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Abstract

Introduction: free-living amebae are protozoon widely spread in nature. Acanthamoeba
is worldwide distributed in sea waters, swimmingpools, air conditioning systems,
hospitals, contact lenses or cell cultivation, among others. This ameba is related to clinic
pathologies such us granulomatous amebic encephalitis or Acanthamoeba Keratitis,
being this known as a emergent infection. The relationship between Acanthamoeba and
eye drops in glaucoma diagnosed patiens is our subject of study.

Objectives: to determine the presence of Acanthamoeba in chronic users of
antihypertensive eye drops.

Methods: a prospective study is carried out on a group of patients with glaucoma
diagnoses applying the Schirmer test. Fourty samples are taken to be cultivated in the
laboratory on non-nutrient agar plates. Once cultivation is done, PCR applies.

Results: Acanthamoeba growth has not been identified, nevertheless bacterium (7,5%)
and fungal (5%) growth was observed.

Conclutions: we cannot find a relationship between Acanthamoeba and chronic use of

antihypertensive eyedrops.
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Resumen

Introduccion: las amebas de vida libre son protozoos ampliamente diseminados en la
naturaleza. Acanthamoeba, concretamente, se encuentra distribuida mundialmente en
aguas de mar y piscinas, aire acondicionado, hospitales, lentes de contacto y cultivos
celulares, entre otros. Esta ameba se relaciona con cuadros clinicos potencialmente
graves como la encefalitis amebiana granulomatosa o la queratitis amebiana, siendo esta
ultima una patologia emergente. Frente a la accion toxica que genera la administracion
cronica de los colirios antiglaucomatosos en la superficie corneal, se estudia la
presencia de Acanthamoeba en pacientes diagnosticados de glaucoma.

Objetivo: determinar la presencia de Acanthamoeba en superficie ocular de usuarios
cronicos de colirios antiglaucomatosos .

Métodos: se realiza un estudio prospectivo de pacientes que acuden a la consulta para el
control de la presion intraocular. Mediante tiras estériles, poniendo en practica el test de
Schirmer, se tomaran cuarenta muestras que posteriormente seran procesadas para su
estudio microbioldgico. Tras el cultivo en placas de agar no nutritivo, se realiza su
amplificacion por PCR.

Resultados: tras la realizacion del cultivo, no se identificO crecimiento de
Acanthamoeba ni otra ameba de vida libre. En cambio, si se aprecioé crecimiento en
cultivos tanto bacteriano en 7,5% de las muestras, como de hongos, en 5%.
Conclusiones: no podemos determinar que el efecto toxico que ejercen los colirios,
particularmente los conservantes, sobre la cdérnea predisponga a la infeccion por

Acanthamoeba.
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1. Introducciéon

1.1 Amebas de vida libre

Las amebas de vida libre son seres vivos pertenecientes al reino Protozoa.
Fueron descubiertas por el aleman August Johann Rosel von Rosenhof en 1757,
principalmente gracias a la invencion del microscopio, que permitid observar
microorganismos parasitos que, debido a su pequefio tamafio, no habian podido ser
previamente visualizados. No obstante, el estudio de los protozoos empieza tras el
descubrimiento de Pasteur, a finales del siglo XIX, que confirm6 que las enfermedades
pueden ser causadas por una bacteria. Estos trabajos se acompafiarian de
acontecimientos de vital importancia para el desarrollo del estudio de los
microorganismos tales como el descubrimiento de los virus por Pierre Paul Emile Roux,
la introduccion de los métodos de prevencion en enfermedades causadas por
microorganismos por Robert Koch y la relacion establecida por Patrick Manson entre
los vectores y la transmision de parésitos'.

Las infecciones de diversas amebas de vida libre patdgenas y oportunistas se han
relacionado con enfermedades potencialmente graves en humanos y otros animales.
Dentro de ellas sefialamos: Acanthamoeba spp, Balamuthia mandrillaris, Naegleria
Sfowleri y Entamoeba histolytica.

Los principales cuadros clinicos asociados a la infeccion de amebas de vida libre
son: meningocefalitis amebiana primaria (MAP), encefalitis amebiana granulomatosa
EAG), queratitis acanthamebiana o amebiana, dermatitis acanthamebiana o

acanthamebiasis cutdnea y dermatitis asociada a B. mandrillaris.
1) Meningoencefalitis amebiana primaria (MAP)

Se trata de una infeccion producida por Naegleria fowleri* que desencadena un
cuadro agudo y fulminante que afecta a personas inmunocompetentes. La enfermedad se
asocia a la previa exposicion a aguas de piscinas, aguas termales, estanques o rios,
fundamentalmente durante los meses de verano, y aparece tras un periodo de entre 3 y 7
dias de incubacion. Se trata de una infeccion que afecta con frecuencia a nifios o adultos
jovenes que refieren el antecedente de un bafio en aguas frescas o estancadas antes del

inicio del cuadro. Se ha asumido que los trofozoitos presentes en el agua penetran a
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través del neuroepitelio olfatorio ocasionando una meningoencefalitis necrosante y
purulenta. No obstante, este hecho no esta establecido y la informacion que tenemos
sobre la patogénesis de esta amebiasis se ha recogido de la experimentacién animal e in
vitro. El mimero de casos publicado en la literatura se ha estimado en 133 en EEUU

desde 1962 hasta 2014°, y se han registrado casos en Australia, Europa y Asia.

Los sintomas comienzan de forma brusca con fiebre leve y malestar general, que
en ocasiones se acompafia de rinitis y odinofagia. Estos sintomas progresan con rapidez
apareciendo cefaleas, vomitos, rigidez de nuca y signos de irritacion meningea. El
cuadro se prolonga hasta la aparicion de desorientacion o coma, provocando el
fallecimiento del paciente por insuficiencia respiratoria unos diez dias después del
comienzo de los sintomas. El diagndstico de esta patologia es complicado porque el
pequeiio numero de casos comunicados hace dificil que el personal médico esté
familiarizado con la infeccion. Se debe tener la sospecha clinica e investigar las amebas
en las muestras de LCR y muestras fijadas y tefiidas con Giemsa, Hematoxilina Eosina
o tincién tricrémica, que permite reconocer con facilidad los parasitos teflidos. Las
técnicas de inmunofluorescencia pueden ser de utilidad. En cuanto al tratamiento, s6lo
los pacientes con MAP diagnosticada precozmente tienen posibilidades de ser tratados
con éxito. Los farmacos de eleccion son la combinacion de anfotericina B, miconazol y

rifampicina“.
2) Encefalitis amebiana granulomatosa (EAG)

Balamuthia mandrillaris y varias especies del género Acanthamoeba generan
una encefalitis amebiana granulomatosa que, de manera caracteristica, afecta a nifios
pequefios, pacientes debilitados, desnutridos e inmunocomprometidos. La enfermedad
corresponde a una encefalitis necrosante y hemorragica aguda, subaguda o cronica. La
puerta de entrada es el tracto respiratorio o la piel y por via hematogena alcanza el
sistema nervioso central’. El reconocimiento de esta enfermedad en las wltimas décadas
se debe, en gran parte, al estudio del VIH como factor inmunosupresor y al
comportamiento de estos parasitos como potenciales agentes oportunistas causantes de

infecciones de alta mortalidad y morbilidad.

Las manifestaciones clinicas son variables, pero en la mayoria de los pacientes

6
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se presenta como una encefalopatia focal o difusa con signos de irritacion meningea
cuyos sintomas mas comunes son: alteraciones del estado mental, letargo, cefalea,
hemiparesias y meningismo. También puede acompaiarse de fiebre, nduseas, vomitos,

anorexia, ataxia y afasia e incluso lesiones cutaneas ulceradas.

El diagnoéstico de EAG se realiza por sospecha clinica en base a la historia del
paciente y sus sintomas, y se confirma con la identificacion de la ameba en cultivos y
muestras de LCR. El empleo de tinciones como la Hematoxilina Eosina, Giemsa,
Papanicolaou y tinciones tricromicas son de utilidad a la hora de demostrar la existencia
de trofozoitos. Sin embargo, en la actualidad no existe un tratamiento efectivo para esta
enfermedad, aunque el mas aceptado es la combinacion de ketoconazol, rifampicina y

cotrimoxazol®.
3) Dermatitis acanthamebiana (DA)

La dermatitis acanthamebiana o acanthamebiasis cutinea (DA) es una inusual
infeccion oportunista de la piel producida por Acanthamoeba. Puede ser primaria o
secundaria a una infecciéon diseminada (por ejemplo, puede acompaiiar o preceder en
meses a la encefalitis amebiana granulomatosa). Ha sido descrita en individuos
inmunocompetentes, pero afecta sobre todo a inmunocomprometidos, ya sea por
desnutricion, patologias cuyo tratamiento se basa en una terapia inmunodepresora,
pacientes oncoldgicos, y, en especial, enfermos de VIH. Las lesiones corresponden a
procesos inflamatorios que afectan la epidermis, dermis e hipodermis, de caracteristicas
granulomatosas, y en las que se aprecia un componente necrosante, fundamentalmente
en las lesiones ulceradas y extensas. En la forma diseminada de la infeccion se han
observado afectaciones en SNC, piel, riidén, prostata, utero y otras localizaciones
inusuales como hueso, senos paranasales y oido’. El tratamiento de eleccion para esta
patologia consiste en tratamiento topico con itraconazol, 5-flucitosina, ketoconazol y
clorhexidina.

La mortalidad descrita de la dermatitis acanthamebiana sin compromiso del SNC
es de aproximadamente un 73%; mientras que cuando esta afectado el encéfalo, llega al

100%°.
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4) Queratitis amebiana

Los primeros casos de queratitis por el género Acanthamoeba fueron publicados
por Nagington y cols. en 1974, en Gran Bretafia, y por Jones y cols. en 1975, en EEUU.
La queratitis se corresponde con un proceso inflamatorio crénico producido por
Acanthamoeba spp, que afecta en primer lugar a la cornea y posteriormente puede
extenderse a conjuntiva y otras estructuras oculares produciendo una queratitis
necrosante progresiva que solo se ha visto en humanos, cerdos o hamsters, siendo otros
animales refractarios a la infeccion. Los sintomas de presentacion derivan de una tlcera
o abrasion corneal. Comienza con dolor creciente, epifora y fotofobia, y avanza
generando un marcado deterioro de la agudeza visual que puede finalizar en ceguera. El
examen ocular revela enrojecimiento y defectos del epitelio corneal, que pueden
volverse persistentes y profundizar hasta dafiar las subsecuentes estructuras oculares.

Una de las caracteristicas distintivas de este cuadro con respecto a otros
producidos por amebas y comentados anteriormente, es que se trata de una infeccion
que afecta sin distincion a individuos inmunocompetentes e inmunocomprometidos. El
principal factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad es el uso de lentes de
contacto, aunque también se ha asociado a traumatismos corneales. Las lentes de
contacto alteran el epitelio corneal mediante abrasiones’ y cambios en la actividad
fisiologica y metabolica celular, que son el primer paso para que se produzca la
infeccion por Acanthamoeba, pues sin dafio corneal previo es muy poco probable que
tenga lugar este proceso. Gracias a diversos defectos, por tanto, el parasito logra
introducirse en el epitelio y contacta con la glicoproteina manosa, que es la que le
permite adherirse a las células epiteliales y penetrar en el estroma corneal. En
conclusion, las lentes funcionan como vehiculo de transmisiéon y entrega de la
Acanthamoeba a la superficie ocular. Todo ello se ve favorecido, ademas, por la gran
afinidad que presenta esta ameba por la superficie de las lentes de contacto
(principalmente blandas, algo que se atribuye al tipo de polimero de silicio que

10,11

conforma las lentes de hidrogel de silicona) ™ . Se calcula que la adhesion de la ameba

tiene lugar en los diez primeros segundos después de la exposicion'?, no obstante, se
vera beneficiada por tiempos de exposicion prolongados y concentraciones de indculo

13,14
mayores .
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Si no se sospecha el diagnostico, el tratamiento convencional conlleva un mayor
deterioro en un periodo que abarca desde semanas a varios meses, en especial si se ha
instaurado una terapia corticoesteroidea. El diagnostico puede realizarse por los
siguientes medios: biopsia, cultivos, PCR", hibridacion in situ fluorescente'® o
citometria de flujo.

Con respecto al tratamiento, algunos pacientes han sido tratados con éxito, pero
aun se carece de un tratamiento optimo. Son de eleccion las biguanidas (clorhexidina al
0,02%) o polihexametilenbiguanida (0,02%) asociadas o no a diamidinas como el
isetionato de propamidina (Brolene®) al 1% o la hexamidina al 1%. Recientemente se
ha descrito el papel de las estatinas (atorvastatina, fluvastatina y simvastatina) y
voriconazol en el tratamiento de la Acanthamoeba, tanto en su forma quistica como
vegetativa'’. Cuando ha habido una extensa destruccion corneal es necesario realizar
una queratoplastia con injerto o trasplante de cornea'®.

La queratitis amebiana ha comenzado a constituir una infeccion importante,
estimandose que existen entre 1 y 33 casos por millon de personas (todas ellas

portadoras de lentes de contacto) al afio en EEUU.
1.2. Acanthamoeba: ciclo vital, epidemiologia, patogénesis.

El protozoo Acanthamoeba fue descrito por primera vez en 1930 por A.
Castellani tras observar su desarrollo en cultivos de levaduras de Cryptococcus
paraoseus”, pero no fue hasta 1958 cuando se demuestrd el potencial patogénico de
estas amebas en animales. El responsable de ello, Clyde Culbertson, le indujo una
encefalitis a ratones tras la inoculacion de Acanthamoeba que contaminaba las células
en cultivo durante la produccion de la vacuna contra la poliomielitis. Los primeros
casos de los que se tiene constancia de la presencia de este parasito datan de 1948 y
1960. En el primer caso, un soldado japonés de 22 afios muri6 en Nueva Guinea a causa
de un parasito similar a Jodamoeba buetschlii*’, segin se registré en la autopsia. Con
posterioridad, este agente fue considerado como Naegleria y Acanthamoeba. El
segundo caso de infeccion humana tuvo lugar en Arizona. J.W. Kernoham y col.
publicaron el caso de una nifia de 6 afios de edad que falleci6 por una lesion cerebral a
causa de un patdgeno descrito como [. buetschlii, que después se corrigié a

21 . .
Acanthamoeba spp” . Ambos casos, y sus correspondientes correcciones, se deben a
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ulteriores comprobaciones realizadas que permitieron reconocer la capacidad patogénica

de las amebas de vida libre.
1) Ciclo vital de Acanthamoeba

El ciclo de vida de las diferentes especies de Acanthamoeba presenta dos

estadios diferenciados: una forma vegetativa o trofozoito y una forma quistica.

Los trofozoitos son irregulares y presentan multiples proyecciones
pseudopodiales retractiles, filamentosas o espinosas llamadas acantopodios. Su tamafio
varia en funcién de la especie, siendo el promedio de 20 a 40 p. El citoplasma es
abundante, de aspecto granular y vacuolar y contiene un nucleo claro, central y esférico,
con un prominente y denso nucleolo redondeado. El trofozoito es la forma infectante,
metabdlicamente activa, y se alimenta por fagocitosis de bacterias, algas y levaduras a
través de sus pseudopodos. También pueden hacerlo por medio de la captacion de

. . . . . . 22
nutrientes disueltos en el ambiente por pinocitosis™.

Los quistes de Acanthamoeba son esféricos o poligonales y tienen una doble
pared™. La parte exterior es el ectoquiste, compuesto por proteinas y polisacaridos, y la
interna es el endoquiste, que posee celulosa’. Su tamafio es variable, pero por lo
general abarcan de 15 a 25 pum. El citoplasma es granular y contiene numerosas
vacuolas distribuidas alrededor del nticleo. La formacion del quiste ocurre bajo
condiciones ambientales adversas tales como la falta de alimento, la desecacion o los
cambios de temperatura y de pH. Estos quistes permaneceran inmdviles, perdiendo su
movimiento caracteristico pseudopoidal, y metabolicamente inactivos siempre que las
condiciones sean desfavorables, dando como resultado un proceso denominado
enquistamiento. Cuando el ambiente resulta apropiado para la reproduccion y
alimentacion, se reanuda la actividad por un proceso llamado exquistamiento o
desenquistamiento, pasando el quiste de un estado latente a un estado metabolicamente
activo. Es por ello que podemos concluir que las amebas tienen la capacidad de
transformarse en quistes inactivos con la finalidad de sobrevivir en un ambiente hostil y

resurgir, cuando se den las condiciones 6ptimas, como trofozoitos.

10
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2) Epidemiologia

El ntimero de infecciones causadas por Acanthamoeba es relativamente bajo, a
pesar de la distribucion mundial del parasito, pues se trata de uno de los protozoos mas
frecuentes encontrados en la naturaleza. Se ha aislado en tierra, polvo, aire, agua dulce

. 25 . . .
natural y tratada, agua de mar, piscinas™, aguas residuales, sedimentos, aire
acondicionado, hospitales, lentes de contacto y cultivos celulares. Se ha hallado en la
vegetacion y en animales, incluyendo especies de peces, anfibios, reptiles y mamiferos
(ovejas, perros, monos y caballos). Asimismo, se ha vinculado a la superficie epitelial

262728 - Lo 29
62728 & inmunosuprimidos®. La

de la cavidad nasal en humanos inmunocompetentes
puerta de entrada puede ser multiple, pero se asocia a fisuras de la piel que se han
contaminado del suelo o a aspiraciones de quistes que son propagados por el aire y
penetran a través de las vias respiratorias. Una vez que esto ocurre, las amebas circulan
por la via hematégena hasta alojarse en el sistema nervioso central y otros 6rganos.
Ademas de infecciones sistémicas, producen queratitis amebiana, infeccion en la que el
parasito penetra en la superficie corneal, en su mayoria, a causa de un traumatismo de la
cornea previo o del incumplimiento en la higiene y uso de las lentes de contacto blandas
(éstas predisponen a escoriaciones, traumatismos accidentales durante su colocacion y
anoxia). Del mismo modo, los estuches de lentes que no se limpian con frecuencia
pueden abocar en el desarrollo de biopeliculas bacterianas que son una fuente de
alimento para las amebas. En el afio 2004 se estim6 un nimero de casos de queratitis
por Acanthamoeba, en todo el mundo, mayor de 3000™.

Se han descrito diecisiete especies de Acanthamoeba, pero solo cinco se han
asociado a infecciones sistémicas en el hombre: 4. polyphaga, A. castellanii, A.

culbertsoni, A. hatchetti y A. healyi.
3) Patogénesis de la infeccion por Acanthamoeba

La patogénesis de la Acanthamoeba es un proceso complejo que requiere la
coexistencia de diversos factores para que se desencadene la enfermedad. Cuando el
parasito logra penetrar en el epitelio corneal expresa una proteina transmembranal de
aproximadamente 400 kDa denominada Mannose-binding protein (MBP), que le
permite adherirse a las células huésped por medio de la uniéon a glicoproteinas que

contienen manosa y se encuentran en estas células diana. Se trata de una proteina

11
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constituida por multiples subunidades de 130 kDa y cuya secuencia contiene 6 exones y
5 intrones’'. Esta MBP contiene en su matriz extracelular la proteina de unidn a
laminina, cuya unién inicial conlleva la subsecuente produccion de enzimas hidroliticas,
proteasas y fosfolipasas, que producen un efecto citopatico y genera un aumento de la
concentracién de Ca*". El aumento de Ca’" altera la estructura del citoesqueleto, la
permeabilidad de la membrana celular y mitocondrial, la morfologia celular vy,
finalmente, provoca la muerte de la célula huésped por apoptosis. De este modo

penetran las amebas invadiendo el estroma corneal.

Este parasito también ejerce su accion patogénica bloqueando genes importantes
en el proceso de division celular, lo que induce la muerte de la célula y evita la

regeneracion tisular.

Proteina de unién Laminina

o
.

Produccién de 0 %0 o ‘ o’
proteasas y fosfolipasas ° * - » Ecto-ATPasas
o
° -
Q. Aw 8

BRI ‘nnn}nnnmsnn’m,,,,m,)[m
I Glcon ntene 10

PR
&8

Cambios en la
Cambios en la estructura morfologla celular

del citoesqueleto

Aumento en la permeabilidad de la
membrana celular y mitocondrial

Apoptosis
Regulacién positiva
y negativa de genes
involucrados en e’
cido celular

Muerte
, Inhibicién del celular

ciclo celular

Resumen de la patogénesis de Acanthamoeba (imagen tomada de Castrillon, J. C. y Orozco, L. P. (2013).
Acanthamoeba spp. como parasitos patdogenos y oportunistas. Rev. Chilena Infecto. (30/2), 147-155.

1.3. Glaucoma y tratamiento antiglaucomatoso: el papel de los conservantes en la

alteracion de la superficie corneal.

La mayoria de los farmacos hipotensores oculares se administran por via topica
en forma de colirios (formulacion que se instila en el ojo para fines diagnosticos o
terapéuticos en forma liquida). Una vez que el colirio es distribuido en el ojo, se va a
combinar con la pelicula lagrimal precorneal, manteniéndose las moléculas del farmaco

en contacto con el epitelio corneal. S6lo un porcentaje del 1 al 5% de principio activo

12

Este recibo incorpora firma electrénica de acuerdo a la Ley 59/2003
La autenticidad de este documento puede ser comprobada en la direccion: http://sede.ull.es/validacion

Identificador del documento: 825984

Cadigo de verificacion: VDAWVyYJ7

Firmado por: UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
En nombre de MARTA GONZALEZ GONZALEZ

Fecha: 21/11/2016 12:09:22

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
En nombre de JOSE ENRIQUE PINERO BARROSO

21/11/2016 12:27:45

13/35



penetra en los tejidos intraoculares. Esta absorcion dependera de:
A. Del peso molecular del principio activo: si es mayor, menor sera su absorcion.
B. De las caracteristicas fisico-quimicas del colirio (lipofilia, hidrofilia).
C. De la integridad del epitelio corneal.

La administracion topica puede ser en forma de multidosis o de monodosis. Los
que se presentan en envases multidosis llevan un conservante que evita su
contaminacion por microorganismos. El mas utilizado es el cloruro de benzalconio
(CBA, derivado del amonio cuaternario), cuya concentracion varia en funcion del
preparado del que se trate. Los estudios experimentales y clinicos tienen en los
conservantes el principal factor que altera la superficie ocular, produce cambios en la
pelicula lagrimal, genera lesiones en el epitelio corneo conjuntival y metaplasia
conjuntival. Asimismo, pacientes que fueron tratados de forma cronica con
antiglaucomatosos con conservantes mostraron infiltraciéon de la conjuntiva de células
infamatorias (linfocitos, macréfagos), en cambio, esto no se observd en pacientes que

32,33 . .
~?, Las modificaciones

fueron tratados con antiglaucomatosos sin conservante
histopatolégicas reportadas de estos farmacos con conservante se resumen en’*:

- Reduccion del namero de células mucosas (células caliciformes).

- Queratinizacion epitelial.

- Metaplasia escamosa.

- Pérdida de microvellosidades.

- Aumento del nimero de desmosomas.

- Distrofia bullosa del epitelio.

- Aumento del ntimero de fibroblastos subepiteliales.

- Fibrosis subepitelial.

- Reduccion de los espacios intravasculares.

- Aumento de linfocitos y plasmocitos subepiteliales.

- Engrosamiento de la membrana basal.

El mecanismo exacto que produce los cambios inflamatorios y la toxicidad por
parte de los conservantes no esta determinado, pero diferentes estudios sefalan que el

3336 evita el desarrollo de

uso de colirios sin conservantes (fundamentalmente CBA)
enfermedades oculares concomitantes, tales como hiperemia conjuntival, disminucién

de la produccion y funcion de la lagrima y queratitis punteada superficial. E1 CBA

13
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resulta toxico para las células de forma dosis dependiente. Para evitar sus efectos se han

desarrollado presentaciones sin conservantes, bien en monodosis o en multidosis, que

impiden la contaminacién del colirio gracias a una membrana porosa (ABAK®, Thea®)

o por otros mecanismos (COMOD ®) y mejoran la adherencia al tratamiento por parte

de los usuarios.

Existen tres conservantes cuyos efectos adversos parecen menores que el CBA:

Purite ® (complejo de oxi-cloro), Polyquad® (polyquaternium-1, derivado del amonio

cuaternario) y SofZia® (tampon i6nico)*’.

Los farmacos antiglaucomatosos y sus respectivos conservantes se detallan a

continuacion:
Categoria Principio Activo [ Nombre comercial | Conservante (y
farmacologica concentracion)
Derivados de las Bimatoprost 0,01% Lumigan 0,1 ® CBA 0,02%
prostaglandinas
Lumigan 0,3 ® CBA 0,005%
Latanoprost Xalatan ® CBA 0,02%
0,005%
Monoprost ® No contiene
Latanoprost ® CBA 0,02%
Tafluoprost Saflutan ® No contiene
0,0015%
Travoprost 0,004% Travatan ® Polyquad
Parasimpaticomiméticos Pilocarpina Pilocarpina 2% ® CBA 0,01%
14
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Isoptocarpina 1% ® CBA 001%

Betabloqueantes Maleato de Timoftol ® 0,25- CBA 0,011%
(No selectivos) Timolol 0,25 — 0,5%
0,5%
Timabak ® 0,25- No consta
0,5%
Timolol ® No consta
Cusimolol ® 0,25- CBA 0,01%
0,5%
Maleato de timolol Timogel 0,1% ® CBA 0,005%
0,1%
Levobunolol 0,5% Betagan ® CBA 0,001%
CBA 0,005%
Carteolol 1 — 2% Elebloc 1 - 2% ®
CBA 0,005%
Mikelan ® 1 - 2%
Arteoptic ® 1-2% CBA 0,01%
Arteoptic ® 2% No contiene
(Selectivos Beta 1) Betaxolol 0,25- Betotic 0,25 ® CBA 001%
0,5%
Alfa agonistas Apraclonidina 0,5- Iopimax 0,5% ® CBA 0,01%
(selectivos) 1%: 0,5%
15
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Combinaciones de

farmacos

Dorzolamida 2%

Bimatoprost 0,01%
- Timolol 0,5%

Brinzolamida 1% -

Timolol 0,5%

Latanoprost

Trusopt ®

Ganfort ®

Xalacom ®

Iopimax 1% ®

No contiene

CBA 0,0075%

CBA 0,005%

CBA0,1%

CBA 0,02%

16
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0,005% - Timolol
0,5%
Latanoprost/timolol CBA 0,02%
®
Travoprost 0,004% Duotrav ® Polyquad
- Timolol 0,5%
17
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2. Objetivos

El presente estudio tiene como objetivo principal determinar si la administracion
cronica de colirios antihipertensivos en la superficie ocular para el tratamiento del
glaucoma favorece la presencia de Acanthamoeba. Asimismo, se pretende comprobar
otra serie de factores como:

— El papel de los colirios antiglaucomatosos como posibles factores
desencadenantes de la infeccion por Acanthamoeba.
— De los farmacos mas empleados, cudl se asocia a un mayor crecimiento de

Acanthamoeba.

— Determinar el genotipo prevalente de Acanthamoeba en las muestras.

— Exponer otros posibles métodos de recogidas de muestras.

18
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3. Material y métodos

a) Diseflo del estudio: estudio prospectivo experimental tipo ensayo clinico.
b) Sujetos del estudio: el tamafio muestral del estudio fue de 40 muestras tomadas
de 20 pacientes.

En este estudio se trabajé con pacientes diagnosticados previamente (por el
facultativo responsable) de glaucoma cuando acudieron a su cita de control de la presion
intraocular en el servicio de oftalmologia. Para investigar la existencia de
Acanthamoeba se utilizaron, para la recogida de muestras, tiras de papel de Schirmer
(Test de Schirmer Plus ®). A su vez se especifico, en la ficha de cada paciente, la edad,

el género y las enfermedades oculares concomitantes, si las habia.

Criterios de inclusion
Se incluyeron en el estudio los pacientes que cumplieron los siguientes
requisitos:
- Consentimiento informado firmado (el paciente acepta entrar de forma libre y
voluntaria al estudio).
- Edad comprendida entre 55 y 85 afios.
- Diagnostico definitivo previo de glaucoma que requiere el uso de colirios

hipotensores para su regulacion.

Criterios de exclusion

No se incluyeron en este estudio individuos sin patologia glaucomatosa, ya que
el objetivo principal de la investigacion es determinar si el uso de colirios
antiglaucomatosos predispone a la infeccidn por Acanthamoeba. Tampoco se
incluyeron aquellos individuos portadores de lentes de contacto, pues se trata del
principal factor de riesgo para padecer la infeccion.

A los pacientes que cumplieron todos los criterios de inclusion, y ninguno de

exclusion, se les solicito el consentimiento informado por escrito.

¢) Variables del estudio.

La variable principal del estudio es la existencia de Acanthamoeba en pacientes

19
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glaucomatosos que usan colirios para controlar la presion intraocular.

Las variables secundarias son:

- Ojo en el que se realiza la toma de muestra (derecho o izquierdo).

- Sexo.

- Edad.

- Utilizacion de humectante ocular.

- Presencia de patologia de superficie ocular: blefaritis estafilocdcica, blefaritis
seborreica, queratoconjuntivitis sicca, conjuntivitis alérgica y triquiasis. Para la
determinacion de la sequedad ocular se tiene en cuenta el BUT o tiempo de
ruptura lagrimal (si es inferior a cinco segundos sera patologica).

- Se determina la presion intraocular.

- Uso de lentes de contacto.

- Uso de tratamientos topicos no humectantes de forma recurrente (farmacos
antiglaucomatosos u otros).

- Cirugia previa oftalmica (cataratas, cirugia palpebral).

- Presencia de obstruccion de via lagrimal.

- Colirio utilizado para regular la presion intraocular: betabloqueantes, agonista
alfa adrenérgicos, inhibidores de la anhidrasa carbonica, prostaglandinas,
combinacién betabloqueantes - prostaglandinas, combinacion betabloqueantes -
alfaadrenérgicos.

- Método de la toma de la presion intraocular: tonémetro de Perkins o tondometro

de Goldmann.

d) Obtencion y manejo de muestras.
En la recogida de muestras se procedio a tomar una muestra por paciente. Para
ello se siguio la siguiente metodologia:
- Antes de la toma de muestra nos poniamos guantes estériles (se cambiarian con
cada nuevo paciente).
- No se utilizé antiséptico local en superficie ocular ni en borde palpebral, pues
tratamos de conservar la flora propia del paciente.

- Se procedia a colocar la tira de Schirmer en el tercio externo del parpado

20
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inferior, en saco conjuntival, con pinzas estériles. Es importante que no se
contacte con la piel del parpado inferior, para evitar la contaminacion y que la
toma sea unicamente ocular. No se empled anestésico durante este proceso (7est
de Schirmer tipo I), garantizando de esta forma que la muestra tomada pertenece
a la flora conjuntival del paciente. La tira permanecia cinco minutos
impregnandose de las lagrimas del paciente. Pasado el tiempo recomendado, se
retiraba la tira con pinzas estériles y se introducia en tubos estériles, con la

finalidad de ser procesadas para su estudio microbiologico.

Test de Schirmer.

e) Estudio en laboratorio
Tras la toma de muestras se procedia al estudio de la presencia o no de
Acanthamoeba. Para ello se cultivaba, en primer lugar, la tira de Schirmer en placas de
agar no nutritivo. Se determinaba también si existe crecimiento fungico en la muestras.

Posteriormente se procede a la caracterizacion molecular de las amebas de vida libre.

Aislamiento y cultivo de las amebas.

Las tiras obtenidas mediante el test de Schirmer fueron sembradas de forma
invertida sobre placas de Petri con agar no nutritivo al 2%. Las placas se sellaron con
Parafilm® y fueron incubadas a temperatura ambiente, permitiendo el crecimiento de
los patoégenos y no-patégenos. Tras tres o cuatro dias se retiraban las membranas y se

mantenian las placas durante una o dos semanas. Posteriormente, las placas fueron
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monitorizadas mediante microscopio invertido, para comprobar la presencia de amebas

4. Resultados y discusion
Se tomaron un total de 40 muestras oculares, correspondiendo 22 de ellas a 11
mujeres y 18 a 9 hombres. Las edades de los pacientes de los que se tomaron las
muestras oscilaba entre 55 afos y 84 afos, resultando una edad media de 72,3 afios y

una desviacion estandar de 6,73.

A. Resultados obtenidos de la ficha elaborada al paciente en el momento de
la toma de la muestra.
4.1. Patologia de superficie ocular

En la siguiente tabla se muestran los datos sobre la patologia de superficie ocular

que presentaron los pacientes analizados.

Patologia de superficie ocular

No Blefaritis Blefaritis Queratoconjuntivitis | Conjuntivitis | Triquiasis
presenta | estafilocicica | seborreica sicca alérgica
18 6 8 10 Ninguno 5

Patologia de superficie ocular (patologias simultineas)

Blefaritis estafilocécica y Blefaritis seborreica y Blefaritis seborreica y
triquiasis triquiasis queratoconjuntivitis sicca
2 1 4

Expresando estos resultados en porcentaje, teniendo en cuenta la existencia de
pacientes que presentan mas de una patologia, obtenemos el siguiente resultado:
— No presenta ninguna: 38,29% de las muestras.
— Presentan blefaritis seborreica: 17,02%
— Presentan blefaritis estafilococica: 12,76%

- Presentan queratoconjuntivitis sicca: 21,27%

22
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- Conjuntivitis alérgica: 0%

— Triquiasis: 10,63%

Patologia de superficie ocular

0,
0% M No presenta

11%

38% u Blefaritis seborreica
L Blefaritis estafilocécica
i Queratoconjuntivitis SICCA

M Triquiasis

4 Conjuntivitis alérgica

De estos pacientes, los que presentaban patologias de superficie ocular asociada:

— Blefaritis estafilocécica y triquiasis: 5%
— Blefaritis seborreica y triquiasis: 2,5%
— Blefaritis seborreica y SICA: 10%
4.2. Calculo de la presion intraocular (P1IO): 16,15 mmHg.

4.3.Uso de lentes de contacto: de los pacientes analizados no existia ninguno
que utilizara lentes de contacto.

4.4. Uso de tratamientos topicos cronicos sin ser humectante.

El grado de utilizacion de tratamientos topicos cronicos, sin ser humectantes,

entre los pacientes analizados, se muestra en la siguiente tabla.

Uso Tratamientos Topicos Cronicos (sin ser humectante)

Si usa No usa

39 1

De los datos obtenidos se concluye que un 97,5% si usa un tratamiento topico

cronico no humectante mientras que el 2,5% restante no lo usa.

23
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4.5. Cirugia previa
Los datos de cirugia previa entre los pacientes analizados se muestran en la

siguiente tabla.

Cirugia previa

24 16

El 60% de los pacientes no refiere haber tenido ninguna cirugia previa, mientras

que el 40% restante contesta que si.

4.6. Obstruccion de la via lagrimal
En cuanto a los datos obtenidos sobre obstruccion de la via lagrimal,

encontramos el siguiente resultado.

Obstruccion de la via lagrimal

35 5

El 87,5% no presenta obstruccion de dicha de la via lagrimal, mientras que el

restante12,5% si presenta este problema.

4.7. Cirugia oftalmica previa
Los datos referentes a la existencia en los pacientes analizados de una cirugia

oftalmica previa se muestran en la siguiente tabla.

Cirugia oftalmica previa

No Cataratas Cirugia palpebral
24 16 Ninguno

En este apartado procedimos a la valoracion de la cirugia palpebral y cataratas
como cirugia previa. En el 60% de los pacientes este hecho no se produjo, mientras que
en el 40% de los casos habian sufrido una cirugia de cataratas y ninguno habia sido

sometido a una cirugia palpebral.
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4.8. Colirio empleado para el tratamiento de la PIO
Los colirios utilizados en el grupo de pacientes estudiados se muestran en la

siguiente tabla:

Colirio empleado para el tratamiento de la PIO

No usa 1

Betabloqueante 12

Alfa-agonista 2
Inhibidores de la Anhidrasa Carbdnica Ninguno

Prostaglandina 16

Combinacion Betabloqueante - Prostaglandina 19

Combinacion Betabloqueante - Alfa agonista 2
Combinacion Betabloqueante — Inhibidor Anhidrasa Carbonica Ninguno
Via oral Ninguno

Se concluye que:

— Nousa: 1,92%

- Betabloqueante: 23,07%

— Alfa-agonista: 3,84%

— Inhibidores de la Anhidrasa Carbénica: 0%

- Prostaglandinas: 30,76%

- Combinacién Betabloqueante - Prostaglandina: 36,53%

— Combinacion Betabloqueante - Alfa-agonista: 3,84%

— Combinacion Betabloqueante - Inhibidor de la Anhidrasa Carbénica: 0%

— Viaoral: 0%
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Estos datos se muestran en el siguiente diagrama:

Colirios empleados en el tratamiento de la PIO

MNo usa
a% 2% » M 8etablogueante
M Alfa-agonista
36%
% Minhibidores de la anhidrasa carbénica
W Prostaglandinas
M Combinacidn betabloqueante - prostaglandina
M Combinacidn betabloqueante - alfa agonista

W Combinacidn betabloqueante - inhibidores de la
anhidrasa carbénica

IVia oral

4.9. Método empleado para la toma de PIO

Los datos referentes al método empleado para la toma de PIO se muestra en

la siguiente tabla.

Método de la toma de PIO empleado

Perkins Goldmann
18 22

El método empleado en un 55% de los pacientes es el tonémetro de Goldmann,

siendo en un 45% de los casos el tonometro de Perkins.

B. Resultados obtenidos de los cultivos realizados en el laboratorio.
Del total de 40 muestras analizadas, en un 7,5% se produjo un crecimiento
bacteriano, en un 5% hubo crecimiento flingico y en ninguna de las muestras analizadas

se produjo resultado positivo para el crecimiento de amebas de vida libre.
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Resultados de laboratorio

8%

V

5%

i Bacterias
M Hongos

88% L' No presenta

Los resultados obtenidos en este estudio estan basados en una muestra de 40
casos distribuidos entre 11 mujeres y 9 hombres y cuya media de edad se corresponde
con 72,3 afios. Los resultados obtenidos no permiten confirmar el papel de los colirios
antiglaucomatosos como posibles factores desencadenantes de la infeccion por
Acanthamoeba. Aun tratandose de una muestra relativamente pequeia, nuestro trabajo
no permitio establecer en ninguna de las muestras analizadas la presencia de este tipo de
organismo. Si es preciso tener en cuenta que, de los voluntarios que participaron en el
estudio, ninguno era usuario de lentes de contacto, el principal factor de riesgo para
padecer queratitis amebiana. Pese a ello, hay una clara afectacion de la superficie
corneal que se traduce en el alto porcentaje de patologias de superficie ocular que se
obtiene en el estudio, presentandose incluso en un 17,5% de los pacientes patologia
simultanea. Sabemos que existe una clara relacion entre padecer alguna patologia de
superficie ocular y la presencia de Acanthamoeba. La tesis doctoral del Dr. Pedro
Rocha®, Parasitosis ocular por Acanthamoeba, arroja unos resultados que sefialan que,
del 100% de las muestras tomadas, un 18% fueron positivas para el protozoo y, a su

vez, el 94% de los ojos en los que se encontré Acanthamoeba presentaba patologia de
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superficie ocular. En este estudio se han tenido en cuenta las patologias de superficie
ocular previamente citadas, pero el factor principal causante de toxicidad que hemos
propuesto lo constituye el uso cronico de farmacos antiglaucomatosos, especialmente
por la accién de los conservantes. Sin embargo, ante los datos obtenidos tras el cultivo
de las muestras tomadas, podriamos afirmar que en los pacientes analizados el
tratamiento topico no predispone a la infeccidn por Acanthamoeba. Asi 'y todo habria
que resaltar que si se pudo observar crecimiento bacteriano y fungico en un 7,5% y 5%

de las muestras, respectivamente.
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5. Conclusiones

a) No se establecié relacion entre pacientes con glaucoma y la presencia de
Acanthamoeba.

b) No se establecio asociacion entre el uso de colirios antiglaucomatosos y la
posible aparicion de infecciones por Acanthamoeba.

¢) Se observan infecciones bacterianas y fiingicas en pacientes glaucomatosos
tratados con colirios.

d) Se establece una asociacion entre el uso de colirios antiglaucomatosos y la

presencia de patologia de superficie ocular.
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7. Anexol

Servicio -8 AbR LU
Canario de la Salud

HOSPITAL UNIVERSITARIO o: CANARIAS

El estudio de investigacion titulado: “Presencia de Acanthamoeba en superficie
ocular en pacientes glaucomatosos.”, con cédigo 2016_16, del que es Investigador
Principal el Dr. JOSE ENRIQUE PINERO BARROSO, e investigadores
colaboradores el Dr. PEDRO ROCHA CABRERA, el Dr. JACOB LORENZO
MORALES y Diia. MARTA GONZALEZ GONZALEZ, ha sido evaluado por el
Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Universitario de Canarias en
su sesion del 31 de marzo de 2016, y considera que:

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del Protocolo con los
objetivos del estudio.

El procedimiento para obtener el consentimiento informado, incluyendo
la hoja de informacion para los sujetos y el consentimiento informado, es
adecuado.

La capacidad del Investigador y los medios disponibles son adecuados
para llevar a cabo el estudio y no interfiere con el respeto a los postulados
éticos.

Por todo ello, el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital
Universitario de Canarias Autoriza la realizacion de este estudio.

La Laguna, a 31 de marzo de 2016.

Firmado:

Dra. CONSUELO MARIA RODRIGUEZ JIMENEZ
Secretaria del Comité Etico de Investigacién Clinica
Hospital Universitario de Canarias

Ofra, s/n. La Cuesta
38320 La Laguna. Santa Cruz de Tenerife.
Tel.: 922 67 80 00 - Fax: 922 65 38 08 261259
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