos monoxénico 
y axénico pueden ser transferidos directa-
mente a los cultivos celulares. En el caso 
del medio monoxénico debemos tener 
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precaución por la posibilidad de sobrecre-
cimiento bacteriano. Se deben raspar las 
placas de agar sin romperlo; con una pipeta 
estéril tomar 50 µL de suspensión y transfe-
rirlo al frasco de cultivo celular de 25 cm2. 
Las muestras clínicas estériles como LCR, 
biopsia cerebral y líquido pleural pueden 
ser sembradas directamente en los frascos 
de cultivo celular, que deben contener una 
monocapa de células (células HeLa, Hep-
2, Keratinocitos, Neuroblastomas, células del 
endotelio cerebral humano) y otras células 
animales como células VERO, que permita 
el crecimiento de las amebas; la destrucción 
de la monocapa en 24 horas es signo de alta 
citopatogenicidad85.

IX. DIAGNÓSTICO MOLECULAR

Varios investigadores han utilizado mu-
chos tipos de métodos no morfológi-
cos para la clasificación taxonómica de 
Acanthamoeba spp.; entre ellos están los 
siguientes: análisis de isoenzimas; RFLP 
del ADN mitocondrial (Mt ADN); 
RFLP del ADN ribosomal de la subuni-
dad pequeña (SSU rDNA); y el análisis 
de la secuencia de SSU rDNA, este últi-
mo recientemente aplicado. Actualmente 
se ha desarrollado un método más pro-
metedor, el cual analiza la secuencia de 
ARN 18S ribosomal del ADN (ADNr 
18S). El gen nuclear 18S ARNr y el loci 
mitocondrial 16S ARNr de Acanthamoe-
ba sp. poseen características únicas y úti-
les para los análisis de la determinación 
del genotipo.

En  eucariotas,  los ARNr (ribosoma-
les) 5S, 5›8S y 28S forman parte de la su-
bunidad mayor de los ribosomas, mien-
tras que el ARNr 18S forma parte de la 
subunidad menor.

�	Segmentos del gen 18s ARNr  
de Acanthamoeba

El amplímero que fue designado como 
ASA.S1, Amplímero-Acanthamoeba es-
pecífica S1, mostró ser interesante con 
suficientes variaciones para distinguir 
los tipos de secuencias de ADNr 18S de 
genotipos que se han descrito anterior-
mente86. Un grupo de cebadores adicio-
nales para PCR se diseñó para producir 
un gran amplímero designado GTSA.
B1, Amplímero Genotipo-Específico 
B1 (Figura 4). El amplímero GTSA.B1 
puede entonces ser subdividido en tres 
fragmentos variables, designados DF1, 
DF2 y DF3, los que pueden ser secuen-
ciados independientemente y representa-
dos por los tres segmentos en el diagrama 
de GTSA.B1. DF3 representa una región 
del gen que también está dentro del am-
plímero ASA.S1. Este subsegmento del 
amplímero ASA.S1 puede ser analizado 
usando el cebador 892C como un ceba-
dor de secuenciación, produciendo una 
secuencia de aproximadamente 200-250 
pares de bases, que incluye la mayoría de 
las porciones muy variables de la región 
ASA.S1; este segmento designado DF3 
es el que se encuentra más a la derecha 
en GTSA.B1 en la Figura 5. Los segmen-
tos ASA.S1 o DF3 contienen una parte 
significativa de la señal filogenética que 
existe en toda la molécula 18S rRNA.

� Tipificación molecular de especies 
de Acanthamoeba

La clasificación molecular de aislados 
de Acanthamoeba spp. está basada en la 
amplificación y secuenciación del gen 
casi completo Rns86. Veinte genotipos 
han sido descritos: T1 – T2086,87,88,89,90. 
Partes del gen (Rns) contienen suficientes 
diferencias en sus secuencias que son fi-
logenéticamente relevantes. Estas secuen-
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cias corresponden a la región variable 
DF3 del amplímero ASA.S1 obtenido de 
los cebadores JDP, el cual discrimina mu-
chos de los genotipos de Acanthamoeba91.

El análisis de secuencias del gen com-
pleto Rns o de la región DF3 es útil para 
la caracterización de los varios genotipos 
de Acanthamoeba en muestras clínicas 
y ambientales. Alrededor del 90 % de 
Acanthamoeba aislada que ha sido aso-
ciada a la queratitis amebiana y provie-
ne de diferentes áreas geográficas ha sido 
descrita como genotipo T492,93,94. El ge-
notipo T4 también es predominante en 
infecciones como EGA; pero también se 
ha demostrado la presencia de otros ge-
notipos implicados en EGA: T1, T2, T5, 
T7, T10 y T1210,95,96,97,98.

El análisis completo del gen de la 
subunidad pequeña mitocondrial del 
ARNr (mitocondrial small-sub-unit 

FIGURA 4
Regiones secuenciadas del GTSA.B1 del (178-355) DF1; (705-926) DF2; (1175-1379, 

corresponde 204 pb) DF3. Abarca las regiones E23-2´ y E-23-6 del 18S rDNA.

FIGURA 5
Regiones variables dentro del GTSA.B1

FIGURA 6
Región secuenciada del ASA.S1; 

en gris oscuro la región DF3. 

Tomado de Schroeder et al., 2001.
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rRNA) (rns) confirma la identidad de los 
genotipos de Acanthamoeba basados en el 
gen rns. Recientemente se ha demostrado 
que ITS 1 es una región variable más útil 
que el gen rns y que los grupos del ITS-1 
correlacionan con los grupos del rns. ITS 
1 es diez veces más variable que la región 
del gen rns; por ello puede ser usado para 
discriminar genotipos dentro de otros ge-
notipos como el T499.

� Cebadores y PCR para regiones de 
18S de Acanthamoeba

El uso de la técnica de reacción de po-
limerasa en cadena-RPC (en inglés poly-
merase chain reaction-PCR) es común en 
muchos laboratorios. En el PCR con-
vencional: la región blanco para el PCR 
estándar para Acanthamoeba fue la subu-
nidad pequeña nuclear ARNr (en inglés 
nuclear small-subunit rRNA [rns]). 

El amplicón ASA.S1 contiene la re-
gión DF3 y este es amplificado por los 
cebadores:

JDP1 (5’-GGCCCAGATCGTTTACC-
GTGAA-3’) y 
JDP2 (5’TCTCACAAGCTGCTAGG-
GGAGTCA-3’).

Cebadores usados para obtener la se-
cuencia de la región DF3:

892 (5’-CCAAGAATTTCACCTCT-
GAC-3’) y 
892C (5’-GTCAGAGGTGAAATTC-
TTGG-3’).

Cebadores empleados para la secuen-
ciación en una sola dirección del GTSA.
B1:

373 (5’-TCAGGCTCCCTCTCCG-
GAATC-3’) 178 a 355: 177 bp 

570C (5’-GTAATTCCAGCTCCAA-
TAGC-3’) 705 a 926: 221 bp

Los cebadores denominados ACAR-
NA: forward 5’-TCC CCT AGC AGC 
TTG TG-3’ y reverse 5’- GTT AAG 
GTC TCG TTC GTT A-3’ han demos-
trado ser útiles por múltiples investiga-
dores para identificar Acanthamoeba; el 
producto es de 272pb100 y el par de ce-
badores Nelson fue diseñado para produ-
cir un amplicón cercanamente idéntico 
al que genera el cebador PIGP100,101. La 
secuencias de los cebadores Nelson son 
presentados aquí; forward 5‘ GTT TGA] 
GGC AAT AAC AGG T 3‘, reverse 5‘ 
GAA TTC CTC GTT GAA GAT 3‘.

Recientemente se ha desarrollado un 
PCR para el diagnóstico de Acanthamoe-
ba100,101,102,103,104. El diagnóstico puede ser 
realizado en LCR, lavado bronquio-al-
veolar, tejido cerebral y otros tejidos. 
Resultados positivos se obtienen de teji-
do embebido y parafinado y fijado con 
formaldehido, pero estas pruebas tienen 
limitaciones en su sensibilidad y repro-
ducibilidad104. 

X. TRATAMIENTO 

El 98 % de los casos de EGA fallecen. Sin 
embargo, algunos pacientes han sobrevivi-
do después de la terapia larga con múlti-
ples agentes antimicrobianos, incluyendo 
pentamidina, itraconazol, 5-fluorocitosi-
na, rifampicina, cotrimaxazole y miltefo-
sina105,106,107,108,109,110,111,112. Actualmente se 
recomienda isotionato de pentamidina IV 
4mg/kg de peso corporal / 24 horas; sulfa-
diazina 500 mg diarios, pirimetamina 50 
mg una vez al día; voriconazol 200 mg dos 
veces al día y la miltefosina (150mg/día), 
luego 100mg por siete meses113,114.
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XI. CONCLUSIONES Y 
PERSPECTIVAS FUTURAS

La meningoencefalitis granulomatosa 
por Acanthamoeba spp. T4 o Balamuthia 
mandrillaris es una entidad clínica muy 
rara en el mundo. Los clínicos deberían 
estar más familiarizados con la enferme-
dad; pero la baja frecuencia de necropsias 
suele ser un factor que ocasiona la pérdi-
da de información valiosa para establecer 
la real epidemiología de la enfermedad, 
con mayor importancia en pacientes in-
muno-suprimidos, como los pacientes 
con leucemias, linfomas, trasplantes y 
con VIH/SIDA.

Las pruebas de diagnóstico molecular 
para AVL están fuera del alcance de mu-
chos laboratorios en la costa del Perú (zonas 
de mayor frecuencia de casos por AVL). 

Es importante que el Ministerio de 
Salud del Perú desarrolle un programa de 
vigilancia epidemiológico como lo dispo-
ne México.

Finalmente, nuestro objetivo prin-
cipal es encontrar una terapia efectiva y 
una prueba de diagnóstico certera para los 
pacientes que sufren de estas afecciones.
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