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Introduccion

Amebas de Vida Libre (AVL)

Organismos anfizoicos (exozoico/endozaoico)
Enfermedades de curso diverso.

Cuadros agudos y fatales con componentes de
predominio necrotico a enfermedades cronicas con
reaccion inflamatoria granulomatosa.

Solo han sido reconocidas durante los ultimos 30
anos (numero de infectados por AVL es bajo, vs.
Entamoeba histolytica).

Agentes infecciosos emergentes

Patogenos primarios como oportunistas

Diagnaostico clinico y morfoldgico dificil
Khan NA. Microb Pathog. 2003 Jun;34(6):277-85.

Oddo BD. Rev Chilena Infectol. 2006 Sep;23(3):200-14.
Schuster FL, Visvesvara GS. Int J Parasitol. 2004 Aug;34(9):1001-27. AJRM



Introduccion

Amebas de Vida Libre (AVL)

« Las enfermedades producidas por AVL sdélo
se reconocen a partir.de los 1940s.

« Caso de un soldado japonés de 22 anos,
capturado como prisionero de guerra, enero
de 1943, cerca de Buna (Nueva Guinea),
fallecido 7 semanas mas tarde con una
iInfeccion amebiana diseminada.

« Edward H. Derrick, autopsiando, atribuyo la
causa de la muerte a un parasito muy
parecido o casi identico a lodamoeba
buetschlii (post. considerado como Naegleria
O COmMOo una acantamebida).

Derrick E H. Trans R Soc Trop Med Hyg 1948; 42: 191-8.
Martinez A J, et al. Brain Pathol 1997; 7: 583-98.
Schuster FL, Visvesvara GS. Int J Parasitol. 2004 Aug;34(9):1001-27. AJRM
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Introduccion

Amebas de Vida Libre (AVL)

* 1960, Tucson, Arizona (EUA), J.W. Kernoham y col:nina
de 6 afios de edad que fallecio con una lesion cerebral,
granuloma cerebral (imputado a I. buetschlii), post.
Acanthamoeba sp.

« Aun no se conocia la capacidad patogénica de las AVL.

* 1969, Gran Bretana, W.St.C. Symmers
encontro dos casos posibles de naegleriosis.

— Hombre joven de Essex, Londres, fallecido en
1909, protozoos observados en una preparacion
histologica.

— Nifa de 10 afnos de edad, de Belfast, que fallecio
en 1937, post. a rapido cuadro fatal de 10 dias de
evolucion, que siguid a un accidente de natacion
en una piscina.

Kernoham J W, et al. Arch Pathol 1960; 70: 576-80.
Symmers WStC. Br Med J 1969; 4: 449-54,
Schuster FL, Visvesvara GS. Int J Parasitol. 2004 Aug;34(9):1001-27. AJRM



Introduccion

Amebas de Vida Libre (AVL)

1965, primer caso atribuido a Naegleria, Malcolm Fowler y Rodney F.
Carter (Australia): meningitis fatal inicialmente imputada a
Acanthamoeba sp

1966, Florida (EUA), 4 casos de meningoencefalitis, en uno se sugirio
gue una especie de Acanthamoeba o Hartmannella era responsable de
la infeccion, diagndstico posterior por técnicas inmunohistoquimicas:

Naegleria fowleri

1966, Cecil G. Butt, denomind la enfermedad como meningoencefalitis
amebiana primaria (MAP)

1966, R.F. Carter: Aisla y cultiva amebas del LCR.

Fowler M, Carter R F. Br Med J 1965; 2: 740-3.
Patras D, Andujar J J. Am J Clin Pathol 1966; 46: 226-33.

Butt C G. N Engl J Med 1966; 274: 1473-6. AIJRM



Amebas de Vida Libre (1900-1970)

1962-1965 (16)
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1968: Butt y
Callicott

Naegleria como
patégeno

Cerva L, Novak K. Science 1968; 160: 92.
Cerva L, Novak K, Culbertson C G. Am J Epidemiol 1968;88: 436-44.
Carter R F. J Pathol Bacteriol 1968; 96: 1-25.
dos Santos J G. Am J Clin Pathol 1970; 54: 737-42.




Amebas de Vida Libre Q

Las Primeras Descripciones

Naegleria, 1909, Kart Naegler describido una ameba.no

patdgena, Naegleria gruberi.
1912 considerada como Digastigomoeba por Alexeieff.

Morfolégicamente similar a la especie oportunista, que en
1970 fue denominada Naegleria fowleri (paciente en
Australia y en animales de experimentacion)
Acanthamoeba, 1930, Sir Aldo Castellani,
microorganismo saprofito que se
desarrollaba en cultivos de levaduras de
Cryptococcus paraoseus.

M. Douglas la denominé como Hartmannella castellani
pero posteriormente fue reclasificada como Acanthamoeba
castellani

Naegler K. Arch Protistenk 1909; 15: 1-53. Castellani A. J Trop Med Hyg. 1930, 160, 188, 221.
Carter RF. J Pathol 1970; 100: 217-44. Douglas M. J Trop Med Hyg 1930; 33: 258-59.
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Amebas de Vida Libre
Las Primeras Descripciones

« 1957, contaminacion espontanea de cultivos de células
de rifidn de mono por amebas de vida libre (Jahnes)

« 1958, Clyde Culbertson y col demostraron el potencial
patogeénico en animales, induciendo encefalitis en
ratones tras inoculacion de Acanthamoeba que
contaminaba las células en cultivo durante la produccion
de la vacuna de contra la poliomielitis de Laboratorios
Lilly (denominadas como Acanthamoeba sp cepa Lilly A-
1, post. Acanthamoeba culbertsoni).

* Acanthamoeba castellani, A. culbertsoni, Acanthamoeba
polyphaga son capaces de producir infecciones en seres
humanos y animales.

Jahnes W G, et al. Proceed Soc Exp Biol Med 1957; 96: 484-8.  Culbertson C G, et al. Science 1958; 127; 1506.

Culbertson C G, et al. Am J Pathol 1959; 35: 185-97. Douglas M. J Trop Med Hyg 1930; 33: 258-59.
AJRM



Amebas de Vida Libre

Las Primeras Descripciones

 Balamuthia mandrillaris,z1990, aislada en un mandril
(babuino mandril, Papio sphinx)

« 1991, infeccion por B. mandrillaris en pte. con SIDA.

* Primeros casos de compromiso cutaneo relacionado
con amebas del Orden Leptomyxa se reportaron en
1990.

« Sappinia diploidea, 2001, caso de encefalitis
amebiana en pte. 38 afios de edad, biopsia revelo
inflamacion necrosante y hemorragica con trofozoitos
de doble nucleo, tratado con varios farmacos
antiamebianos y sobrevivio.

Ma P, et al. Rev Infect Dis 1990; 12: 490-513. Gelman B B, et al. JAMA 2001; 285: 2450-1.
Visvesvara G S, et al. J Clin Microbiol 1990; 28: 2740-56. Gelman B B, et al. J Neuropathol Exp Neurol 2003; 62: 990-8.

Anzil AP, et al. Arch Pathol Lab Med 1991; 115: 21-5. Visvesvara GS, et al. J Eukaryot Microbiol. 1993;40(4):504-14.
AJRM
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Taxonomia

Amebas de Vida Libre (AVL)

% Relno o Dominio Protozoa

* Phylum Percolozoa: Agrupa organismos primitivos, algunos de los cuales pueden
ser ameboflagelados con un flagelo transitorio, no tienen aparato de Golgi, pero
poseen mitocondrias o hidrogenosomas y peroxisomas.

— Clase Heterolobosea
* Orden Schyzopyrenida
— Familia Vahlkampfiidae
» Géneros Naegleria y Vahlkampfia.

* Phylum Rhizopoda: Agrupa organismos con pseudopodes como medio de
locomocion y alimentacion, mitocondrias con crestas tubulares. La mayoria de las

especies son de vida libre.
— Clase Lobosea

 Orden Hartmannellida e Orden Euamoebida
— Familia Hartmannellidae — Familia Thecamoebidea
» Género: Hartmannella. » Género: Sappinia.

— Familia Acanthamoebidae
» Género: Acanthamoeba.

« Orden Leptomyxa
— Familia Leptomyxidae

» Género: Balamuthia.
Corliss J O. Act’i‘ool 1994; 33: 1-51.




Taxonomia

Amebas de Vida Libre (AVL)

Tabla1
Clasificacion taxondémica de amibas de vida libre patégenas
Dominio Fukarya Fukarya Fukarya Fukarya
Phylum Percolozoa Rhizopoda Rhizopoda Rhizopoda
Clase Heterolobosea Lobosea Heterolobosea Lobosea
Orden Schyzopyrenida Hartmannellida Leptomyxa Fuamoebida
Familia Vahlkampfiidae Acanthamoebidae Leptomyxidae The@moebidae
Género Maegleria Acanthamoeba Balamuthia Sappinia
Especie M. fowlen *A. castellanii B. mandrillarts 5. pedata
* 5S¢ menciona una de varias especies identificadas.

Fuente: Elaboracion propia de los autores con datos de Infecciones por amebas de vida libre. Comentarios historicos,

taxonomia v nomenclatura, p]'ﬂ-h:n:..t‘nlc:r;.ﬁﬂ v cuadros anatomo-clinicos. David Oddao B, 2006.
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Amebas de Vida Libre

Especies Patdgenas para el Humano

* Naegleria fowlerii (sinonimos: N.
aerobia y N. invadens)

» Vahlkampfia sp

« Hartmannella rhysodes
 Hartmannella vermiformis
« Hartmannella sp

« Acanthamoeba castellanii
* A. culbertsoni

« A. astronyxis

* A. polyphaga

* A healyi

« Acanthamoeba sp

« Balamuthia mandrillaris

« Sappinia diploidea

De Jonckheere JF, et al. Trans RSTMH 1983;77(5):712-6.

Scaglia M, et al. Appl Environ Microbiol. 1983 Dec;46(6):1282-5.
Scaglia M, et al. Exp Parasitol. 1989 Oct;69(3):294-9.

Patras D, et al. Am J Clin Pathol. 1966 Aug;46(2):226-33.

De Jonckheere, J.F., et al. Protistologica 1984, 20, 5-13.

Steele, K.E., et al. J. Vet. Diagn. Invest. 1997, 9, 91-93.

Naegleria australiensis y otras sp. de
Naegleria (producen infeccion en
animales de experimentacion)

Otras sp. Naegleria y Acanthamoeba
no patogenas para el hombre,
Naegleria gruberi (morfologia similar a
N. fowleri).

N. australiensis: patogeno?
— N. australiensis italica: ratas
— Aislada de aguas de spa en Italiay en
USA
Hartmannella (muy comunes en la
naturaleza, infrecuente en infecciones
humanas)

Casos de Hartmannella han sido
reclasificados como Acanthamoeba o
Balamuthia.

Willaertia magna, morfolog. similar a
Naegleria, pero mas grande, Dx por IF
en ulcera gastrica de un perro
sacrificado post. a Tto. con esteroides.



Amebas de Vida Libre
Biologia General

Geénero Naegleria I-Trofozoito
* Ciclo de vida de N. fowleri:
— vegetativa o trofozoito 15a 25 um

— estado flagelado o ameboflagelado

— estado quistico.
«abundante citoplasma vacuolado o granular
egran nucleo central, claro y redondo
*nucleolo esférico prominente y refringente
*Movimiento a través de pseuddpodos
redondeados o lobopodios (de tamaro variable)

*Se observa en tejidos infectados (8 a 12 ym)

Schuster FL, Visvesvara GS. Int J Parasitol. 2004 Aug;34(9):1001-27.
Oddo BD. Rev Chilena Infectol. 2006 Sep;23(3):200-14.




Amebas de Vida Libre
Biologia General

Genero Naegleria lI-Ameboflagelado
« Ciclo de vida de N. fowlert:
— Vvegetativa o trofozoito 12 218 um

— estado flagelado o ameboflagelado
— estado quistico.

*se observa en el medio ambiente o en medios
acuosos en el laboratorio

susualmente piriforme

biflagelada

*puede tener mas flagelos

*puede reconvertirse en trofozoito

Schuster FL, Visvesvara GS. Int J Parasitol. 2004 Aug;34(9):1001-27.
Oddo BD. Rev Chilena Infectol. 2006 Sep;23(3):200-14.



Amebas de Vida Libre
Biologia General

Género Naegleria lI-Ouistes
» Ciclo de vida de N. fowlert:
— Vvegetativa o trofozoito
— estado flagelado o ameboflagelado
— estado quistico.

8a12um

formaciones esféricas, pueden alcanzar 20 ym
scontorno liso

«densa pared refractil con 1-2 poros aplanados
squistes de N. fowleri no se observan en tejidos
infectados

*s0lo se aprecian en el medio ambiente.

Schuster FL, Visvesvara GS. Int J Parasitol. 2004 Aug;34(9):1001-27.
Oddo BD. Rev Chilena Infectol. 2006 Sep;23(3):200-14.



Amebas de Vida Libre
Biologia General

Género Acanthamoeba I-Trofozoito
* Ciclo de vida:
— vegetativa o trofozoito 20 a 40 pm

— estado quistico.

sirregulares y presentan multiples proyecciones pseudopodiales retractiles,
filamentosas o0 espinosas llamadas acantopodios

*Tamaiio variable/sp:

21 a 45 ym A. castellanii

25 a 60 ym A. astronyxes

*14 a 41 um A. polyphaga
citoplasma abundante, aspecto granular y vacuolar
*nlcleo claro, central y esférico, prominente y denso
nucleolo redondeado.
*en tejidos trofozoitos miden de 15 a 35 um, ovoideos, contornos
ligeramente irregulares, pared delgada, citoplasma granular y
vacuolado, con unico nucleo esférico, prominente nucleolo central
intensamente hematoxifilico a manera de un cariosoma;
superficie interna de la membrana nuclear no muestra cromatina
periférica

Schuster FL, Visvesvara GS. Int J Parasitol. 2004 Aug;34(9):1001-27.
Oddo BD. Rev Chilena Infectol. 2006 Sep;23(3):200-14.
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Amebas de Vida Libre

Biologia.General

Género Acanthamoeba

* Ciclo de vida:
— Vvegetativa o trofozoito
— estado quistico.

Esféricos o poligonales y tienen una doble pared

ecitoplasma es granular, con numerosas vacuolas
alimentarias, distribuidas alrededor del nucleo

*una, y algunas veces dos de estas vacuolas alimentarias,
son contractiles y vacian su contenido acuoso a intervalos de
40 a 50 segundos.

*nlcleo evidente como una débil estructura refractil, con un
aun mas refractil cariosoma redondeado.

*son ubicuas, ampliamente distribuidas: enfriadores de agua,
filtros de acondicionadores de aire, agua de mar, agua de
charcos, aguas residuales, lagunas, rios, polvo, estaciones de
lavado ocular, boca y nariz de individuos sanos.

Schuster FL, Visvesvara GS. Int J Parasitol. 2004 Aug;34(9):1001-27.
Oddo BD. Rev Chilena Infectol. 2006 Sep;23(3):200-14.

I-Quiste

6 a 30 um
(gral. 15 a 25 um)
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Amebas de Vida Libre
Biologia General

Balamuthia mandrillaris I-Trofozoito
* Ciclo de vida:
— vegetativa o trofozoito 15260 uym

— estado quistico.

tienen un peculiar reticulo
endoplasmatico acintado

*se desplazan lentamente
mediante amplias proyecciones
aplanadas, llamadas

lamelipodios

Schuster FL, Visvesvara GS. Int J Parasitol. 2004 Aug;34(9):1001-27.
Oddo BD. Rev Chilena Infectol. 2006 Sep;23(3):200-14.

AJRM



Amebas de Vida Libre
Biologia General

Balamuthia mandrillaris
* Ciclo de vida:

— vegetativa o trofozoito 15230 uym
— estado quistico.

[I-Quiste

tienen una triple pared caracteristica

-Balamuthia mandrillaris no habia sido aislada del
medio ambiente, como Naegleria y Acanthamoeba,
solamente se habia recuperado de muestras de
autopsia de humanos y animales infectados

srecientemente se ha reportado en un entorno

ambiental asociado a un caso de encefalitis

Schuster FL, Visvesvara GS. Int J Parasitol. 2004 Aug;34(9):1001-27.
Oddo BD. Rev Chilena Infectol. 2006 Sep;23(3):200-14.
Schuster F L, et al. J Clin Microbiol 2003; 41: 3175-80.

AJRM



Naegleria fowleri, Acanthamoeba y Balamtithia
Ciclos de Vida

Maeglera fowier Balamuthia mandrillaris

Enter thraugh lower respleatony iract
or thrawgh ulcerated o broken skin
cawsing granubzmatous amebic
encephalitis (GAE) in individuals with
campromised immune system

Enfar throagh the olfactory
nisurcepithelium cawsing primary
amabic maningoencaphalits (PAM)
in healthy individuals

ﬂ Trophozotas in CSF and lissue A
Flagellated forms occasionally in CSF l!i. Cysts and trophozoites in tissws

Ak = infectve Stage
'ﬂf Diagnostic Sage
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E Mitosis
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vegetative form

\_

OCCASIONALLY
via olfactory neuroepithelium
Photographs from the patient;
Siripanth C. Department of
Protozoologyv.
_ Punpoowong B. Department of
HUMAN ACUTE ' : "/ Pathology.

MENINGOENCEPHALITIS _‘ ; Faculty of Tropical Medicine.

Mahidol University

(1n previously healthy yvoung people. with a history bathing in swimming-pools. lakes etc.)
Fig. 2 Route of infection and diagnosis of Naegeria fowleri

Siripanth et al. J Med Assoc Thai 2005; 88(5): 701-7




vegetative form

OCCASIONALLY

——T

via olfactory neuroepithelilum

skin ulc‘ers//\

/ lungs
&7

other /

sites? \

haemato genous
route

KERATITIS or
KERATO - UVEITIS
Photographs from the patient:
Siripanth C. Department of Protozoology.
Punpoowong B. Department of Pathology.

: o » o HUMAN SUB - ACUTE or
Faculty of Tropical Medicine. Mahidol University
CHRONIC ENCEPHALITIS

(often 1n immunocompromised host)

Fig. 3 Route of infection and diagnosis of Acanthamoeba spp.

Siripanth et al. J Med Assoc Thai 2005; 88(5): 701-7




Amebas de Vida Libre ‘
Biologia General

Sappinia ovoidea

« Ciclo de vida:
— vegetativa o trofozoito
— estado quistico.

*Relativamente grande,
hasta 50 ym
*Tiene pseudopodios

*Presencia de dos

ie sca
n[jCIeOS Juntos 1 e a Fig. 12. Section of brain from patient with Sapppinia encephalitis. Arrows|

: ; indicate trophic amoebae seen in the section. The double nucleus typical of
Sappinia diploidea can be seen in one of the amoebae (N). Numerous
heavily stained inflammatory cells are dispersed through the region
Hematoxylin-eosin stain. Bar measures 50 pm.

lI-Quiste

*También
Schuster FL, Visvesvara GS. Int J Parasitol. 2004 Aug;34(9):1001-27.

: Oddo BD. Rev Chilena Infectol. 2006 Sep;23(3):200-14.
binucleado Pi23(3)

AJRM



Tabla 2

Caracteristicas morfologicas de amibas de vida libre patégenas

Amebas de Vida Libre
Morfologia Comparativa

Géneros y especies

Trofozoito

Estadio de transicion
ameboflagelar

Quiste

Reproduccién

MNaegleria fowleri

1325 pm
Alargados
obopodios

§-12 pm
Pirifarme
dos flagelos

g a 20 pm
Dos membranas lisas,
dos poros planos

Por fision nudear
(promitosts)

Acanthamoeba
A. astronyxis,
A castellanii,
A. culbertsoni,

A. hatchett,
A. lenticulata,

A palestinensis,

A polyphaga,
A rhysodes,
A. lugdunensis,
A. royreba,
A quina

20 60 pm
Acantopodios

Mo existe

11 a 30 pm
Dos membranas,
poros de unidn entre
ecto y endoquiste

Por fision binaria
(mitosis tipic)

Balamuthia
mandrillaris

12 a2 60 pm
Forma irregular,
imay o de arafa con
pseudépodos no
ramificados
Lamelipodios

Mo existe

B a 30 pm
Tres membranas, no
hay poros

Sappinia pedata

Doble nucleo

Mo existe

Se considera que
es sexual

Fuente: Elaboracidn propia de los autores con datos de La Ecologia de las amibas patdgenas de vida libre de
ambientes acuaticos. México, 2004, Aprendizaje de la Parasitologia Basado en Froblemas, México, 2006

Salud Uninorte.
Barranquilla (Col.)
2009; 25 (2): 280-292
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Cuadros Clinices producidos por
Amebas de'Vida Libre

Meningoencefalitis amebiana primaria
Encefalitis amebiana granulomatosa

Queratitis y gqueratoconjuntivis
acanthamebiana

Dermatitis acanthamebiana

Schuster FL, Visvesvara GS. Int J Parasitol. 2004 Aug;34(9):1001-27.
Oddo BD. Rev Chilena Infectol. 2006 Sep;23(3):200-14.



Meningoencefalitis amebiana primaria

AJRM

producida por N. fowleri

corresponde a un cuadro agudo y fulminante que afecta a personas
saludables que 3 a 7 dias antes han realizado deportes acuaticos en
piscinas, estanques o rios, en los meses de verano, 0 en piscinas
temperadas.

protozoos penetran a través del neuroepitelio olfatorio originando
una meningoencefalitis necrosante y purulenta, con compromiso
predominante de la base del cerebro, tronco cerebral y cerebelo;

en los cortes histologicos se encuentran solo trofozoitos,
especialmente perivasculares;

en el ser humano no se observan quistes en los tejidos.

Schuster FL, Visvesvara GS. Int J Parasitol. 2004 Aug;34(9):1001-27.
Oddo BD. Rev Chilena Infectol. 2006 Sep;23(3):200-14.



Meningoencefalitis amebiana primaria

Figure 1 - Inflammatory exudates were observed showing round Figure 2 - Cerebellum evidence of inflammatory infiltrate of variablef
structures of 15y diameter, in different states of viability and their densily particularly in zones of tissular necrosis, together with vascular
morphology was compatible with N. fowleri. damage and hemorrhage.

Cermeno JR, et al. Rev Soc Bras Med Trop. 2006 May-Jun;39(3):264-8.



Meningoencefalitis amebiana primaria

. ocurre principalmente en individuos sanos, inmunocompetentes,
ninos o adultos jovenes, antecedente de bano o zambullida en agua
fresca justo antes del inicio del cuadro

. periodo de incubacion dura 3 a 7 dias, aunque en algunos casos es
mayor a dos semanas.

. sintomas comienzan abruptamente, con fiebre leve y malestar
general, algunas veces acompanados de rinitis y odinofagia;
sintomas progresan rapidamente, con acentuada cefalea y fiebre,
seguido por vomitos, rigidez de nuca y signos de irritacion
meningea.

. hacia el final del tercer dia de evolucion, el paciente esta muy
desorientado, si no comatoso.

. Evolucion térpida, continuo deterioro, somnolencia, y algunas veces
con convulsiones.

. La puncion lumbar arroja un fluido turbio con presion elevada.
. Otros sintomas y signos neurologicos estan ausentes.

Schuster FL, Visvesvara GS. Int J Parasitol. 2004 Aug;34(9):1001-27.
Oddo BD. Rev Chilena Infectol. 2006 Sep;23(3):200-14.

AJRM



Two trophozoites in the brain specimen are stained bright blue
and lie amid many small round blue host inflammatory

cell nuclei. Giemsa stain (left). A trophozoite stained with PAS

has a brightly speckled staining pattern (right). Scale bar: 50 mm.

Gelman B B, et al. J Neuropathol
Exp Neurol 2003; 62: 990-8.



AJRM

Encefalitis amebiana granulomatosa

Varias especies del género Acanthamoeba y B. mandrillaris
representan a agentes oportunistas que la causan

afecta, naturalmente, a,pacientes debilitados, desnutridos, diversos
tipos de inmunocomprometidos, incluidos pacientes con SIDA, y
nifos pequefos aungue el antecedente de Inmunocompromiso es
relevante en las infecciones por Acanthamoeba sp, no asi en los
casos producidos por B. mandirillaris.

encefalitis necrosante y hemorragica aguda, subaguda o cronica,
multifocal con angeitis necrotica, algunas células macrofagicas y
células gigantes multinucleadas, con presencia de trofozoitos y
quistes parasitarios caracteristicos.

el componente granulomatoso suele ser irrelevante o estar ausente.

La puerta de entrada es el tracto respiratorio o la piel, desde donde
y siguiendo la via hematogena, o una progresion local siguiendo
vias nerviosas, las amebas llegan al SNC

Schuster FL, Visvesvara GS. Int J Parasitol. 2004 Aug;34(9):1001-27.
Oddo BD. Rev Chilena Infectol. 2006 Sep;23(3):200-14.



Encefalitis amebiana granulomatosa

. .

Figure 1. A) Magnetic resonance imaging (MRI) of the patient’s brain showing a large lesion in the left cerebellar hemisphere. B) MRI in
a different plane taken at the same time. Lesions are evident in the right thalamus and the right half of the pons. C) Blood vessel in brain
parenchyma with large numbers of Acanthamoeba in the perivascular space (hematoxylin and eosin stained, magnification x100). Inset,
higher magnification (x1,000) showing nuclear morphology of the ameba. The dark-stained ameba nucleus with a central nucleolus is
distinctive. D) Immunofluorescent staining of perivascular brain tissue showing many amebae (magnification x100).

Shirwadkar CG, et al. Emerg Infect Dis. 2006 Jun;12(6):984-6. A .




LIVER TRANSPLANTATION 14:308-312, 2008

ORIGINAL ARTICLE

Cure of Acanthamoeba Cerebral Abscess in a
Liver Transplant Patient

Konrad Tang-Tat Fung,' Amar Paul Dhillon,” James E. McLaughlin,” Sebastian B. Lucas,?

Brian Davidson,” Keith Rolles,” David Patch,’ and Andrew K. Burroughs'

!Liver Transplantation and Hepatobiliary Medicine and ?Department of Histopathology, Royal Free Hospital,
London, United Kingdom;, Department of Histopathology, King’s College London School of Medicine,

St. Thomas’ Hospital, London, United Kingdom, and “University Department of Surgery, Royal Free

& University College School of Medicine, London, Unifed Kingdom

Gomez-P CF, Mantilla-H JC, Rodriguez-Morales AJ. Fatal chagas disease among solid-organ
transplant recipients in Colombia. Open Forum Infect Dis. 2014 Jun 7;1(1):0fu032.
Franco-Paredes C, Jacob JT, Hidron A, Rodriguez-Morales AJ, Kuhar D, Caliendo AM.

Transplantation and tropical infectious diseases. Int J Infect Dis. 2010 Mar;14(3):e189-96.
Franco-Paredes C, Rouphael N, Méndez J, Folch E, Rodriguez-Morales AJ, Santos JI, Hurst
JW. Cardiac manifestations of parasitic infections part 1: overview and immunopathogenesis.
Clin Cardiol. 2007 Apr;30(4):195-9.




Tabla 3

Caracteristicas del liquido cefalorraquideo en diferentes infecciones

PRESION | OBSERVACION

CONDICION ASPECTO CELULAS GLUCOSA | PROTEINAS mg/ H.0 DIRECTA

MNormal Transparente 0-10 15-45 50-200 Mo

Opalino 30-50 .
Baja o : -
> 100 > 200

Bacteriana Turbio S00-1000 | ¥*PMN X
ausente
Purulento Incontables

Transparente Normal o

Viral Opalino 100-500 - - Virus
. alta

Claro

Tuberculosa | ]pan _ > 00 Baja. r-sl_h:ﬂbactel'mm
Xantocranico / Muy baja tuberculosa

Meningrts por Opalino Aumenta- Amibas
AVL Turbio ) Baja Aumentadas :

das

Purulento

M: Macrofagos

H*PMIMN: Polimorfonucleares neutrofilos

Fuente: Tomado de Boletin semanal de vigilancia epidemiolégica. Moviembre de 2007, Epidemiologia de las
amebas de vida libre. Instituto Mexicano del Seguro Social, 2007,

Salud Uninorte. Barranquilla (Col.) 2009; 25 (2): 280-292




Queratitis y gueratoconjuntivis acanthamebiana

. Proceso inflamatorio cronico activo producido por Acanthamoeba
sp, afecta cornea y a veces conjuntiva, y otras estructuras oculares,
asociado al antecedente de un traumatismo corneal y la exposicion
a agua contaminada

. factores de riesgo: uso de lentes de contacto y su lavado con
soluciones salinas caseras.

. afecta tanto a pacientes inmunocompetentes como
Inmunocomprometidos

. agente causal aislado con mayor frecuencia es A. polyphaga,
debido probablemente al hecho que ésta sobrevive, con mayor
frecuencia, cuando es expuesta a algunos de los agentes
recomendados para la desinfeccion de los lentes de contacto

. Otros: A. castellanii y Acanthamoeba griffini (caracterizada sobre
bases moleculares); Hartmannella, Vahlkampfia.

Schuster FL, Visvesvara GS. Int J Parasitol. 2004 Aug;34(9):1001-27.
Oddo BD. Rev Chilena Infectol. 2006 Sep;23(3):200-14.

AJRM
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Queratitis y queratoconjuntivis acantRaebianal:

Figure 1. Clinical appearance of the VVahlkampfia keratitis. Figure 2. Giemsa stain of corneal scraping shows free-living ameba
morphologically consistent with a \Vahlkampfia cyst (original magnificatior
% 1000).

Alexandrakis G, et al. Arch Ophthalmol. 1998 Jul;116(7):950-1.
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Dermatitis acanthamebiana

es una inusual infeccion oportunista de la piel producida per amebas
de vida libre del género Acanthamoeba

puede ser una lesion primaria de la piel o manifestacion secundaria
de una infeccion diseminada.

afecta basicamente a inmunocomprometidos, ya sea desnutridos,
pacientes con cancer, individuos con enfermedades consuntivas que
reciben terapia inmunodepresora, y en especial gente con SIDA.

Algunos casos son claramente primarios, pero en otros no se puede
descartar una diseminacion hematogena en un cuadro de EAG
tipico, con puerta de entrada en el tracto respiratorio inferior.

A veces las manifestaciones de la lesiones cutaneas anteceden a
las de invasion del SNC

Otros pacientes muestran lesiones ulceradas con abundante
exudado purulento.

En pacientes con SIDA, la persistencia de lesiones cutaneas luego
de tratamientos antibacterianos y antimicoticos ineficaces, debe
hacer sospechar en la presencia de acantamebas

Schuster FL, Visvesvara GS. Int J Parasitol. 2004 Aug;34(9):1001-27.
Oddo BD. Rev Chilena Infectol. 2006 Sep;23(3):200-14.



Dgrmatitis acanth

Figura 1. Lesion inicial de
paciente con MGA. Nariz en-
sanchada, eritema e indu-
racion de ambas alas nasales
y lesiones telangiectéasicas.

Figure 1.  Ulcerated lesions on the arm of a patient with disseminated Acanthamoeba infection. Skin nodules with overlying erythema underwent
sequence of changes, characterized by central darkening, crusting, and deep ulceration, which left a thin, erythematous, indurated border.

Figura 1. Lesion nasal carac- .
g T RaRaLeaNTr Seas et al. Rev Chilena Infectol. 2006 Sep:23(3):197-199.

ter'sti‘ca CaL‘S‘?da_ por Bala- Cuevas et al. Rev Chilena Infectol. 2006 Sep;23(3):237-242.
muthia mandrillaris. Steibenrg et al. CID 2002; 35:e43-9.



Dermatitis acanthamebiana

Fig 3. Infiltration of a dermal arteriole with an angiocentric lymphoid
and focally granulomatous infiltrate (arrow) and amebic trophozoites
(arrowbeads). (Hematoxylin-eosin stain; original magnification X100.)
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A ENTE
Fig 4. Amebic trophozoites within areas of perivascular inflammation
Carrows), characterized by a small, often centrally placed nucleus, con-
Fig 2. Close-up of plaque, showing raised, erythematous border and spicuous nucleolus, and abundant, finely granular and vacuolated cyto-
necrotic center. plasm. (Hematoxylin-eosin stain; original magnification X400.)

Pritzker AS, et al. J Am Acad Dermatol. 2004 Feb;50(2 Suppl):S38-41.



Comparacion de Caracteristicas de las Amebas de \lida Libre

y sus Patologias

Comparative features of four genera of pathogenic free-living amoebae

Acanthamoeba spp.
(systemic infections)

Acanthamoeba spp.
(keratitis)

Naegleria fowleri

Balamuthia mandril-
laris

Sappinia diploidea

Trophic amoeba

Flagellate stage

Cyst stage

Habitat

Diseases

15-30 pwm, with acanthopodia; vesicular nucleus;

speed 0.3-0.4 pm/s

Not found

2-layered wall with pores; 10-15 pm diameter;
cysts form in brain and corneal tissues

Soil, water, domestic and hospital environments

Granulomatous amoe- Amoebic keratitis
bic encephalitis;
cutaneous and sinus

infections

15-30 pum, with
anterior, eruptive,
ectoplasmic pseudo-
pod; speed ~ 1.0 pwm/s
Transforms into fla-
gellates; typically with
two flagella
2-Layered wall with
pores; 7-15 um diam-
eter; cysts not formed
in brain tissue

Soil; warm fresh
waters, thermally pol-
luted streams

Primary amoebic
meningoencephalitis

1260 pm, poly-
morphic; speed
~ (.25 pum/s

Not found

3-Layered wall, lack-
ing pores; 10-30 pm
diameter; cysts form in
brain tissue

Soil, possibly fresh
water

Granulomatous amoe-
bic encephalitis;
cutaneous and sinus
infections

Schuster FL, Visvesvara GS. Int J Parasitol. 2004 Aug;34(9):1001-27.

45-85 pum, with thick
pellicle, often with
wrinkles; binucleate;
sluggish movement
Not found

Thick-walled,

13-37 um diameter;
binucleate; pores (7);
cysts not seen in tissue
Soil, fresh water; iso-
lated from herbivore
feces

Amoebic encephalitis;
granuloma not seemn;
possibly sinus infec-
tions




Comparacion de Caracteristicas de las Amebas de Vida Libre

y sus Patologias

Comparative features of four genera of pathogenic free-living amoebae

Acanthamoeba spp.
(systemic infections)

Acanthamoeba spp.
(keratitis)

Naegleria fowleri

Balamuthia mandril-
laris

Sappinia diploidea

Risk factors

Immunocom-prom-
ised status

Soft contact lens wear;
wearing lenses while
swimming

Activity in warm fresh
waters; getting water
into nostrils (diving)

Immunocompromised
status; breaks in skin
contaminated with soil

Insufficient infor-
mation

Diagnosis

IFA staining; biopsy
of lesions; neuroima-

ging

Corneal scrapings and
culturing

CSF examination for
trophic amoebae

IFA staining; biopsy
of lesions; neuroima-

ging

Biopsy of lesions;
neuroimaging

Incubation period

Symptoms

CSF

Antimicrobial therapy

Prognosis for recovery

Estimated numbers of
cases

Weeks to months

Headache, fever,
abnormal behavior

Elevated WBCs and
protein; glucose level
normal to low

Azole compounds,
pentamidine, flucyto-
sine

Poor

~200

Days

Intense pain, lacrima-
tion, photophobia

Not relevant

Chlorhexidine or
PHMB, along with
propamidine or hex-
amidine

Excellent

= 3000

Days

Headache, fever,
abnormal behavior

Elevated WBCs and
protein; glucose level
normal to low
Amphotericin B,
rifampin, miconazole

Poor

~200

Weeks to months,
even vears

Headache, fever,
abnormal behavior

Elevated WBC’s and
protein; glucose level
normal to low
Fluconazole, azithro-
mycin, pentamidine,
flucytosine

Poor

=100

No data, but probably
similar to Acantha-
moeba

Headache, photopho-
bia, vomiting, loss of
consciousness
Insufficient infor-
mation

Azithromycin, penta-
midine, itraconazole,
flucytosine

Insufficient infor-
mation
1

CSF, cerebrospinal fluid; PHMB, polyhexamethylene biguanide; WBC, white blood cells.

Schuster FL, Visvesvara GS. Int J Parasitol. 2004 Aug;34(9):1001-27.
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Detection of Antibodies against Free-Living Amoebae
Balamuthia mandrillaris and Acanthamoeba Species
in a Population of Patients with Encephalitis

Frederick L. Schuster,' Somayeh Honarmand,' Govinda S. Visvesvara,? and Carol A. Glaser'

'California Department of Health Services, Viral and Rickettsial Disease Laboratory, Richmond, California, and *Centers for Disease Control
and Prevention, Atlanta, Georgia

1260 = CID 2006:42 (1 May) » Schuster et al.

JournaL oF CLINICAL MICROBIOLOGY, July 2006, p. 26602663 Vol. 44, No.
0095-1137/06/$08.00+0  doi:10.1128/JCM.00479-06
Copyright @ 2006, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.

Diagnosis of First Case of Balamuthia Amoebic Encephalitis in
Portugal by Immunofluorescence and PCR

Marta Tavares,' Jose M. Correia da Costa,” S. Stirling C.‘urpenter,?’ L. A. Santos,! Caldas Afonso,’
Alvaro Aguiar,! Josue Pereira,* Ana Isabel Cardoso,” Frederick L. Schuster,® Shigeo Yagi,®
Rama Sriram,’ and Govinda S. Visvesvara’*
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Figure 2. Map of California showing the counties (shaded) and the
cases of Balamuthia amoebic encephalitis in humans and animals
during 1990-2005. On the basis of both published and unpublished
information, 12 cases are known to have occurred in humans.
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Figure 1. Distribution of antibody titers of acute-phase serum samples
for Balamuthia mandrillaris, Acanthamoeba species, and Naegleria
fowleri. Titers of serum samples obtained during the convalescent phase
or later are not included in the graph.

Table 2. Laboratory results for CSF samples obtained from pa-
tients with encephalitis who received a diagnosis of balamu-
thiasis on the bhasis of immunofluorescent staining of serum
samples for antibodies to Balamuthia mandrillaris (balamuthiasis-
positive group) and patients with encephalitis who did not receive
such a diagnosis (balamuthiasis-negative group).

Balamuthiasis-positive  Balamuthiasis-negative

Laboratory result group (n = 5°* group (n = 241} pt
Protein level®,

median ma/fdL 1247 93 =001
Glucose Ieveld,

median mg/dL 47 &1 NS
WEC count®,

median cells/mm?® 106 63 NS

NOTE. NS, not significant.

® CSF samples were available for only 5 of 7 patients with cases of bala-
muthiasis diagnosed on the basis of immunoflucrescent staining of serum
samples for Balamuthia antibodies.

b Statistical significance was defined as a P value =.05, by the Mann-Whit-
ney test.

® Mormal range, 15-45 mag/dL.

4 Normal range, 40-80 mg/dL. ClD 2006

® Normal ranae 05 calls/mm®



FIG. 3. (A)H
ter of amoebae. The amoebae were round to oval, measured 25 to 30
pm, and contained a single nucleus with a dense nucleolus. (B) The
amoebae in the brain sections reacted only with the anti-B. mandrillaris
serum and produced bright apple green fluorescence. Inset, a higher
magnification of a single amoeba.
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FIG. 4. PCR amplification of B. mandrillaris DNA. Acanthamoeba
DNA was not amplified. Lane 1, molecular size ladder (100 to 1,000
bp); lane 2, tissue sample from Portugal (note band at about 230 bp);
lane 3, Acanthamoeba DNA; lane 4, positive control (Balamuthia
DNA); lane 5, same as lane 4 but different dilution; lane 6, Sigma
water.

JCM 2006




JourNAL oF CLINICAL MIcROBIOLOGY, July 2! Vaol. 43, No. 7
5-1137/05/308.00+0  doi:10 JCM .4 5

5. American Society for Microbi ights Reserved.

Detection of Balamuthia Mitochondrial 16S rRNA Gene DNA in
Clinical Specimens by PCR

Shigeo Yagi,'* Gregory C. Booton,? Govinda S. Visvesvara,” and Frederick L. Schuster?

Advantages of Using Mitochondrial 16S rDNA Sequences
to Classify Clinical Isolates of Acanthamoeba

Dolena R. Ledee,' Gregory C. Booton,' Mobammed H. Awwad, Savitri Sharma,*

Ramesh K. Aggarwal,® Ingrid A. Niszl,* Miles B. Markus,* Paul A. Fuerst," and
Thomas J. Byers'

Investigative Ophthalmology & Visual Science, March 2003, Vol. 44, No. 3
1142 Copyright @ Association for Research in Vision and Ophthalmology



FIG. 1. Indirect immunofluorescence-stained section of necrotic
brain tissue from patient 4 (Table 1). The dark circles seen in the
section are the lumens of blood vessels; the bright-staining profiles
surrounding the vessels and scattered throughout the tissue are Bala-
muthia amebas. In all the types of amebic encephalitides, the amebas
are typically found in large numbers in the perivascular regions of the
brain.

Yagi. JCM 2005

FIG. 2. PCR gel showing bands at ~1,075 bp for Balamuthia mi-
tochondrial DNA. Lane 1, marker; lane 2, DNA isolated from brain
tissue of Balamuthia patient 4; lane 3, negative control (water); lane 4,
positive control (using DNA extracted from cultured Balamuthia). The
arrow in lane 1 (marker) indicates —1,075 bp.




Tasie 2. PCR and Sequencing Primers

Genome
Sequences (5" to 3') and Location in rus® Locationt

PCR primers
Forward.mt1 CCGCGGGTCGAC/ T ' TGTATAAACAATCGTTGGGT?! 6184-6204
Forward.tALA TCGATTCTGATTGCGTCC
Reverse.mt1541 CCCGGGGGATCC/AV M AAATTTTGTCCAGCAGCA TT06-7724
sequencing primers
Reverse.mt243 20CAAACCAGCTAAGCATCG? 6426-6443

3

Forward. mt400 TTCATTGGGACTGAAAACGG™™ 6460-6477
Reverse.mt515 F32AACCACCTACGCACCCTT™ 6O98-6715
Reverse.mt900 SSCAAATTAAACCACATACT®™ 7061-7078
Forward. mtGo0 S22AAGTGTAAAGGTGAAATT®? 6805-6822
Forward.mt1037 I TGTCGGCAGTTCGTGTTG! 7220-7237
Reverse.mt1230 A GCTTCACATTGTAATTAC Y 7390-7407
Reverse.mt1180 U ACGTGTGTAGCCCAACCT A 7363-7380
Forward.mt1353 353 CTTTGTACACACCGCCCG! ™ 7536-7553

* Base pair positions in s of the Neff strain of A. castellanit>*
t Base pair positions within the mitochondrial genome as determined by Lonergan and Gray.*~

Ficure 1. Location of primers and 400 37

aligned regions in the mitochondrial 243 515 600 000 = 1180 1353
165 rDNA used in this study. Regions 1230
that were included in the alignment
correspond to six regions of 4. cas-
tellanit, Neff.'® The base positions of 1 200 400 600 800 1000 1200 1400 1541
our alignment in the reference 4. cas-

tellanii Neff sequence are as follows: —

23 to 150, 172 to 774, 788 to 928,  100PP

1021 to 1094, 1120 to 1399, and 14068 to 1522. These regions are shown by the black boxes in the figure. Primer locations (see Table 2 for primer
details) and direction of extension (direction of arrowhedd) are shown above the schematic of the gene.

IOVS 2003




IOVS 2003

Ficure 2. 165 mitechondrial rDNA
(rns) bootsrapped maximum parsi-
mony phyvlogenctic trec. Strain de-
tails are in Table 1. Branches having
several strains with identical ras se-
gquences ate indicated on the tree by
strain labels with superscript num-
hers 1 to 7 (sce Table 4). A consensus
maximum parsimony  tree is  plre-
scnted, and numbers at nodes pro-
ceded by M are bootstrap percent-
ages based on 100 bootstraps in
maximum parsitnony. The other two
numbers at the nodes are bootstrap
values {1000 bootstraps) from neigh-
bor joining (™) and minimum evolu-
tion (E) analyses. Terminal lineages
that contain one of more isolates
from cases of Acanfbamocbha ketati-
tis are shown on the tree by the ab-
breviation AK. Acantbamoeha spe-
cics  type-sttains  ate  sndersoored.
Aast, A astromyecls; Acas, A. casfelia-
midi; Acom, A comandond; Acul, A

cilberisond; Agri, A griffini; Ahca, A
Bealyl; Alen, A fenticulafa; Alug, A
Inpdunensis; Amau, A meaaritanien-
sis; Apal, A palestinensis; Apol, A
podybbaga; Arhy, A vbypsodes; Aroy,
A voyreba; Asp, Acanibanmosha spo-
cies; Atub, A fubiashi,
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Apol: V029C T4da
Acas: Jac Elz

Arhy: 85-6=116

Asp: 7739

Acas: 0180:1°

Asp: 169G

Azp: 1002/99

T4b

T4dce
T4ad

Apol (Alug): Garcia

Asp: VIE3

Asp; §8-2-37 1 }
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1-kb marker

Balamuthia DNA with Balamuthia-specific primers
Balamuthia DNA with Acanthamoeba-specific primers
Acanthamoeba DNA with Balamuthia-specific primers
Acanthamoeba DNA with Acanthamoeba-specific primers ‘

1-kb marker ' ' .

Acanthamoeba and Balamuthia DNA with Balamuthia-specific primers

6 8

Acanthamoeba and Balamuthia DNA with an Acanthamoeba-specific primer set (
Acanthamoeba and Balamuthia DNA with both genus-specific primers sets ‘

1-kb marker ' ' . '

human DNA with both specific primer sets

¢l L1 OI

negative control.
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TABLE 1. Cultured amebas included in the evaluation

Genus and/or

Source(s)

Result of real-time PCR

Sample species (source/gender/state/country ) Genotype Triplex assay from Assay by Riviere
this study et al. (30)

V006 Acanthamoeba Brain tissue/F/GA/USA T1 Acanthamoebha Acanthamoeba
V062 Acanthamoeba Corneal scraping/M/MA/USA T4 Acanthamoeba Acanthamoeba
Vs Acanthamoeba Brain tissue/M/NE/USA T10 Acanthamoeha Negative
V409 Acanthamoeba Horse brain/CA/USA T10 Acanthamoeba Negative
V494 Acanthamoeba Water/NY/USA T7 Acanthamoeba Negative
V550 Acanthamoeba Skin/CA/USA T4 Acanthamoeba Acanthamoeba
V532 Acanthamoeba Water/WNM/USA T4 Acanthamoeha Negative
V039 B. mandrillaris Mandrill brain/CA/USA B. mandrillaris Negative
V451 B. mandrillaris Brain tissue/F/NY /USA B. mandrillaris Negative
V416 B. mandrillaris Brain tissue/F/Australia B. mandrillaris Negative
V020 N. fowleri CSEM/TX/USA I N. fowleri Negative
V212 N. fowleri CSE/M/Mexico I N. fowleri Negative
V511 N. fowleri CSF/M/GA/USA I N. fowleri Negative
V515 N. fowleri CSEM/AZ/USA 111 N. fowleri Negative
V3531 N. fowleri CSF/M/Colombia N. fowleri Negative
CAMP N. fowleri CSFF/CA/USA I1 N. fowleri Negative
7615250 N. lovaniensis Thermal water/Belgium Negative Negative
V419 N. dunnebackei Water/CA/USA Negative Negative
EG N. gruberi Soil /[CA/USA Negative Negative
400 N. jadini Swimming pool/Belgium Negative Negative
PP 397 N. italica Water, mud/Ttaly Negative Negative
AB-T-F3 N. australiensis Drainage water/Australia Negative Negative

¥ Some source parameters are omitted as necessary. F, female; M, male; USA, United States of America.

JCM 2006



fluorescence (dRn)
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-8 1660 cells
-= 830 cells
— 415 cells
-+ 104 cells
- 26 cells

= 13 cells

-#¥- negative

@ 544 cells
& 68 cells
- 17 cells
-+ 9 cells
<= 2 cells
-+ 0.5 cell
= 0.25 cell
- negative

-8 335 cells
& 84 cells
-4 10 cells
-5 cells
< 0,7 cells

= negative

Acanthamoeba
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Tratamiento

PROTOZOA—EXTRAINTESTINAL
Amebic meningoencephalitis
Acanthamoeba sg nNo proven n success with IV pentamidine, lopical chlorhexidine & 2% ketoconazole cream & th
ev.: Clin Micro Rev 16:273 2003 , 31°85, 18994) 2 children responded to po . TMP-SMX + rifampin + keto (F

Pentamidine + clarithro + flucon + sulfadiazine + flucytosine (C/[
__|A cause ol chronic granulomatous meningitis B
___|Ampho B 1.5 mg per kg per day in 2 div. doses & then 1 mg
|Azithro + pentamidine + itra + flucytosine (JAMA 285 245
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Conclusiones

« Patologias de gran importancia, riesgo por
exposicion a actividades recreacionales

» Curso clinico puede ser severo e incluso
fatal

* Poco estudiadas en el pais y obviamente
tampoco conocidas en Risaralda



Rio Rin (Basilea, Suiza)



