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Resumen:

Las amebas de vida libre son parasitos protozoarios ambientales que producen infecciones del sistema
nervioso central (SNC) de curso agudo, subagudo o crénico y generalmente con desenlace fatal. Las
especies de amebas de vida libre reconocidas como patégenos humanos son Naegleria fowleri,
Acanthamoeba sp., Balamuthia mandrillaris y Sappinia pedata. Estos agentes proliferan predominante
con temperaturas >30°C, como sucede en areas tropicales y subtropicales. La infeccion es adquirida por
el contacto con fuentes de aguas contaminadas, pobre sistema de sanitacion o irrigacion nasal. Los
pacientes se presentan con cuadros clinicos indistinguibles de aquellos causados por virus, bacterias u
hongos, llevando al retraso del diagnostico y tratamiento empirico oportuno. El diagnostico de estos
agentes permanece mayormente indeterminado por la imposibilidad de identificar estos agentes en las
pruebas habituales, por la ausencia de sospecha clinica y laboratorios de referencia donde se realicen las
pruebas especificas para la identificacion de estos agentes. Al ser nuestro pais es uno de los que reporta
la mayor cantidad de casos a nivel mundial, se planea conducir un estudio transversal con la finalidad
de determinar la frecuencia y caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de las infecciones del SNC por
amebas de vida libre, en pacientes atendidos en los servicios de hospitalizacion de Medicina,
Emergencia y Enfermedades Infecciosas y Tropicales del Hospital Cayetano Heredia (HCH) entre
enero del 2019 y febrero del 2020.

Keywords: Amebas de vida libre, meningitis, meningoencefalitis amebiana primaria,
infecciones del sistema nervioso central, Naegleria fowleri, Acanthamoeba , Balamuthia
mandrillaris y Sappinia pedata.



Introduccion:

Las amebas de vida libre (AVL) son parasitos protozoarios ambientales con capacidad de producir
afeccion en humanos. Su presentacién clinica incluye infecciones del sistema nervioso central (SNC)
de curso agudo, subagudo o crénico, poco frecuente y generalmente con desenlace fatal. Las especies
de amebas de vida libre reconocidas como responsables de estos cuadros humanos son Naegleria
fowleri, Acanthamoeba sp., Balamuthia mandrillaris y Sappinia pedata. Estos agentes proliferan
predominante con temperaturas >30°C, como sucede en areas tropicales y subtropicales, donde la
infeccion es adquirida por el contacto con fuentes de aguas contaminadas, pobre sistema de sanitacion o
irrigacion nasal. (1-5) Los cuadros clinicos son indistinguibles de aquellos causados por virus,
bacterias u hongos, llevando al retraso del diagnéstico y tratamiento empirico oportuno.(6)

Las infecciones del sistema nervioso central, como la meningitis y encefalitis, son los padecimientos
mas graves y dafiinos por sus consecuencias, que incluyen secuelas, invalidez e incluso la muerte.(7)
Los agentes causales mas frecuentes son de etiologia viral, seguidas por las infecciones bacterianas.(7-
9) Sin embargo, en gran porcentaje el agente causal sigue permaneciendo desconocido (~80%)(10), lo
cual contribuiria también a la importante morbimortalidad asociada. Durante los Gltimos afios se han
observado la aparicién con mayor frecuencia de nuevos agentes patdgenos, con gran capacidad
virulenta y pobre pronéstico, como son las amebas de vida libre.(11-15) Estas infecciones se viene
convirtiendo en un problema de salud publica en algunas localizaciones la Gltima décadas, con la
aparicion de nuevos brotes e incremento en el nimero de casos en diferentes areas con clima tropical y
sub-tropical, como el recientes brotes ocurridos en Maryland, Orlando, South Carolina and New York,
US.(11) ** Pert es uno de los paises que reporta la mayor cantidad de casos a nivel mundial(16-21) y
durante los ultimos afios se ha observado un incremento inusitado de casos identificados en nuestra
institucién (comunicacion personal). Otros factores como el calentamiento global y la contaminacion de
las fuentes de agua en una poblacién en crecimiento constante como la que se viene observando en
diferentes regiones, (14, 15), especialmente en paises en vias de desarrollo como el nuestro, favorecen el
ambiente propicio para el desarrollo y multiplicacion de estos protozoarios.(22, 23)

Por otro lado, el diagnéstico de las afecciones causadas por amebas de vida libre mayormente
permanece indeterminado por la imposibilidad de identificar estos agentes en las pruebas habituales,
por la ausencia de sospecha clinica y laboratorios de referencia donde se realicen las pruebas
especificas para la identificacion de estos agentes.(11, 24, 25) Nuestra institucion, el Instituto de
Medicina Tropical “Alexander von Humboldt” (IMTAvH) de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia es un centro de referencia nacional para enfermedades infecciosas, alberga al IMTAVH que es
uno de los centros especializados en el diagnéstico y manejo de infecciones por amebas de vida libre y
cuenta con un laboratorio de Protozoarios y Endosimbiontes donde se realizan este tipo de pruebas y ha
venido identificando la presencia de estos patdgenos en casos de meningoencefalitis con evolucion
torpida. Esto ha permitido un tratamiento empirico temprano y disminuir la subsecuente mortalidad
asociada.(20, 26, 27) Por este motivo, se planea conducir un estudio transversal con la finalidad de
determinar la frecuencia y caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de las infecciones del SNC por
amebas de vida libre, en pacientes atendidos en los servicios de hospitalizacion de Medicina,
Emergencia y Enfermedades Infecciosas y Tropicales del Hospital Cayetano Heredia (HCH) entre
enero del 2019 y febrero del 2020.



Justificacion:

Durante el verano del afio pasado se present6 el primer caso de MAP por N. fowleri en nuestro pais,(21)
asi como alrededor de una decena de casos de meningitis subaguda ocasionadas por amebas de vida
libre (comunicacidn personal)(27), la cual no es detectable en las pruebas de rutina de liquido
cefalorraquideo (LCR), permitiendo la recuperacion completa de estos pacientes. Un diagndstico y
tratamiento tempranos permitirian disminuir la alta mortalidad asociada a esta infeccion. Sin embargo,
no existen estudios que hayan investigado la frecuencia de infecciones por amebas de vida libre en
nuestra region, la cual retine las caracteristicas ambientales necesarias para su proliferacién. Conocer la
presencia de esta entidad, nos permitiria poder determinar las caracteristicas que nos permitan
diferenciarlas de los agentes etiol6gicos mas frecuentes y mejorar el tratamiento en estos pacientes, al
iniciar una terapia empirica temprana.

Objetivos:

Conocer la incidencia de meningitis por amebas de vida libre, en pacientes atendidos en los servicios de
medicina del Hospital Cayetano Heredia (HCH).

Obijetivos secundarios:

e Describir las caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes atendidos con diagnéstico de
meningitis por amebas de vida libre en los servicios de medicina del HCH.

o Describir las caracteristicas clinicas de los pacientes atendidos con diagnostico de meningitis por
amebas de vida libre en los servicios de medicina del HCH.

e Evaluar los aspectos epidemioldgicos y clinicos que puedan ayudar a diferenciar la infeccion por
amebas de vida libre en relacion a otras causas de meningoencefalitis tempranamente y que
permitan el inicio de terapia empirica temprana.

Material y métodos

El presente es un estudio de cohorte prospectiva, que se basara en una vigilancia activa y diaria en los
servicios de hospitalizacion de medicina, infectologia y emergencia del HCH, donde se atienden a
pacientes mayores de 15 afios de edad.

Poblacion de estudio: Inicialmente se identificara a todos los pacientes mayores de 15 afios con
sospecha de meningitis admitidos entre enero del 2019 y febrero del 2020 y que cumplan los criterios
de inclusion y ninguno de exclusion.

Criterios de inclusion:
1. Pacientes mayores de 15 afios, con sintomas neuroldgicos como cefalea, cambio en el nivel de
conciencia y comportamiento, fiebre, convulsiones, coordinacion alterada o disfasia.

2. Diagnoéstico clinico de infeccidn aguda, subaguda y cronica del SNC: meningitis, encefalitis y/o
meningoencefalitis.

3. Consentimiento informado firmado otorgado por uno de los padres y/o tutor legal.



4. Muestra de LCR de por lo menos 05 mililitros obtenida por una puncién lumbar por el médico
tratante como parte de su manejo habitual.

Criterios de Exclusioén:
1. Encefalopatia atribuible a eventos metabdlicos, toxicos o hidroelectroliticos.

2. Infeccion del SNC secundaria a traumatismos craneoencefalicos o procedimientos neuro-
quirurgicos.

Definiciones:

El diagnéstico clinico de meningoencefalitis se definird como pacientes con alteracidn del nivel de
conciencia, disfuncion cognitiva, cambios conductuales, anormalidades neurolégicas focales o crisis
epilépticas, en presencia de hallazgos de laboratorio que sugieran irritacion meningea (recuento
leucocitario > 05 cel/mm3) con o sin rigidez de nuca, signos meningeos o disfuncion encefélica. (28)

Factores de riesgo para infecciones por amebas de vida libre: actividades en agua dulce como: piscinas,
lagos, lagunas, aguas residuales, canales y canales con lodo (durante los meses de verano y/o cuando la
temperatura ambiental supera los 30°C), asi como historia de irrigacién nasal.

Procedimientos:

Los pacientes que atiendan a los servicios de Medicina (Emergencia, Unidad de Cuidados Intensivos y
Hospitalizacion de Medicina e Infectologia) que cumpla los criterios de inclusion y ninguno de
exclusion recibiran a atencion médica rutinaria, incluyendo las pruebas destinadas a la identificacion de
los patdgenos causales comunes. Posteriormente en coordinacion con los médicos tratantes, el grupo
investigadores contactara a los pacientes para proporcionarles informacién del estudio y solicitarles su
consentimiento o asentimiento informado para su participacion y en aquellos que por su estado clinico
no puedan darlo o sean menores de edad se contactara a los padres/tutores legales.

Una vez obtenido el consentimiento informado se asignara un cédigo de identificacion a cada paciente,
se procedera a la recoleccion de datos demogréaficos, clinicos y de laboratorio de los pacientes en una
ficha elaborada para tal fin (Anexo 1) y se procesara los examenes propios del estudio: examen en
fresco, cultivo y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés)

Los examenes dirigidos a la deteccion de amebas de vida libre incluyen: examen en fresco y cultivo de
LCR, los cuales se realizaran inmediatamente en el Laboratorio de Protozoarios y Endosimbiontes del
IMTAVH. Para la realizacion de estos estudios se requerira un volumen de LCR de 5 mL, colectado
idealmente al momento del ingreso y mantenidos a temperatura ambiente o al momento de su
identificacion e inclusion al estudio.

El examen en fresco se llevaré a cabo en una muestra de LCR sin centrifugar, colocando una alicuota
directamente en la ldmina portaobjeto y revisado directamente al microscopio. El resultado se reportara
como presencia 0 ausencia de trofozoitos de amebas de vida libre. En caso de ser positivo para amebas
de vida libre adicionalmente se especificara la carga parasitaria (cantidad de trofozoitos en 100
€ampos).

El aislamiento de amebas de vida libre por cultivo se realizara una vez por semana, para lo cual se
preservard la muestra a temperatura ambiente y utilizando un volumen de 3 mL. Se utilizara los
siguientes medios de cultivo:



a) Medio de cultivo en Agar con soluciones no nutritivas con E. coli ATCC 25922.
b) Medio axénico.

Los cultivos seran revisados bajo el microscopio semanalmente a temperatura ambiental y a 30°C por
un periodo de 50 a 60 dias, para evaluar crecimiento. Al confirmarse el aislamiento se realizara la
identificacion por morfologia y tamafio de trofozoitos y quistes, basandose en el atlas de amebas de
vida libre “A New Key to Freshwater and Soil Gymnamoebae”.

Al final del periodo de estudio se realizar la identificacion de género y especie por métodos de PCR
convencional y tiempo real (Detallado en Anexo 2) tanto de la muestra de la placa de agar y
directamente de una muestra centrifugada de LCR (0.5 ml) preservada para tal fin, de todas las
muestras positivas. Adicionalmente se preservara el volumen de 1 ml LCR restante para pruebas
adicionales y futuros estudios en refrigeracion a -70 °C en el criobanco del IMTAVH.

Los resultados del examen en fresco seran entregados al médico tratante dentro de las 24 horas de
proporcionada la muestra y una copia sera entregada al paciente o al padre/tutor legal, para que pueda
ser utilizada en el manejo del paciente. El resultado de cultivo seré entregado de la misma forma 2
meses después.

Anadlisis de Datos:

La informacidn obtenida se registrara en una base de datos del programa Excel 2010 elaborada para tal
fin. Las variables discretas y nominales se describiran frecuencias y porcentajes; mientras las variables
continuas se reportaran medias con sus respectivas desviaciones estandar o medianas con sus rangos
intercuantiles, como medidas de tendencia central.

La presencia de asociacion estadistica se determinara utilizando la prueba de Chi cuadrado de Pearson
con la correccién de Yates cuando sea necesario para las variables categoricas. Para las variables
continuas se utilizara la prueba t de Student para las variables continuas que tengan distribucién normal
y pruebas no paramétricas como la suma de rangos de Wilcoxon para aquellas que no tengan
distribucion normal. Se considerara significancia estadistica para un p < 0.05. Para el analisis se
utilizara el programa estadistico STATA version 13.

Consideraciones Eticas:

El protocolo del estudio y consentimiento y asentimientos informados enviaran para revision ética y
aprobacion por los comités de ética en investigacion del Hospital Nacional Cayetano Heredia y la
Universidad Peruana Cayetano Heredia en concordancia con los principios delineados en la
Declaracion de Helsinki, 2000 y los lineamientos para las buenas précticas clinicas del Comité
Internacional de Armonizacion. Los pacientes seran enrolados previa firma del consentimiento
informado, en caso de no estar en condiciones clinicas (con encefalopatia) o ser menor de 18 afios, los
padres/tutores legales seran los encargados de dar el consentimiento informado. Asi mismo los
participantes menores de 18 afios aptos clinicamente (sin encefalopatia) deberan dar el asentimiento
informado en adicidn al consentimiento firmado por los padres/tutores.

Aquellos pacientes con encefalopatia y que tengan resultados positivos para AVL en el examen directo,
se realizara un re-consentimiento/re-asentimiento cuando el paciente esté en clinicamente apto y en
condiciones de darlo con el fin de llevar a cabo el seguimiento clinico (condicion final del paciente) y
laboratorial de LCR (segun indicaciones del médico tratante) para determinar un adecuado manejo
futuro.



Los pacientes tendran opcion a retirarse en cualquier momento del estudio, sin que ello afecte su
atencion medica. Las fichas de recoleccidn de datos, consentimientos y asentimientos informados, asi
como las bases de datos se archivaran en las oficinas del IMTAVH bajo llave por un periodo de 5 afios.
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Aprobacion ética*
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participantes,
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Procesamiento de
muestras

Manejo de base de
datos

Analisis de datos

Informe
final/Publicaciones

*Aprobacion ética por el comité de ética del Hospital Cayetano Heredia y el comité institucional de ética para humanos de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
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ANEXO 1.

MENINGITIS POR AMEBAS DE VIDA LIBRE
FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

INICIALES (Apellidos y Nombres): N° HISTORIA CLINICA: FECHA DE INGRESO:

SERVICIO: EMERGENCIA () TROPICALES( ) MEDICINA( ) CODIGO:

DATOS EPIDEMIOLOGICOS Y ANTECEDENTES:

FECHA DE NACIMIENTO (DD/MM/AAAA) ‘ LUGAR DE NACIMIENTO:
LUGAR DE PROCEDENCIA: ‘ OCUPACION:
FUENTE DE AGUA, CONSUMO: POTABLE ( ) POZO( ) OTRO:

VIAJES EN EL ULTIMO ANO: Si ( ) No ( ), Especifique (Lugar y tiempo de permanencia):

CONTACTO CON FUENTES DEAGUA:Si()  No ( ), Especifique:

ANTECEDENTES PATOLOGICOS: Si()  No( ), Especifique:

CANCER( ),
DIABETES ( ) FALLA RENAL ( ) HTLVL( ) Especifique: *
ENF. TEJIDO
CONECTIVO
VIH ( ), CD4: i CV: TARGA: ()

USO DE DROGAS INMUNOSUPRESORAS (), Especifique (nombre, dosis y tiempo):

CUADRO CLiNICO

TIEMPO DE ENFERMEDAD (DIAS):

SIGNOS Y SINTOMAS:

CEFALEA ( ) NAUSEAS ( ) FOTOFOBIA ( )
FIEBRE ( ) VOMITOS ( ) CONVULSION ( )
ALTERACION DEL ESTADO MENTAL ( ) GLASGOW:
ALTERACIONES EN EL COMPORTAMIENTO ( ) ALUCINACIONES ( )
KERNIG ( )
SIGNOS MENINGEOS: RIGIDEZ DE NUCA ( ) BRUDZINSKY ( )

COMPROMISO DE PARES CRANEALES ( ), Especifique:

DEFICITS NEUROLOGICOS FOCALES: ( ), Especifique:

CONTROL DE ESFINTERES ( ) TRANST. MEMORIA ( ) AGNOSIA ( )
TRANST. COORDINACION ( ) DISMETRIA ( ) ATAXIA ()
BABINSKY ( ) HOFFMAN ( ) NISTAGMUS ( )
PALMOMENTONIANO ( ) CLONUS ( ) SUCCION ( )
FONDO DE 0JO: PAPILEDEMA ( )
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EXAMENES AUXILIARES:

HEMOGRAMA

LEUCOCITOS:

NEUTROFILOS:

PUNCION LUMBAR

PRES. APERTURA:

COLOR:

ASPECTO:

LEUCOCITOS:

% PMN

% LMN

HEMATIES

PROTEINAS:

GLUCOSA

GLUCOSA SERICA:

ADA

GRAM

CULTIVO GERM COM

LATEX CRIPTO

CULTIVO HONGOS

BK DIRECTO

CULTIVO BK

GEN XPERT

ENTHERPEX

TROFOZOITOS

CARGA PARASIT

IMAGENES

FECHA

CONTRASTE
(SI/NO)

HALLAZGOS

TOMOGRAFIA

RESONANCIA

TRATAMIENTO

CONDICION FINAL:

VIVO ()

SECUELA ( )

ESPECIFIQUE:

MUERTO (

)

FECHA DE FALLECIMIENTO:
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ANEXO 2.
Extraccién de ADN de placa de agar:

Se cosecharan las amebas de las placas Petri y se transferird de las placas a viales de centrifugacién
para sedimentar las células a 1000 g por 10min o a 5000rpm por 3min. Los sedimentos obtenidos seran
usados inmediatamente y/o congelados a -48°C hasta su uso. Se afiadird 500l de amortiguador de lisis
(NaCl, EDTA, TRIS-HCI, Tritén 100-X). Se incubara la muestra en bafio maria por 10min a 95°C e
inmediatamente se centrifugé a 16000rpm por 10min. Se transferird 200ul del extracto de la fase
acuosa a un tubo nuevo de 1.5ml con 400ul de etanol al 95%. Se agitara brevemente en el vortex para
luego centrifugar a 16000rpm por 5min. Después se decantara el etanol y se dejara secar el precipitado.
Posteriormente se disolvié el precipitado en buffer TE y las muestras quedaron listas para su
amplificacion.

Extraccion de ADN del LCR:
Se extraera el ADN de las cepas directamente del LCR empleando un kit de extraccién Quiagen.
Condiciones de PCR convencional y tiempo real:

Reaccion en Cadena de la polimerasa (PCR/secuenciacion)

1 set de primer:

Cebadores Universales de Amebas de Vida Libre amplifican el 18S ADNTr:
FLA-F:5- CGC GGT AAT TCC AGC TCC AAT AGC - 3
FLA-R: 3°- CAG GTT AAGGTCTCG TTC GTT AAC -5

Las reacciones de amplificacién para el PCR se realizaron en el termociclador con un volumen final de
30uL, 20 pmol para cada cebador, aproximadamente 40-50ng de ADN de Acanthamoeba fue utilizado
y 1.25unidades de Taq polimerasa.

Master mix

H20 21.25 pL
MgCI2 (25mM) 15 pL
dntps 4 pL
Primer FLAT (20pm) 1 pL
Primer FLAr (20pm) 1 pL
taq 1.25 pL
ADN Muestra (40ng) 1 pL
40 Ciclos de amplificacion del PCR:

2 minutos 94°C

35 ciclos de 30s a 94°C

30s a 42°C

15s a 72°C

Ciclo final de 5 minutos a 72°C

Control positivo serd ADN de A. polyphaga y otras amebas de vida libre.(29)
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2 set de primer:

Cebadores Universales de Eukariotas amplifican el 18S ADNT:

La amplificacion del gen SSU rRNA gene serd por PCR, empleando cebador universal para células

eucaridticas:

(forward ERIB15-ACC TGG TTGATCCTG CCAG-3' y
(reverse ERIB10 5"-CTTCCGCTGGTTCACCTACGG-3).(30, 31)

Master mix

H20 21.25 pL/ 13.75 L
MgCl2 (25mM) 1.5 pL
dntps 4 pL

PCR Buffer 2.5 ul (10 x)
Primer ERIB1 (5pm) 1 pL
Primer ERIB10 (5pm) 1 pL

taq 0.25 pL
ADN Muestra (40ng) 1 pL
Ciclos de amplificacion del PCR:

5 minutos 95°C (pre calentamiento)
30 ciclos de

1 mina 95°C

1.5 min 44°C

1.5 min 72°C

Ciclo final de 10 minutos a 72°C

3 set de primer:

La secuencias de los primer:

Euka A5"  CCG AAT TCG TCG ACAACCTGGTTGATCCTGCCAGT 3
EukaB5 CCC GGG ATC CAAGCT TGATCCTTC TGC AGG TTC ACC TAC 3'(32)

Master mix

H20 38.75
MgCl2 (25mM) 5
dntps 4
Primer F Euka A (100 ng) 1
Primer R Euka B (100 ng) 1
taq 0.25
ADN Muestra 1

Ciclos de amplificacion del PCR

5 minutos 95°C
30 ciclos de: 95°C por
45s 65°C
3 minutos 72°C
7 minutos 72°C

puL
ML
pL
pL
ML
pL
ML

45 s
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Secuencias de pares de Cebadores para la identificacion de especies

Nombre . Identificacion de
Secuencia .
Cebador especie
NFITSFW TGAAAACCTTTTTTCCATTTACA Naegleria fowleri
NFITSRV AATAAAAGATTGACCATTTGAAA
ITSFW AACCTGCGTAGGGATCATTT Naegleria spp.
ITSRV TTTCCTCCCCTTATTAATAT
JITSFW GTCTTCGTAGGTGAACCTGC Vahlkampfiidae
JITSRV CCGCTTACTGATATGCTTAA

Los cebadores JITSFW / JITSRV, ayudan a establecer el género Vahlkampfia sp de Naegleria.

Para el PCR(33), Taq polimerasa y buffer de reaccidn, la perla es reconstituida a un volumen final de
25ul, la concentracion de cada nucledtido es de 200uM en Tris-HCI 10mM (pH 9.0 a temperatura
ambiente), KCI 50mM y MgCl, 1.5mM. A cada perla se agregara: 22ul de agua bi-destilada, 1pl del

cebador NFFW 1ul, 1pl del cebador NFRV y 1ul de muestra para 30 ciclos:

o Precalentamiento a 94°C por 5min
e Desnaturalizacion a 94°C por 1min
e Alineamiento a 52°C por 1.5min

e Extensidn a 72°C por 2min

e Extension final 72°C por 5min

Para la corrida electroforética de los productos de PCR, se utilizara agarosa al 2%
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