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I. RESUMEN

México actualmente tiene dos problematicas respecto a sus reservas de agua potable,
una de ellas es su ineficiente suministro, asi como la mala calidad microbiolégica del
agua, permitiendo con esto la proliferacion de microorganismos patégenos incluyendo
algunas especies patdégenas de amebas de vida libre (AVL). Acanthamoeba, es una
AVL frecuentemente aislada del ambiente, asi como de suministros de agua potable,
aire y suelo. Ademas, es un parasito oportunista que provoca diversas patologias,
tales como: la encefalitis amebiana granulomatosa (EAG), acantamebiosis cutanea
(AC) y queratitis amebiana (QA).

En el presente estudio se obtuvieron 85 muestras, de las cuales se aislaron e
identificaron 205 aislados amebianos, pertenecientes a 13 géneros: Acanthamoeba,
Amoeba, Hartmannella, Naegleria, Platyamoeba, Rhizamoeba, Rosculus, Sappinia,

Stachyamoeba, Vahlkampfia, Vannella, Vexillifera y Willaertia.

Acanthamoeba fue el género registrado con mayor frecuencia en las muestras, con un
porcentaje del 41.46 %. Las especies aisladas fueron: A. astronyxis, A. castellanii, A.
culbertsoni, A. griffini, A. polyphaga, A. quina, A. rhysodes, Acanthamoeba sp. y A.

triangularis.

Mediante analisis estadisticos se confirmé que los parametros fisico-quimicos
medidos al agua no tienen relacion con la presencia de Acanthamoeba en las

muestras.

En conclusidn, la presencia de Acanthamoeba es una sefial de alerta sobre la mala
calidad del agua potable de la Zona Metropolitana del Valle de México, ya que este
organismo representa un riesgo potencial de adquirir enfermedades asociadas a este
género, asi como la capacidad que tienen otros organismos patégenos de usar estas
amebas como medio de proteccidn, dispersion y potencializacion de su patogenicidad.
Cabe mencionar que es grave que las normas de calidad de agua potable no
contemplen a este organismo como no permitido, ya que esto trae como
consecuencia un contacto directo que podria convertirse en un problema de salud

publica importante.



II. INTRODUCCION

1. Amebas de Vida Libre (AVL)

El termino ameba deriva del griego amoibe, que significa “cambio”, refiriéndose al
constante cambio de forma que presentan estos organismos (Garcia et al., 2011).
Las amebas mas “sencillas” morfologicamente hablando, son las llamadas
Gimnamebas o “amebas desnudas”, las cuales se consideran generalmente como
un solo "grupo funcional", a pesar del hecho de que son muy diversas y

sistematicamente heterogéneas (Smirnov y Brown, 2004).

1.1 Caracteristicas generales de las AVL

Estos organismos son unicelulares, su cuerpo esta rodeado por una membrana
plasmatica, la cual puede estar recubierta por una capa pegajosa de
mucopolisacaridos llamada glicocaliz (Brusca y Brusca, 2002). Los organulos
celulares pueden distinguirse en el citoplasma como en aquellas células de
animales pluricelulares. En las areas periféricas y centrales del citoplasma se
observa el hialinoplasma y el granuloplasma. El granuloplasma tiene una
apariencia mas granular y es usualmente mas rigido, este se encuentra en estado
coloidal y aqui se localizan el nucleo, cristales y los organulos citoplasmaticos. El
hialinoplasma parece mas transparente (hialino) y a diferencia del granuloplasma,
es mas fluido (Hickman et al., 2001; Smirnov y Brown, 2004).

La locomocion de las amebas se lleva a cabo mediante proyecciones del
citoplasma llamadas “pseuddpodos” o pies falsos, los cuales participan en el
movimiento e incluyen tanto al granuloplasma y el hialoplasma. Ademas, la
mayoria de las amebas pueden formar sub-pseuddpodos, los cuales son
pequefias proyecciones hialinas de diferentes formas los cuales no forman parte

de la locomocion, tal es el caso de los organismos pertenecientes al género



Acanthamoeba, los cuales forman sub-pseudépodos filamentosos Illamados
acantopodos (Hickman et al., 2001; Smirnov y Brown, 2004). El extremo posterior
de algunas amebas se llama uroide, el cual tiene una forma caracteristica entre

cada especie de ameba.

Los pseuddépodos también intervienen en el proceso de alimentacién de las
amebas, es decir, mediante el proceso de la fagocitosis. En este proceso los
pseuddpodos fluyen rapidamente hacia el alimento, lo rodean y asi se forma una
vacuola alimenticia. Posteriormente el citoplasma circundante de la ameba
secretard enzimas para degradar el alimento y posteriormente seran absorbidas
por el citoplasma, los restos no digeridos seran dejados atrds mientras la ameba
avanza (Figura 1). La membrana celular de la ameba es parcialmente permeable,
el exceso de agua es colectado en una vacuola esférica que aumenta de volumen
gradualmente y posteriormente se contrae haciendo que el agua acumulada sea

expulsada hacia el exterior (Mackean, 2004).

Pseuddpodo

74 Granuloplasma
Vacuola

contractil o b Hialinoplasma

« Amebostoma

Orgénulos

: Vacuola Membrana '\ ' celulares y
Uroide

alimenticia celular =¥ cristales

Figura 1. Esquema general donde se muestran los componentes morfol6gicos generales de una
gimnameba.



Debido a la exposicion continua de las amebas a los constantes cambios en el
ambiente, estas poseen un estadio de resistencia o latencia llamada quiste. El
quiste es una estructura generalmente redonda u ovalada, la cual estd compuesta
de dos capas: el endoquiste y exoquiste. Los quistes estan metabdlicamente
inactivos y pueden permanecer viables por mas de 20 afios bajo condiciones de

deshidratacion y 24 afios en agua a 4°C (Coulon et al., 2010) (Figura 2).

Lipidos encapsulados

- Exoquiste
9 Pared

Endoquiste quistica

Membrana
plasmatica

. Poro de
Nucléolo exquistacion

Figura 2. Esquema general donde se muestran los componentes morfolégicos de un quiste de
una gimnameba. Tomado de Biocyclopedia, 2012.

1.2 Ecologia de las AVL

En la naturaleza, las gimnamebas se encuentran como amebas de vida libre
(AVL). El termino AVL no se refiere a una categoria taxondmica, sino que esta
relacionado a un grupo heterogéneo de organismos que viven en Ios mismos
biotopos, pero estos han sido seleccionados en base a su parecido morfolégico y
etiologico, en lugar de su relacién filogenética (Winiecka-Krusnell y Linder, 2001).
Tienen una distribucion cosmopolita en la naturaleza y son habitantes normales de
ecosistemas microbianos del agua y suelo; también se pueden encontrar en forma
quistica en el aire, vehiculo que emplean como medio de dispersion (Rodriguez-
Zaragoza, 1994; Peralta y Ayala, 2009; Thomas et al., 2009).



Las AVL viven en las interfaces: agua-suelo, agua-animal, agua-planta, agua-aire,
etc., donde pueden alimentarse de bacterias, hongos, levaduras, algas y algunos
protozoos, incluidas amebas (Rodriguez-Zaragoza, 1994). Debido a que las AVL
estan expuestas a constantes cambios en su ambiente, poseen por lo menos dos
etapas de desarrollo: el trofozoito y el quiste. El trofozoito, es la forma activa, en
esta etapa la ameba se alimenta activamente de bacteria y detritus del ambiente
y/o se reproduce por fision binaria. El quiste, es la forma inactiva pero resistente,
gue desarrolla la ameba para protegerse de los cambios del medio en el que esta
expuesta, tales como un pH desfavorable, presion osmoética, desecacion, falta de
alimento, presencia de sustancias quimicas (desinfectantes y antimicrobianos) y
agentes fisicos (calor, congelamiento y radiacion ultravioleta). La ameba exquista
cuando las condiciones del medio comienzan a ser favorables (Greub y Raoult,
2004; Schuster y Visvesvara, 2004; Visvesvara et al., 2007).

1.3 Principales grupos de AVL

Las AVL pueden dividirse en dos grupos principales: Tecamebas o amebas
tecadas y Gimnamebas o amebas desnudas. En el grupo de las gimnamebas
existe un conjunto pequefio de amebas anfizéicas, es decir, organismos capaces
de vivir en el medio ambiente y actuar como parasitos oportunistas en animales y
en el hombre (Rodriguez-Zaragoza, 1994; Winiecka-Krusnell y Linder, 2001;
Galarza et al., 2006). Estas ultimas, producen enfermedades de curso diverso;
desde cuadros agudos y fatales con componentes de predominio necrotico a
enfermedades crénicas con reaccion inflamatoria granulomatosa (Peralta y Ayala,
2009; Thomas et al., 2009; Uribarren, 2011; Hall, 2012; Castrillon y Orozco, 2013).

De las numerosas especies de AVL descritas, solo cuatro géneros con sus
respectivas especies son consideradas patdgenas para el hombre: Balamuthia
mandrillaris, Sappinia diploidea, Naegleria fowleri y el género Acanthamoeba con
11 especies: Acanthamoeba astronyxis, A. castellanii, A. culbertsoni, A. griffini, A.

hatchetti, A. lenticulata, A. lugdunensis, A. palestinensis, A. polyphaga, A. quina,



A. rhysodes y A. triangularis (Xuan et al., 2008; Ledee et al., 2009; Crum-
Cianflone, 2011; Uribarren, 2011).

De los géneros de AVL mencionados, Acanthamoeba ha sido el més estudiado en
los ultimos afios debido a su abundancia y a la importancia médica que ha
adquirido con el paso del tiempo, debido a que es el agente causal en humanos de
la queratitis amebiana (QA), encefalitis amebiana granulomatosa (EAG) y
acantamebiosis cutanea (AC) (Booton et al., 2004; Bonilla-Lemus et al., 2007;
Siddiqui y Khan, 2012).

2. Ubicacion Taxon6émica de Acanthamoeba

La clasificacion de los protozoos y de otros microorganismos por encima del nivel
de organizacion de las bacterias siempre ha sido dependiente de la microscopia,
porque el tamafio del organismo involucrado, generalmente va desde so6lo un
micrometro a uno o dos milimetros de longitud. Las estructuras de estas especies
son utiles en los estudios comparativos de su morfologia y por tanto de su
taxonomia y sistematica. Las propiedades fisiologicas de los protozoos también
han desempefiado un papel importante en la clasificacion de estos
microorganismos eucariotas. Gracias a la creciente importancia en la utilizacion de
métodos moleculares, ha sido posible lograr grandes hallazgos que han permitido
conocer mas sobre estos organismos, como Su sistematica, taxonomia y las

interrelaciones evolutivas de los principales grupos de protozoos (Aladro, 2006).

Durante muchas décadas, comenzando con las publicaciones de Otto Butschli
(1880-1889), donde se establecid por primera vez la base de la clasificacion

sistematica de los protozoos, agrupandose en cuatro categorias (Figura 3):



Mastigoforos .
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Figura 3. Clasificacion propuesta por Otto Butschli (Adl et al., 2005).

Un siglo después, la Sociedad de Protozoologia propuso una nueva clasificacion,
basada en los avances en biologia molecular. Posteriormente Simpson y Roger en
los afios del 2002-2004, propusieron otra clasificacion, la cual fue mas aceptada
en su tiempo. De esta forma, las amebas quedaron agrupadas en dos de las seis
categorias (Amebozoa y Rhizaria) (Adl et al., 2005).

En 2005, Adl y col. propusieron una nueva clasificacion basados en un sistema
jerarquico carente de rangos como “clase”, “sub-clase”, “stper orden” u “orden”.
En el 2012, se realiz6 una revision de la clasificacion propuesta por Adl y col. en el
2005, en la cual se realizaron diversos cambios, tales como la eliminacion de
algunos grupos polifiléticos. De esta forma, los cambios en la clasificacion de
Acanthamoeba pueden verse resumidos en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Comparacién en la clasificacion de Acanthamoeba realizados por Adl y col. en los afios
2005 y 2012.
Adl et al., 2005 Adl et al., 2012

Supergrupo: Amoebozoa Liuhe, 1913, NEELleHVNile]felsl-F
emend. Cavalier Smith,1998 Supergrupo: Amoebozoa Lihe, 1913,
Primer rango: Acanthamoebidae emend. Cavalier-Smith, 1998
Sawyer y Griffin,1975 Primer rango: Discosea Cavalier-Smith
(Acanthamoeba). et al., 2004
Segundo rango: Longamoebia
Cavalier-Smith
y Smirnov en
Smirnov et al.,
2011.
Tercer rango: Centramoebida
Rogerson y
Patterson, 2002,
emend.
Cavalier-Smith,
2004
(Acanthamoeba)

2.1 Morfologia y ciclo de vida de Acanthamoeba

Los organismos del género Acanthamoeba, al igual que la mayoria de las AVL,
presenta dos estadios durante su ciclo de vida: la forma vegetativa llamada

trofozoito y la forma de resistencia llamada quiste (Khan, 2009).
2.1.1 Trofozoito
El trofozoito de Acanthamoeba exhibe en su superficie sub-pseudépodos en forma

de espina, llamados acantopodos. Los acantépodos son mas o menos importantes

en la adhesion a las superficies (biolégicas o inertes), mecanismo el cual esta



asociado a su patogenicidad. Estos acantopodos son estructuras cito-esqueléticas
gue sobresalen desde la parte principal del cuerpo de la ameba la cual posee
citoplasma hialino. Cuando estos acantépodos se forman, excluyen varias
vacuolas y particulas que normalmente estan presentes en el interior de la célula.
Acanthamoeba tiene movimientos lentos y multidireccionales, su didmetro oscila
entre 15 y 50 um. Es uninucleada, este nucleo es aproximadamente la sexta parte
del tamafio del cuerpo del trofozoito, es céntrico y con un nucléolo denso. El
citoplasma es finamente granular y contiene numerosas mitocondrias, ribosomas,

vacuolas alimenticias y una vacuola contractil (Figura 4) (Crum-Cianflone, 2011).

¥ Acantépodo

Nucléolo ‘;\

Vacuola < Vacuola

contractil alimenticia

Figura 4. Esquema del trofozoito de Acanthamoeba donde se muestran algunos de sus
componentes estructurales.

2.1.2 Quiste

Cuando las condiciones ambientales no son favorables para la ameba, entra al
proceso de enquistamiento, es decir, de la formacién del quiste. A diferencia del
trofozoito, el quiste presenta una considerable variacion morfologica entre las
diferentes especies de Acanthamoeba y esta variacion permite su identificacion
taxondmica. El quiste maduro presenta una doble pared, lo que le confiere
resistencia en el ambiente. Este quiste se compone de dos partes: ectoquiste y el
endoquiste. El ectoquiste posee una forma irregular que contiene proteinas y

lipidos, por su parte, el endoquiste esta compuesto principalmente de celulosa y



puede presentarse en forma esférica, hexagonal o poligonal, ademas presentan
poros u ostiolos, los cuales son conexiones concavo-convexas que unen el
endoquiste con el ectoquiste y es por donde la ameba exquista. El diAmetro de los
quistes oscila entre los 10 y 25 um (Figura 5) (Visvesvara et al., 2007; Khan, 2009;
Gertiser et al., 2010; Castrillon y Orozco, 2013).

Figura 5. Esquema del quiste de Acanthamoeba. (A) Ampliacion de un brazo del quiste, donde se
puede observar el endoquiste (En) y el ectoquiste (Ec), asi como el poro de exquistacién

2.2 Clasificacion morfoldgica.

En base a su morfologia quistica, las especies de Acanthamoeba han sido
clasificadas en tres grupos principales (I-1ll). Esta clasificacion fue propuesta por
Pussard y Pons en 1977 y esta basada en el diametro del quiste, asi como en la

forma del exoquiste y del endoquiste (Cuadro 2) (Khan, 2006).
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Cuadro 2. Ubicacion del los quistes de las especies del género Acanthamoeba, de acuerdo a las
caracteristicas morfolégicas propuestas por Pussard y Pons en 1977 con sus respectivas especies
(Visvesvara, 1991; Marciano-Cabral y Cabral, 2003; Nagyova et al., 2010).

Especies de
Grupo Morfologia Estructura del quiste Acanthamoeba

Los quistes de estas amebas son
grandes, con un diametro de
18um 6 mas; el ectoquiste y el
endoquiste estan muy separados
entre si. El ectoquiste puede ser
liso o arrugado, el endoquiste es
mas o menos estrellado, ademas
el endoquiste se conecta con el
ectoquiste en el extremo de los
brazos y el opérculo esta
normalmente a nivel del
ectoquiste.

e A. astronyxis

e A. comandoni
¢ A. echinulata

o A. pearcei

¢ A. tubiashi

Las amebas del grupo son las
mas comunes en la naturaleza.
Este grupo también es el mas
grande e incluye a la mayoria de
las especies potencialmente
patégenas. Su didmetro de
quiste es 18 um o menos; el
ectoquiste 'y el endoquiste
pueden estar cerca entre si 0 un
poco separados el uno del otro.
El endoquiste es de forma
estrellada, poligonal, triangular, o
algunas veces redondo, globular
u ovoide y usualmente sus
brazos no estan bien
desarrollados, mientras que el
ectoquiste puede ser grueso o
delgado y por lo general es
ondulado. Tolerancia de
temperatura <40 °C.

o A. castellanii

o A. griffini

¢ A. hatchetti

e A. lugdunensis
¢ A. polyphaga
e A. quina

¢ A. rhysodes

¢ A. stevensoni

o A. triangularis
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e A. culbertsoni

Los quistes de estas amebas
miden menos de 18um, el
endoquiste es ovoide o globular,
pero puede tener de 3 a 5
esquinas suaves y es muy dificil
identificar las especies de este
grupo y el ectoquiste es
ondulado o liso. Tolerancia de
temperatura >40 °C.

e A. healyi

e A. jacobsi

¢ A. lenticulata

e A. palestinensis
¢ A. pustulosa

e A. royreba

A pesar de que las caracteristicas morfolégicas han sido Utiles para la
identificacion de las diferentes especies, hoy en dia la clasificacion morfolégica es
un poco ambigua y a menudo problematica. Se ha observado que dependiendo de
las condiciones del cultivo, la morfologia de los quistes puede variar, originando
con esto, una incorrecta determinacion taxonémica (Marciano-Cabral y Cabral,
2003; Nagyova et al., 2010).

2.3 Clasificacion Molecular

Debido a que la identificacion morfologica es subjetiva y poco certera, se han
disefiado métodos més confiables para la correcta identificacion de los organismos
pertenecientes a las especies de Acanthamoeba tales como: técnicas
inmunoldgicas, bioquimicas vy fisioldgicas, que incluyen el Western Blot, Rapd e
inmunofluorescencia, sin embargo, no han sido concluyentes para distinguir entre

las especies de Acanthamoeba (Ortega-Rivas, 2002).
Una de las técnicas mas utilizadas actualmente es la PCR (reaccién en cadena de

la polimerasa). Es una herramienta relativamente simple y de bajo costo, la cual

permite amplificar un segmento de ADN, a partir de secuencias cortas (alrededor
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de 20 nucledtidos) iniciadoras del segmento deseado, asi como la presencia de

nucleétidos y de la Taq polimerasa. Esta técnica consiste en tres etapas:

1) Desnaturalizacion del ADN; 2) alineacion de los iniciadores al segmento de
ADN problema y 3) sintesis del fragmento elegido. Esta técnica es muy util, ya que
permite identificar AVL en muestras ambientales asi como de muestras bioldgicas,
tales como tejidos provenientes de cOrnea, cerebro, piel y liquido cefalorraquideo
(Calderén, 2004).

De esta forma utilizando los productos de la PCR, se puede realizar la
genotipificacion de los organismos. Estos datos son muy Utiles para el estudio
taxondmico y de las relaciones epidemioldgicas, permitiendo asi las correlaciones
entre los aislamientos infecciosos y los fenotipos de las enfermedades, tales como

factores de virulencia y susceptibilidad a los antibidticos (Ledee et al., 2009).

Gast y col. en 1996, asi como Stothard y col. en 1998, propusieron clasificar a los
aislados de Acanthamoeba en base al ADN de la sub-unidad pequefia 18S del del
RNAr, cuyo tamafio va de 2300 a 2700 pb (Zhang et al., 2004; Corsaro y Venditti,
2010). En este analisis se utilizan los genes de la pequefia sub-unidad (SSU) del
RNAr nuclear y mitocondrial, y de esta forma se puede apoyar la estructura
morfologica del grupo (Caumo y Rott, 2011).

Asi, actualmente se han identificado por lo menos 17 diferentes genotipos (Cuadro
3) (T1-T17) (Kao et al., 2011; Magnet et al., 2012). Cada genotipo exhibe el 5% o
mas de divergencia en las secuencia entre los diferentes genotipos (Siddiqui y
Khan, 2012) (Cuadro 3). De estos 17 diferentes genotipos, se ha mostrado que el
90 % de los aislados de Acanthamoeba que producen infecciones pertenecen al
genotipo T4, sugiriendo que la abundancia de los aislados de T4 en infecciones
humanas esta asociada a su virulencia y/o propiedades que potencializan su
transmision (Marciano-Cabral et al., 2000).
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Cuadro 3. Especies de Acanthamoeba y los genotipos asociados a la Queratitis Amebiana y
Encefalitis Amebiana Granulomatosa (Maghsood, 2005; Schroeder et al., 2011; Durham, 2012;
Siddiqui y Khan, 2012).

Genotipo Especies de Patologias asociadas
Acanthamoeba
A. castellanii Encefalitis amebiana
granulomatosa (EAG)
AT2a A. palestinensis Queratitis amebiana (QA) y
(EAG)
AT2b — ccapl150173c-alike

T3 A. griffini QA
A. castellanii
A. lugdunensis
A. mauritaniensis
A. polyphaga QAY EAG
A. rhysodes
A. royreba
A. triangularis
A. lenticulata QAY EAG
A. palestinensis QA
A. astronyxis SAX
A. tubiashi SAX
A. comandoni SAX
A. culbertsoni QA Y EAG
A. hatchetti QA
A. stevensoni
A. healyi EAG
A. spp. SAX
A. spp. SAX
A. jacobsi QA
A. spp. SAX
A. spp. SAX

* Genotipo asociado con ambas enfermedades.
La base en la division del T2 en T2a y T2b ha sido propuesta por Maghssod y col. en 2005.
SA% - No se ha encontrado todavia asociacidn con alguna patologia.
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3. Importancia Médica

El primer reporte que indica que el género Acanthamoeba podria causar
enfermedad en el hombre data de 1958 y correspondi6é a una prueba de calidad de
la vacuna contra la poliomielitis en cultivos celulares, en la que aparecieron placas
gue se penso, inicialmente, podrian haber sido contaminadas por el virus de la
polio, porque ratones y monos posterior a la inoculacién con fluidos provenientes
de los cultivos, murieron a causa de una meningoencefalitis. Sin embargo, se
encontrd que las placas habian sido contaminadas por amebas cuyos trofozoitos y
quistes fueron identificados como pertenecientes al género Acanthamoeba (Jercic,
2007).

Culbertson (1971) mas tarde confirmd que, cuando se inoculaba Acanthamoeba
en ratones 0 en monos, la ameba mataba a los animales. El primer caso de
meningoencefalitis amebiana fue descrito por Jager y Stamm en 1972 (Schuster y
Visvesvara, 2004). En individuos sanos, Acanthamoeba puede causar infecciones
en el sistema nervioso central, asi como queratitis amebiana (Di Cave et al.,
2009). En individuos con inmunodeficiencia, puede causar infecciones en los
pulmones, higado, piel, asi como infecciones diseminadas por todo el cuerpo las
cuales son fulminantes (Visvesvara et al., 2007; Leiva et al., 2008). Las principales
patologias producidas por Acanthamoeba son la queratitis amebiana (QA), la
encefalitis amebiana granulomatosa (EAG) y la acantamebiosis cutanea (AC) las

cuales se explicaran a continuacion:
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3. 1. Queratitis amebiana (QA)

El primer descubrimiento de la queratitis producida por Acanthamoeba fue hecho

por Nagington y col. en 1973 en el Reino Unido, desde entonces, la queratitis

amebiana ha sido reconocida como una infeccibn microbiana importante. Un

factor de predisposicion es el uso de lentes de contacto, lesiones corneales

expuestas al polvo o al agua templada (de una bafiera o piscina), aunque los

mecanismos precisos asociados con este proceso no son todavia claramente

entendidos (Figura 6) (Booton et al., 2005; Khan, 2006; Gianinazzi et al., 200
Bonilla-Lemus et al., 2010).

9,

Contacto con suelo

contaminado
Uso de lentes de \ l

contacto contaminados

Uso de agua potable
contaminada

Uso desolucion
salina contaminada

Queratitis amebiana

Figura 6. Principales factores relacionados con la queratitis amebiana (QA).
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La queratitis amebiana se caracteriza por la inflamacion de la cornea, severo dolor
ocular y fotofobia, un anillo estromal infiltrado, desglose epitelial recurrente y una
lesion corneal refractante (Figura 6) (Visvesvara et al., 2007).

3. 2. Encefalitis amebiana granulomatosa (EAG)

La EAG puede adquirirse principalmente por medio de lesiones en la piel (via
hematdgena), asi como por la inhalacion directa de polvo o agua contaminada con
quistes o trofozoitos de Acanthamoeba que pueden llegar a los pulmones o bien,
penetrar directamente en el neuroepitelio olfativo y de esta forma llegar al sistema
nervioso central (SNC). La EAG esta generalmente asociada a individuos con
alguna enfermedad que afecte su sistema inmune, tales como: lupus eritematoso
sistémico, diabetes, falla renal, cirrosis, tuberculosis, Ulceras de piel, asi como VIH

positivo (Marciano-Cabral y Cabral, 2003) (Figura 7).

Quimioterapia

Encefalitis

’ amebiana R 20
Alcoholismo Inmunosupresion
1 granulomatosa

(EAG)

Figura 7. Factores relacionados con la encefalitis amebiana granulomatosa.
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Los sintomas de la EAG incluyen dolor de cabeza, confusion, nausea, vomito,
fiebre, letargo, cuello rigido, déficits neuroldgicos focales, pardlisis facial, asi como
incremento en la presion intracraneal (Marciano-Cabral y Cabral, 2003; Uribarren,
2011; Visvesvara et al., 2007).

3. 3. Acantamebiosis cutanea (AC)

La acantamebiosis cutanea es la infeccibn mas comdn en pacientes con VIH,
aungue también ha sido documentada en pacientes sin VIH. Ademas también se
presenta en personas con encefalitis amebiana, pacientes bajo terapia
inmunosupresiva, con transplante de 6rgano o en individuos con enfermedades
inmunoldgicas (Figura 8). Este padecimiento se caracteriza por la presencia de
nodulos eritematosos duros o Ulceras en la piel. Las manifestaciones tempranas
de acantamebiosis cutanea incluyen la presencia de papulo-nédulos que drenan
material purulento y luego se convierten en Ulceras que no sanan (Marciano-
Cabral y Cabral, 2003).

De esta forma, estas lesiones proveen una ruta de entrada al torrente sanguineo,
seguido por una diseminacion hematdgena a diferentes tejidos, el cual puede traer

consigo fatales consecuencias (Khan, 2006).

VIH positivo m—

Acantamebiosis

Transplante de

dérgano

cutanea

Inmunosupresion

Encefalitis

\

Figura 8. Factores relacionados con la acantamebiosis cutanea.
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4. Factores de Patogenicidad

Gran parte de los dafios causados por los trofozoitos de Acanthamoeba en el
curso de infecciones corneales o cerebrales, son el resultado de varios
mecanismos patogeénicos diferentes (Figura 9).

Estos mecanismos contribuyen directa o indirectamente en la invasion al
hospedero.

Factores directos de virulencia

Mecanismos contacto-dependientes

Adhesion
Apoptosis
Fagocitosis
Ecto-ATP asas

Mecanismos contacto -independientes

Enzimas hidroliticas
Proteinas formadoras de ameboporos

Factores indirectos de virulencia

Ubicuidad

Cambio fenotipico
Morfologia

Tolerancia fisiologia
Osmotolerancia
Tolerancia térmica
Formacion de biopeliculas
Quimiotaxis

Resistencia a antibiéticos
Endosimbiontes

Figura 9. Factores que contribuyen a la virulencia de Acanthamoeba (Khan, 2004).
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4.1 Endosimbiontes

La mayoria de los endosimbiontes de Acanthamoeba pueden incluir virus,
levaduras, protistas y bacterias, algunos de estos endosimbiontes pueden ser
potencialmente patégenos para lo humanos. Acanthamoeba es conocida por
albergar al virus mas grande conocido, Mimivirus, ademas de otros virus
(adenovirus, virus de la polio , virus ECHO , enterovirus o virus de la estomatitis
vesicular), levaduras (Cryptococcus neoformans, Blastomyces dermatitidis,
Sporothrix schenckii, Histoplasma capsulatum, Streptomyces californicus vy
Exophiala dermatitidis), protistas (Cryptosporidium y Toxoplasma gondii) vy
bacterias (Rickettsia spp., Escherichia coli O157, Legionella pneumophila,
Helicobacter pylori, Pseudomona aeruginosa, Vibrio cholerae, Listeria
monocytogenes y Mycobacterium avium). Estos endosimbiontes son resistentes a
la fagocitosis, es decir, tienen la capacidad de sobrevivir y reproducirse dento de
la ameba, causar lisis y liberarse nuevamente al ambiente. Ademas, cuando el
trofozoito de Acanthamoeba pasa a la forma quistica, los endosimbiontes que se
encuentren en su interior se quedaran dentro de ella. De esta forma las amebas
no solo les brindan a estos organismos un medio de dispersion, sino también un
mecanismo de proteccién para invadir ambientes hostiles, asi como el de
potencializar la patogenicidad de algunos endosimbiontes y hasta de la misma
ameba (Greub y Raoult, 2004; Castro, 2012; Siddiqui y Khan, 2012; Goiii et al.,
2013).

5. Aspectos ecoldgicos

Como anteriormente se hizo referencia, Acanthamoeba tiene una distribucion
cosmopolita, incluyendo un amplio ambito de nichos ecoldgicos, los cuales estan

cerca de los seres humanos (Bonilla et al., 2010).

Se ha demostrado que algunas AVL como Acanthamoeba pueden sobrevivir a los
procesos de purificacion del agua, debido a que los filtros usados en los primeros
pasos para su desinfeccion propician un crecimiento de microorganismos,

incluyendo a los protozoos. Los filtros de carbono activado usados en las ultimas
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etapas de purificacion, también son colonizados por las AVL, y éstas a su vez
pueden liberar bacterias. Aqui también se forman biopeliculas flotantes las cuales
son extremadamente resistentes a la desinfeccion con cloro (Thomas et al., 2008).
Ademas, la estructura compleja de la pared del quiste le confiere una gran
resistencia a condiciones ambientales adversas, desinfectantes y al cloro (Thomas
et al.,, 2008). Acanthamoeba ha sido recuperada de varios sistemas de agua
potable, proveniente de la llave, cisternas, piscinas, sistemas de enfriamiento y
tuberias de hospitales (Kilvington et al., 2004; Thomas et al., 2006; Garcia et al.,
2013).

6. Sistemas de distribucién de agua potable

6.1 Panorama general del agua en México

El agua es un componente vital del ambiente, como también un valioso recurso
natural para el hombre, ya que es el medio donde viven numerosas especies,
forma parte de los ciclos de la naturaleza que sustentan tanto la vida como las
caracteristicas de los ecosistemas (incluyendo los originados por actividades
humanas), y es también medio o insumo de distintas actividades econémicas
(Pérez, 2004).

Los recursos de agua dulce de México lo ubican como uno de los paises con
riqueza media en este recurso, los cuales se caracterizan por tener una
disponibilidad anual per cépita de 500 a 10,000 m*, en el caso de México, esta es
de 5,000 m® aproximadamente. Las fuentes de agua dulce son tanto superficiales
como subterraneas; en el primer caso se trata de cuerpos de agua como: lagos,
lagunas, presas y rios, en tanto que las fuentes de agua subterranea son mantos
acuiferos constituidos por arena, grava o roca que contiene agua. Es importante
sefalar que existen interconexiones entre los cuerpos de agua superficiales y
subterraneos, asi como el hecho de que los cuerpos superficiales naturales
integran cuencas hidroldgicas, las cuales representan sistemas ecoldgicos en los

gue los escurrimientos principales estan interconectados (vierten en lagos si la
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cuenca es cerrada, o en el mar, si es abierta), lo cual es particularmente relevante

para cualquier intento de uso racional de este recurso (SEMARNAT, 2000).

6.2 Aguas superficiales

México posee 314 cuencas hidrolégicas en las cuales fluyen los numerosos
arroyos del pais. La Comision Nacional del Agua (CNA), ha agrupado a tales
cuencas en 37 regiones hidrolégicas para hacer mas eficaz la administracion de
los recursos hidraulicos, las que, a su vez, las agrupan 13 regiones mayores de
tipo administrativo para facilitar la creacion de organismos de cuenca como parte

de sus esfuerzos de descentralizacion de funciones (SEMARNAT, 2000)
6. 2. 1 Region Hidrologica Administrativa Xl

La Region Hidrolégico-Administrativa XlII tiene una superficie total de 16, 426 km?,
y estd conformada por 100 municipios de tres Entidades Federativas (México,
Hidalgo y Tlaxcala) y las 16 delegaciones politicas del Distrito Federal. Esta region
es la mas poblada de las 13 regiones hidrolégico administrativas del pais, la de
menor extension territorial y por lo tanto la de mayor densidad de poblacion, a tal
grado que este indicador equivale a casi 24 veces la densidad de poblaciéon media
nacional (SEMARNAT, 2009).

6.2.1. 1 Agua potable de la Zona Metropolitana de México

La extraccion para Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM) es de 2, 922
hm? / afio, lo que significa que se esta rebasando la disponibilidad natural de la
cuenca en un 173 %. Del total de agua extraida para la Ciudad de México, 67 %
proviene de fuentes propias de la cuenca; otro 21 % se importa de los sistemas

Cutzamala y Lerma, solo el 13 % proviene de aguas de reuso (Ortega, 2011).
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La cobertura de agua potable en la ZMVM fue del 96.8 % en el 2010, la cobertura
de agua potable incluye a las personas que tienen agua entubada dentro de la
vivienda, fuera de la vivienda y de la llave publica. Sin embargo, los habitantes con
cobertura no necesariamente disponen de agua con calidad para consumo
(CONAGUA, 2012).

6. 2. 1. 2. Calidad del agua potable de la Zona Metropolitana del Valle

de México

La salud humana depende en gran medida de la calidad del agua que se
consume, la presencia de ciertos elementos y compuestos quimicos en el agua
pueden generar una amplia gama de enfermedades que pueden ir desde
infecciones intestinales, hasta la muerte, pasando por mutaciones genéticas y

enfermedades crénico-degenerativas.

Para que el agua sea potable, debe de pasar por una serie de tratamientos, los
cuales garantizan agua de calidad apta para consumo y/o uso. El tren de
tratamiento al que se somete el agua en México es por demas sencillo y se realiza

€n cuatro pasos:

1) Floculacion: Efectuada por la adicion de sulfato de aluminio y potasio
(alumbre)

2) Clarificacion: Se deja sedimentar los floculos obtenidos

3) Filtracién en lecho de arena

4) Cloracién

Cabe resaltar que el procedimiento de potabilizacién del agua en otros paises es
mas completo si se compara con el que se realiza en México, ya que este se
realiza en 12 pasos, los cuales incluyen procedimientos avanzados como el uso

de ozonizacién, carbono activado y luz UV (Lenntech, 2014).
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La problematica en cuanto a la calidad del agua va mas alla de la sencillez de su
método de potabilizacion, sino que también incluye la normatividad que rige los
parametros que aseguran su potabilidad, es decir, la Norma Oficial Mexicana
(NOM-127-SSA1-1994) la cual solé contempla como organismo no permitido a E.
coli u otros coliformes. En cambio la guia de calidad del agua potable de la OMS
publicada en el 2006, menciona una amplia lista de organismos que representan
un riesgo para la salud, entre los cuales se encuentra Acanthamoeba debido a su
gran resistencia a altas concentraciones de cloro y a otros tipos de desinfeccién
como el carbono activado. De esta forma se demuestra que la calidad del agua
potable en México es de cuestionarse debido a que, tanto los procesos como las
normas de regulacion de la calida del agua son ineficientes para el control de

organismos potencialmente patégenos (OMS, 2006).
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lIl. ANTECEDENTES

Durante las dos ultimas décadas, el estudio de AVL en especial las patdgenas, ha
comenzado a ser tema de interés debido a su importancia médica y ecoldgica. Ya
gue hoy en dia son bien conocidas como patdgenos causantes de infecciones
serias y mortales y que ademas tienen un rol importante en los ecosistemas y
actlan como reservorios de procariontes (Schuster y Visvesvara, 2004; Khan,
2006).

Sin embargo, las enfermedades producidas por amebas de vida libre solo se
reconocen aparentemente, a partir de 1948, cuando se comunic6 de un caso de
un soldado japonés de 22 afos, el cual fue capturado como prisionero de guerra
en Nueva Guinea y fallecid siete semanas mas tarde con una infeccion amebiana
diseminada. E. H. Derrick realizd la autopsia y atribuyd la causa de muerte a
lodamoeba butschlii, agente que habia sido considerado por algunos cientificos

como Naegleria y otros por una acantamebida (Khan, 2006).

El segundo caso de infeccibn humana por AVL, del cual se tiene informacion,
sucedié en 1960, en Tucson, Arizona. J. W. Kernoham y col. publicaron el caso
de una nifia de seis afios de edad que falleci6 con una lesién cerebral, en forma
inicial e inexactamente adjudicado a /. bdtschlii, pero mas tarde se probd que era
debido a Acanthamoeba sp. (Oddo, 2006).

Una serie de antecedentes citados en una publicacion de Nwachuku y Gerba en
el 2004, sefalan algunos estudios realizados en Egipto, Alemania, Inglaterra,
China, etc., en los cuales se muestra la presencia de Acanthamoeba en agua
potable de domicilios particulares y en hospitales, dando un panorama histérico-
global de la presencia de Acanthamoeba en este recurso vital.

Dado su relevancia médica, se han realizado muchos estudios acerca de la
presencia de Acanthamoeba en agua potable. Uno de ellos fue realizado por
Boost y col. en el 2008, en donde analizaron agua potable de 100 domicilios de
Hong Kong y el 10 % de las muestras fueron positivas para Acanthamoeba, la
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mayoria de estas muestras positivas pertenecian a construcciones de mas de 20

anos.

Shoff y col. en el 2008, tomaron un total de 283 muestras de agua de la llave
proveniente del sur de Florida, E.U. durante 2 afios, de las cuales solo 55 fueron
positivas para AVL. Acanthamoeba fue el tercer género mas frecuentemente
aislado en las muestras. Ademas realizaron pruebas de tolerancia de cloro, en la

gue 85 % de los aislados sobrevivieron a una dosis de 5mg/L de cloro.

Edawa y col. en el 2009, analizaron un total de 374 muestras de 113 puntos de
muestreo, de las cuales 307 muestras provenian de plantas de tratamiento en
Osaka, Japdn, mientras que las otras 67 muestras provenian del rio que alimenta
la planta de tratamiento. En resumen, 257 muestras fueron positivas para AVL de
las que se obtuvieron 800 aislados amebianos, de estos el 19 % correspondieron

a Acanthamoeba.

Hoffman y Michel en el 2001, realizaron un estudio en una planta de tratamiento
de agua en Alemania, cuyo objetivo principal era conocer la calidad de purificacién
del agua, en los que se mostré que durante el curso de la purificacién, el nimero
de amebas se redujo efectivamente, aunque un nimero reducido de amebas tales

como Acanthamoeba persistié hasta la ultima etapa de tratamiento.

Jeong y Yu en el 2005, colectaron 207 muestras de agua potable y de plantas de
tratamiento de agua en el area de Pusan, Corea del Sur. Obteniendo un total de
46.9 % de muestras positivas para AVL y de este total el 5.8 % correspondieron al
género Acanthamoeba. Mostraron ademas que el nivel de calidad de purificacion
de la planta de tratamiento es muy buena, ya que no se encontré ninguna AVL

después de pasar por la fase de carbo6n activado.

Lorenzo-Morales y col. en el 2005, determinaron la presencia de Acanthamoeba
en agua potable en 59.5 % de las muestras, de este porcentaje se determiné que
el 69 % de estos aislados mostraban osmotolerancia, termotolerancia y potencial

patogeno.
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En México se pueden citar los siguientes:

Rivera y col. en 1979, analizaron el agua de la llave de 25 domicilios localizados
en el Distrito Federal, aislando Acanthamoeba astronyxis y A. castellanii
principalmente. Ademas mencionan que el agua con mayor grado de
contaminacion biolégica proviene del este y oeste del D. F. seguido por el norte,

centro y sur.

Més recientemente Bonilla-Lemus y col. en 2010, tomaron 27 muestras de agua
proveniente de la llave principal, cisterna, tanque cisterna y lavamanos. Sus
resultados mostraron la presencia de Acanthamoeba en un 70.37 %, en la que la
mayoria de los aislados provenian de las cisternas (48.89 %) seguido por los
tanque cisterna (15.56 %), los lavamanos (15.6 %) y por ultimo la entrada principal
de agua (13.33 %). Los parametros fisico-quimicos no mostraron correlacion
significativa, a excepciéon de la temperatura la cual obtuvo correlacion negativa (-

0.24) con respecto a los aislados.
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V. JUSTIFICACION

Actualmente en México existen varias problematicas respecto al agua potable, una
de ellas es la mala calidad microbiolégica, debido a que existen muchos factores
gue permitien la proliferacién de microorganismos patégenos incluyendo a algunas
especies patdgenas de amebas de libre (AVL). Acanthamoeba se encuentra
frecuentemente en el ambiente, asi como en suministros de agua potable debido a
gue es resistente a los métodos de desinfeccion tales como la cloracion. Ademas,
€S un parasito oportunista que provoca diversas patologias, tales como: la
encefalitis amebiana granulomatosa, acantamebiosis cutanea y la queratitis

amebiana.

En México, los casos de Encefalitis Amebiana Granulomatosa y Queratitis
Amebiana ocasionados por las especies del género Acanthamoeba son casi
desconocidos, esto puede deberse principalmente al desconocimiento que se
tiene sobre estos padecimientos asi como a un mal diagnéstico realizado al
paciente, ya que en el caso de la encefalitis, el agente causal puede ser

confundido con virus, bacterias, hongos o cisticercos.

Independientemente de la patogenicidad de algunas especies del género
Acanthamoeba, estas amebas tienen la capacidad de albergar organismos
patogenos intracelulares, los cuales pueden servir como vectores de
enfermedades en los seres humanos. Se ha demostrado que el crecimiento
intracelular dentro de las amebas aumenta la resistencia bacteriana a los
antibioticos y biocidas, potencializando la virulencia de la bacteria y de la ameba.
Tal es el caso de Legionella pneumophila, Mycobacterium avium y Helicobacter
pylori, por mencionar algunas. Por lo tanto, la presencia de organismos
pertenecientes al género Acanthamoeba en las muestras de agua potable de la
ZMVM seran indicadores de la calidad del agua y de esta forma se podra advertir

a los usuarios del riesgo de exposicion a esta amebas potencialmente patdgenas.
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V. OBJETIVOS

Objetivo General

R/
L X4

Aislar amebas del género Acanthamoeba de la Zona Metropolitana del Valle
de México (ZMVM)

Objetivos particulares

X/
°e

Aislar y cultivar las amebas del género Acanthamoeba provenientes de las
muestras de agua potable de la Zona Metropolitana del Valle de México
(ZMVM).

Identificar taxonémicamente por criterios morfolégicos las amebas aisladas

del género Acanthamoeba

Determinar la relacion de los factores fisicoquimicos (temperatura,
conductividad, pH y cloro libre residual) en la presencia de amebas del
género Acanthamoeba en el agua potable de la ZMVM

Senfalar los sitios de la ZMVM positivos para Acanthamoeba

Emitir recomendaciones preventivas para los habitantes de los sitios

muestreados
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VI. AREA DE ESTUDIO

Se seleccionaron al azar 45 lugares de muestreo, de los cuales 16 son

delegaciones y 29 municipios de la ZMVM (Figura 10).

ESTADO DE MEXICO

MORELOS

HIDALGO

Delegaciones del Distrito Federal Municipios del estado de México

1, Tlalpan 11. Cuauhtémoc |17, Juchitepec 28, Tulttian

2. Milpa Alta 12. Miguel Hidalgo | 18, Tepetixpa 29, Cuauitian

3. Xochimilco 13. Cugjimalpa | 19, Ozumba 30, Teoloyucan

4, Tlahtac 14. Magdalena C. | 20. Amecamaca 31, Huehuetoca

5, |ztapalapa 15. GAM 21, Tialmanalco 32, Tialnepantia

8. Coyoacan 16. Azcapotzalco | 22, Temamatla 33, Atizapan de Z,

7. Alvaro Obregn 23,V. de Chalco 34, Naucalpan

8. Benito Judrez 24, Ixtapaluca 35, Huixquilucan

9, Iztacalco 26.Otumba 36, Jilotzingo

10. Venustiano Carranza 26, Ecatepec 37, Nicolas Romero
27, Coacalco 38, Cuautitan |

39. Tepotzotlan
40, Nezahualco-
41, Acolman

42, Tecémac
43, Zumpango
44, Teotihuacan
45, Tultepec

Escala aproximada [
1:580,000 l
] ] l ]

Limites
== |imie dela ZMVM
— Limite estatal

— Limite delegacional o municipal

Figura 10. Mapa del la Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM) donde se muestra los
sitios de muestreo marcados con color azul, cuyos nombres estan representados por un nimero.
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La Zona Metropolitana del Valle de México se asienta sobre la planicie aluvial que
dejaron los antiguos lagos de Texcoco, México, Chalco y Xochimilco en el interior
de la Cuenca del Valle de México, la cual se encuentra en la region central del
territorio nacional. Se ubica a los 19° 30’ de Latitud Norte y 99° 02’ de Longitud
Oeste, su altitud promedio es de 2,240 msnm (SMA, 2005; PAOT, 2010).

Territorialmente la ZMVM estaba constituida en el afio 2005 por las 16
delegaciones del Distrito Federal y 28 municipios metropolitanos del Estado de
México. Actualmente esta conformado por 60 municipios (59 del Estado de México
y uno de Hidalgo) y las 16 Delegaciones del Distrito Federal (INE, 2011). El area
Metropolitana del Valle de México colinda al norte con el Estado de Hidalgo, al
oriente con los Estados de Puebla y Tlaxcala, al sur con el Estado de Morelos;
entretanto, el occidente limita con la Cuenca del Panuco (Figura 9). La ZMVM
posee una extension de 4,715.3 km2 (3228.9 km2 del Estado de México y 1486.4
km? del Distrito Federal). Del total de la superficie, el 65.5 % es de uso urbano (43
% del D. F. y 22.5 % del Estado de México) y el 34.5 % restante es zona rural con

uso de suelo agricola, pecuario, forestal y areas de conservacion (SMA, 2005).

Los principales rios que recorren la ZMVM descienden de las sierras y constituyen
la denominada Cuenca del Rio Moctezuma que abarca toda el érea
metropolitana. En esta cuenca se localizan rios tales como Tacubaya, Los
Remedios, Mixcoac, Churubusco, Consulado, etc., estando los tres ultimos
entubados, asi como los canales Chalco, Apatlaco y Cuemanco, entre otros. Cabe
sefalar que algunas corrientes y cuerpos de agua mencionados han sido

confinados para el consumo local (SMA, 2005).
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VIl. MATERIAL Y METODOS

1.-TRABAJO DE CAMPO

1.1 Recolecta y transporte de las muestras de agua

La toma de muestras de agua se realiz6 en tubos de polipropileno con rosca de
volumen de 50 ml, previamente esterilizados. Se tomaron un total de 85 muestras
domiciliarias al azar y sin repeticion, provenientes de las 16 delegaciones y 29
municipios de la ZMVM. Las muestras fueron tomadas directamente del grifo y de
la cisterna, en caso de que el domicilio muestreado contara con esta ultima.
Posteriormente fueron transportadas a temperatura ambiente al Laboratorio de
Patogenos Emergentes de la Unidad de Investigacién Interdisciplinaria para las
Ciencias de la Salud y la Educaciéon (UIICSE) de la FES-Iztacala UNAM, para su

posterior analisis.

1.2 Registro de parametros fisico-quimicos de las muestras “in situ”

Se realizé la medicion de los siguientes factores: temperatura del agua (°C), pH,
conductividad (mS/cm®) y cloro libre residual (mg/L). Los pardmetros de
temperatura, pH y conductividad fueron medidos con un tester digital HANNA
modelo HI 98129. El cloro libre residual se midi6 mediante el Kit colorimétrico
HANNA modelo HI 3831F.

2.- TRABAJO DE LABORATORIO

2.1 Aislamiento y cultivo de amebas de vida libre

Las muestras de agua se procesaron acorde al método descrito por Smirnov y
Brown (2004) para aislar AVL, se tom6 un volumen de 40 ml de agua y se

concentrd por centrifugaciéon a 10,000 Xg durante 10 minutos. Se deseché el
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sobrenadante y la pastilla se sembr6 sobre placas con medio de agar no nutritivo
(NNE) adicionada con una capa de Enterobacter aerogenes inactivada por calor
(65-70 °C durante 30 min). La capa bacteriana sirve de fuente proteica para que
las amebas se desarrollen. Las placas sembradas se incubaron a 37 °C, en

posicion invertida, dentro de bolsas de plastico para evitar su desecacion.

Dependiendo del crecimiento amebiano posterior a la incubacién, se realizaron
observaciones a las placas con un microscopio invertido. Detectado el crecimiento
de amebas en las placas, se marcé la zona de mayor abundancia y con un
morfotipo similar, posteriormente se cort6 un trozo de agar (aproximadamente de 5
mm?) en condiciones de esterilidad, para resembrar en una placa nueva
(incubando a 37 °C).

2.2 ldentificacion morfolégica de las amebas aisladas

Una vez detectado el crecimiento amebiano (trofozoitos y quistes) en las placas de
NNE se prosiguié a su identificacion morfolégica. En condicion estéril, se vertid
1mL de soluciéon PBS sobre la placa y se realizé un barrido con un asa de vidrio,
concentrando la suspension acuosa con amebas, de esta forma se tomé una gota
de esta suspensién y se colocé en un portaobjetos para su posterior observacion
en el microscopio invertido de contraste de fases a 10, 20 y 40x (Nikon Eclipse
TS100). Para la identificacion taxondmica se observaron las caracteristicas tanto
del trofozoito como del quiste para compararlas con las caracteristicas
morfologicas que vienen en las claves taxondmicas de Page (1988). Se procedio

a tomar un registro fotografico con la camara (Nikon coolpix 990).

3. Métodos estadisticos

Mediante el coeficiente de correlacion de Pearson se determind si existe relacion
entre los factores fisicoquimicos y la presencia de Acanthamoeba en las muestras
(Bonilla-Lemus et al., 2010)
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Aislados amebianos

El estudio fue realizado en el periodo de abril del 2012 a julio del 2013

obteniendosé un total de 85 muestras de agua potable de domicilios del la ZMVM,

las cuales fueron obtenidas del grifo y de la cisterna. Cabe mencionar que no

todos los domicilios muestreados contaban con cisterna, por lo que se obtuvieron

45 muestras provenientes del grifo, mientras que el nimero de muestras de

cisterna fue de 40.

Del total de las 85 muestras recolectadas se obtuvieron 205 aislados amebianos,
los cuales pertenecen a los siguientes 13 géneros: Acanthamoeba, Amoeba,
Hartmannella, Naegleria, Platyamoeba, Rhizamoeba, Rosculus, Sappinia,

Stachyamoeba,Vahlkampfia, Vannella, Vexillifera y Willaertia (Figura 11).

Platyamoeba Vexillifera
Vannella 0.49%

1.95% Amoeba | Willoertia Stachyamoeba
1.95% 0.49%

Acanthamoeba

Vahlkampfia 41.46%
12.68% '

Naegleria
25.85%

Figura 11. Proporcion de géneros de AVL aislados de las muestras de agua la ZMVM.
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La presencia de estas amebas se debe principalmente a que el medio acuatico es
donde primordialmente se ve favorecido su crecimiento y reproduccion (Smirnov,
2004). Como se puede observar en la figura 7, el género Acanthamoeba fue el
mas frecuente en las muestras, en parte puede relacionarse a su caracter
cosmopolita y a su nivel de resistencia a los biocidas (cloro) atribuida a la

composicion de su quiste (Khunkitti et al., 1998; Byron et al., 2008).

Bonilla-Lemus y colaboradores en 2010 identificaron la presencia de
Acanthamoeba en agua potable de la Zona Metropolitana del Valle de México,
ademas de que este género fue uno de los mas frecuentes. Géneros como
Naegleria y Acanthamoeba tienen representantes patégenos importantes, cuyas
especies estan reportadas como agentes causales de enfermedades en humanos
y animales, por lo que es importante mencionar su presencia (Schuster y
Visvesvara, 2004; Hall, 2012; Jercic, 2007).

Del total de muestras analizadas en este estudio, la mayor cantidad de aislados
fue obtenida de las cisternas (Figura 12), esto podria deberse a dos factores
importantes: la pérdida gradual de cloro libre residual y a la presencia de
biopeliculas, las cuales se forman debido a la inadecuada limpieza y mal

mantenimiento de las cisternas (Shoff et al., 2008).

El cloro es utilizado principalmente como agente antimicrobiano debido a su
caracter fuertemente oxidante, el cual tiene un amplio espectro de eliminacion de
agentes patégenos, pero debido a que el agua es almacenada por periodos
prolongados, el cloro comienza a perderse y por ende su efecto antimicrobiano,
favoreciendo con esto el crecimiento y reproduccion de estos organismos
(Hoffman y Michel, 2001; Jeong y Yu, 2005; Shoff et al., 2008; Ozcelik et al.,
2012).

Otro factor muy importante al cual también puede atribuirse la presencia de estos
organismos en las muestras son las biopeliculas, las cuales estan formadas
principalmente por bacterias y otros organismos, formando de esta manera un

micro ecosistema (Thomas et al., 2010). Las biopeliculas le otorgan a los
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microorganismos que viven en ellas alimento, proteccion contra depredadores y
amortiguan cambios de pH, temperatura, osmolaridad y de presencia de cloro. De
esta forma, si no se eliminan las biopeliculas de los reservorios de agua, la
eficacia del cloro en organismos con potencial patégeno se ve inhibida (Serra,
2003; Thomas et al., 2009; Chang et al., 2010).

Negativo Grifo
25% 36%

Cisterna

39%

Figura 12. Total de porcentajes de aislados amebianos en cisterna, grifo y muestras negativas
para AVL.

Cabe resaltar que el porcentaje de presencia de aislados amebianos en el agua de
grifo fue alto (Figura 12), esto considerando estudios como los de Bonilla-Lemus et
al. (2010), donde la mayoria de los aislados son obtenidos de cisterna u otro
reservorio de agua. Esta situacidbn posiblemente pueda atribuirse a la mala
condicion de las tuberias por las que el agua atraviesa, ya que la mayoria de las
redes de distribucién de agua son antiguas y ademas la concentracion de cloro
libre residual del 99 % de las muestras fue cero, por lo que también este es un

factor que favorecio la presencia de amebas en las muestras.

En el cuadro 4 se muestra el listado de géneros y especies de AVL aisladas en el

presente estudio:
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Cuadro 4. Riqueza especifica de AVL aisladas de agua proveniente del grifo y cisterna de la
ZMVM

Acanthamoeba

* Acanthamoeba griffini

* A. culbertsoni

* A. castellanii 2 —

+ A, triangularis ‘\ S + Vexilifera sp.
* A. astronyxis =g

+ A sp

* . fnysodes Willaertia

* A. quina
+ Willaertia sp.

Naegleria

* Naegleria sp. ‘
» N. gruberi ' Rhizamoeba

* N. angularis * Rhizamoeba sp.

Vahlkampfia

« Vahlkampfia aberdonica Rosculus

+ V. avara g roRemng

. V. enterica "@ + Rosculus ithacus

+ V. inornata A\ :
+ V. sp.

+ V. ustiana Stachyamoeba

Sappinia  Stachyamoeba lipophora

+ Sappinia sp. £ Vannella
» Vannella platypodia

Hartmannella
* Hartmannella sp.

+ Amoeba sp.
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2. ldentificaciéon y taxonomia del género Acanthamoeba

La identificacion de los aislados pertenecientes al género Acanthamoeba fueron
realizados en base a la comparacion de las caracteristicas morfolégicas del quiste

con las claves taxonémicas de Page (1988).

De los 85 aislados de Acanthamoeba se lograron determinar 8 especies, 17
aislados solo pudieron ser determinados hasta género, debido a que sus
caracteristicas no coinciden con las descritas en las claves taxonémicas de Page
(1988). Este tipo de amebas fueron muy frecuentes en este estudio, ya que

estuvieron presentes en la mayoria de las muestras analizadas (Figura 13).

Acanthamoeba_ Acanthamoeba Acanthamoeba
quina griffini ulbertsoni Acanthamoeba

1% 1% 6% astellanii

7%

Acanthamoeba
rhysodes
21%

Acanthamoebasp.

Acanthamoeba

polyphaga
21%

Acanthamoeba
triangularis

13%
astronyxis

10%

Figura 13. Porcentaje de especies de Acanthamoeba aisladas del agua agua potable

La frecuencia fue semejante para dos especies, ya que A. polyphaga y A.
rhysodes obtuvieron el mismo porcentaje de presencia en las muestras. Es

importante mencionar que siguiendo la clasificacion morfolégica, ambas especies
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estan dentro del grupo de las patdgenas, debido a que pueden provocar ambas
patologias asociadas al género, tales como queratitis (QA) y encefalitis amebiana
granulomatosa (EAG), pero para asegurar la patogenicidad de los aislados, es
necesario someter estas muestras a analisis (Marciano-Cabral y Cabral, 2003;
Caumo et al.,, 2011; Magnet et al., 2012). Y en caso de que ninguno de los
aislados presentara genotipos patdégenos, la posible presencia de endosimbiontes
u organismos resistentes a la fagocitosis convierte a estas amebas en caballos de
Troya, facilitando que estos endosimbiontes puedan crecer, sobrevivir, aumentar
su virulencia y ser transportados a cualquier parte (Miltner y Bermudez, 2000;
Heinz et al., 2007; Thomas y Ashbolt, 2011; Ovrutsky et al., 2013).

El nimero de especies de Acanthamoeba aisladas fue elevado, pero tomando en
cuenta que en estudios realizados en Tenerife, Espafia donde el porcentaje de
presencia de Acanthamoeba fue de 59.5 %, Jamaica (36.1 %), Inglaterra (30 %),
Hong Kong (10 %), Corea del sur (7.7 %) y E.U (2.8 %), segun cifras publicadas
por Shanmuganathan y Khan en el 2009. Por lo que el porcentaje de muestras
positivas para Acanthamoeba (41.5 %) no dista mucho del de otros paises,
aungue es importante resaltar la mala calidad que tiene el agua potable en los

sitios muestreados.

De esta forma es de llamar la atencion que la Norma Oficial de agua para uso y
consumo humano (NOM-127-SSA1-1994) no contemple a Acanthamoeba como
un organismo peligroso que deba ser tomado en cuenta, puesto que es de suma
importancia a nivel salud y solo este contemplado en la Norma de Requisitos
Sanitarios y calidad de agua de albercas (NOM-245-SSA1-2010). Mientras que
otros paises como Australia, Inglaterra y E.U., regulan su presencia en el agua
potable y en el caso de E.U., la agencia de proteccion al ambiente con sus siglas
en inglés (EPA), establecio un catdlogo de regulacion de contaminantes

bioldgicos, dentro del cual esta contemplada Acanthamoeba (EPA, 2012).
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3. Taxonomia, descripciébn y registro fotografico de aislados de

Acanthamoeba

Como se mencioné anteriormente, la identificacion morfologica se realizo
mediante la comparacion de caracteres morfologicos tanto del quiste como del
trofozoito con las claves de Page (1988). La fase quistica madura es crucial para
identificar hasta especie, puesto que algunas diferencias entre especies son muy

notorias.

A continuacion se muestran las especies aisladas, asi como sus dos respectivas
fases en su ciclo de vida. Ademas de incluir un recuadro que indica el grado de
patogenicidad al que esta asociada la especie en la literatura consultada (Figuras
14-22).
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a) Acanthamoeba astronyxis (Ray y Hayes, 1954) Page, 1967

Ectoquiste

Todos o la mayoria de los
brazos del endoquiste
estan en contacto con el
exoquiste en el mismo
plano. Puede presentar
mas de 9 brazos.

Endoquiste

Diametro del quiste
192 -22 ym

Asociadas principalmente a Ia
EAG, aunque también puede
infectar oftros organos como
pulmones, corazén y glandulas
suprarrenales (Khan, 2006)

Figura 14. Acanthamoeba astronyxis. (A) Fotografia de la fase quistica donde se puede observar
el ectoquiste (Ec), endoquiste (En), nucleo (N) y brazo (Bz). (B) Fotografia de fase de trofozoito
donde se observan los acantépodos (Ac), la vacuola contractil (Vc), vacuola alimenticia (Va),
granuloplasma (Gp) y hialinoplasma (Hp). Ambas fotografias fueron tomadas con microscopio
invertido en contraste de fases 40X. El color rojo de la etiqueta de lado inferior derecho indica un
nivel de patogenicidad alto segun la bibliografia citada. Fotografias propiedad de Maria Jimena
Mendoza Romero.
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b) Acanthamoeba castellanii (Douglas, 1930) Volkonski, 1931

Reticulado, mds o

Ectoquiste menos esférico el
cual es grueso Yy

muy rugoso

Conectado al ectoquiste
por brazos conicos no

Endoquiste prominentes

Diametro del quiste

14 - 16um

Puede producir queratitis y/o EAG,
ademas de afectar otros drganos.
Esta ameba es frecuentemente
aislada de muestras clinicas
debido a su patogenicidad
(Siddiqui y Khan, 2012).

Figura 15. Acanthamoeba castellanii. (A) Fotografia de la fase quistica donde se puede observar
el ectoquiste (Ec), endoquiste (En), nucleo (N) y brazo (Bz). (B) Fotografia de fase de trofozoito
donde se observan los acantdépodos (Ac), la vacuola contractil (Vc), granuloplasma (Gp) y ndcleo
(N). Ambas fotografias fueron tomadas con microscopio invertido en contraste de fases 40X. El
color rojo de la etiqueta de lado inferior derecho indica un nivel de patogenicidad alto segun la
bibliografia citada. Fotografias propiedad de Maria Jimena Mendoza Romero.
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c) Acanthamoeba culbertsoni (Singh y Das, 1970) Griffin, 1972

Grupo lll

Reticulado, méds o
Ectoquiste menos esférico el cual
es grueso y muy rugoso

Regularmente redondeado,
6 en ocasiones ligeramente
poligonal

Endoquiste

Diametro del quiste

15-18 pm

Puede producir queratitis ylo EAG,
ademas de afectar otros drganos.
Esta ameba es frecuentemente
aislada de muestras clinicas

debido a su patogenicidad
(Siddiqui y Khan, 2012).

Figura 16. Acanthamoeba culbertsoni (A) Fotografia de la fase quistica donde se puede observar
el ectoquiste (Ec), endoquiste (En) y nucleo (N). (B) Fotografia de fase de trofozoito donde se
observan los acantépodos (Ac), la vacuola contractil (Vc), granuloplasma (Gp) e hialinoplasma
(Hp). Ambas fotografias fueron tomadas con microscopio invertido en contraste de fases 40X. El
color rojo de la etiqueta de lado inferior derecho indica un nivel de patogenicidad alto segin la
bibliografia citada. Fotografias propiedad de Maria Jimena Mendoza Romero.
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d) Acanthamoeba griffini (Sawyer, 1971)

Grupo I

ercano
cepto

Es vanable, algunas veces
esférico u ovoide, con o sin

Endoquiste brazos cortos, algunas
veces estelado, con un
numero promedio de 6
brazos bien desamollados
dando la apaniencia de un
engrane

Diametro del quiste

15 ym

Esta asociada principalmente
a la queratitis amebiana (QA)
(Maghsood, 2006)

Figura 17. Acanthamoeba griffini. (A) Fotografia de la fase quistica donde se puede observar el
ectoquiste (Ec), endoquiste (En), nucleo (N) y brazo (Bz). (B) Fotografia de fase de trofozoito
donde se observan los acantopodos (Ac), la vacuola contractil (Vc), nacleo (N) e hialinoplasma
(Hp). Ambas fotografias fueron tomadas con microscopio invertido en contraste de fases 40X. El
color naranja de la etiqueta de lado inferior derecho indica un nivel de patogenicidad medio seguin
la bibliografia citada. Fotografias propiedad de Maria Jimena Mendoza Romero.
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e) Acanthamoeba polyphaga (Pushkarew, 1913) Volkonski, 1931

Grupo I

Es menos plegado que en
A_ castellanii 6 A. mauritaniensis,

Ectoquiste este es delgado y muy separado
del endoquiste

Endoquiste muy irregular,
practicamente nunca es
Endoquiste estrellar._jo_ El  nimero
promedio de brazos del
endoquisteesde 4 a6

Diametro del quiste

14 ym

Puede producir queratitis y/o EAG,
ademas de afectar otros drganos.
Esta ameba es frecuentemente
dislada de muestras clinicas
debido a su patogenicidad
(Siddiqui y Khan, 2012).

Figura 18. Acanthamoeba polyphaga. (A) Fotografia de la fase quistica donde se puede observar
el ectoquiste (Ec), endoquiste (En), nucleo (N) y brazo (Bz). (B) Fotografia de fase de trofozoito
donde se observan los acantépodos (Ac), la vacuola contractil (Vc), ndcleo (N), granuloplasma
(Gp) e hialinoplasma (Hp). Ambas fotografias fueron tomadas con microscopio invertido en
contraste de fases 40X. El color rojo de la etiqueta de lado inferior derecho indica un nivel de
patogenicidad alto segun la bibliografia citada. Fotografias propiedad de Maria Jimena Mendoza
Romero.
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f) Acanthamoeba quina (Pussard y Ponds, 1977).

Grupo |

Ectoquiste

Puede ser esferico u
ovoide, pero también
puede presentar de 4 a
5 brazos.

Endoquiste Diametro del quiste

12 um

Esta asociada principalmente
a la queratitis amebiana (QA)
(Maghsood, 2005; Xuan et al.,
2008)

Figura 19. Acanthamoeba quina. (A) Fotografia de la fase quistica donde se puede observar el
ectoquiste (Ec), endoquiste (En) y nucleo (N). (B) Fotografia de fase de trofozoito donde se
observan los acantépodos (Ac), la vacuola contractil (Vc), granuloplasma (Gp), hialinoplasma (Hp)
y uroide (U). Ambas fotografias fueron tomadas con microscopio invertido en contraste de fases
40X. El color naranja de la etiqueta de lado inferior derecho indica un nivel de patogenicidad medio
segun la bibliografia citada. Fotografias propiedad de Maria Jimena Mendoza Romero.
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g) Acanthamoeba rhysodes (Singh, 1952) Griffin, 1972

Pseudo-reticulado

A menudo con Dbrazos
conicos © tubulares, la
minoria puede ser estelada
o con forma de engrane, Su
nimero promedio es de 7
8 brazos

Endoquiste

Diametro del quiste:

16- 18 ym

Puede producir queratitis ylo EAG,
ademas de afectar otros organos.
Esta ameba es frecuentemente
aislada de muestras clinicas
debido a su patogenicidad
(Siddiqui y Khan, 2012).

Figura 20. Acanthamoeba rhysodes. (A) Fotografia de la fase quistica donde se puede observar el
ectoquiste (Ec), endoquiste (En), nucleo (N) y brazo (Bz). (B) Fotografia de fase de trofozoito
donde se observan los acantépodos (Ac), la vacuola contractil (Vc), granuloplasma (Gp),
hialinoplasma (Hp) y nucleo (N). Ambas fotografias fueron tomadas con microscopio invertido en
contraste de fases 40X. El color rojo de la etiqueta de lado inferior derecho indica un nivel de

patogenicidad alto segun la bibliografia citada. Fotografias propiedad de Maria Jimena Mendoza
Romero.
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h) Acanthamoeba sp.

Ectoquiste

Es ovalado y esta
muy junto
exoquiste, no

Endoquiste Y

Diametro del quiste

12 - 14 ym

Se desconoce si es patégena

Figura 21. Acanthamoeba sp. (A) Fotografia de la fase quistica donde se puede observar el
ectoquiste (Ec), endoquiste (En) y nudcleo (N)). (B) Fotografia de fase de trofozoito donde se
observa la vacuola contractil (Vc), granuloplasma (Gp) e hialinoplasma (Hp). Ambas fotografias
fueron tomadas con microscopio invertido en contraste de fases 40X. El color verde de la etiqueta
de lado inferior derecho indica un nivel de patogenicidad, el cual es desconocido debido a que no
esta reportada en las claves de Page (1988). Fotografias propiedad de Maria Jimena Mendoza
Romero.
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i) Acanthamoeba triangularis (Pussard y Ponds, 1977)

Grupo Il

Generalmente es esfénco

U ovoide

i [Tie ar, muy raramente
Endoqulata angula y 1ent
cuadrado, generalmente
posee 3 brazos
Diametro del quiste

12 - 13um

Puede producir queratitis y/o EAG,
ademas de afectar otros drganos.
Esta ameba es frecuentemente
aislada de muestras clinicas
debide a su patogenicidad
(Siddiqui y Khan, 2012).

Figura 22. Acanthamoeba triangularis. (A) Fotografia de la fase quistica donde se puede observar
el ectoquiste (Ec), endoquiste (En), nucleo (N) y brazo (Bz). (B) Fotografia de fase de trofozoito
donde se observan los acantopodos (Ac), la vacuola contractil (Vc), granuloplasma (Gp),
hialinoplasma (Hp), nicleo (N) y uroide (U). Ambas fotografias fueron tomadas con microscopio
invertido en contraste de fases 40X. El color rojo de la etiqueta de lado inferior derecho indica un
nivel de patogenicidad alto segun la bibliografia citada. Fotografias propiedad de Maria Jimena
Mendoza Romero.
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4. Distribucion de Acanthamoeba en los sitios muestreados

Los sitios positivos para Acanthamoeba fueron los siguientes (Cuadro 5):

Cuadro 5. Sitios positivos para Acanthamoeba.

Como se puede observar en el cuadro 5 fueron un total de 20 lugares positivos
para Acanthamoeba, pero de estos 20 lugares en siete de ellos (Azcapotzalco,
Cuajimalpa de Morelos, lztacalco, Coacalco, Cuautitlan lIzcalli, Huixquilucan y
Tlalnepantla de Baz) el agua es suministrada por el sistema Cutzamala, cuya
calidad es mala (Pérez, 2004). No se tiene mucha informacion de los demas
afluentes que suministran el agua a la ZMVM, pero cabe mencionar que un
estudio realizado por Thomas y Ashbolt en el 2011, mostraron que la mayoria de
las veces, las plantas de potabilizacion son colonizadas por una densidad baja de
AVL, las cuales al entrar en contacto con las tuberias del suministro encuentran
un lugar favorable para reproducirse, debido a que las tuberias estan cubiertas por
materia organica o biopeliculas. De esta forma la presencia de Acanthamoeba
podria atribuirse a tres factores: mala calidad microbiolégica del agua suministrada
debido al inadecuada desinfeccion, mal estado de las redes de distribucion y

contaminacion proveniente de las cisternas.
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La distribucion de Acanthamoeba se localizo principalmente en la zona sur y este

de la ZMVM tal como se muestra en la figura 23.

Distrito Federal y Zona Metropolitana del Valle de México Mapa 1

HIDALGO

ESTADO DE MEXICO

MORELOS

Delegaciones del Distrito Federal Municipios del estado de Méxi 38, Tep Escaia ap .

1. Tlalpan 11. Cuauhtémoc 17. Juchitepec 28. Tultitlan 40. Nezahualco- || 4 . 580,000

2. Milpa Alta 12. Miguel Hidalgo | 18. Tepetlixpa 29. Cuautitlan 41, Acolman 8 !' - - -

3. Xochimilco 13. Cuajimalpa 19. Ozumba 30. Teoloy 42, Teca

4. Tlahtac 14. Magdalena C. || 20. Amecameca 31. Huehuetoca 43, Zumpango T »

5. |ztapalapa 15. GAM 21. Tlaimanalco  32. Tlalnepantia 44 Teotihuacan

8. Coyoacan 16. Azcapotzalco 22. Temamatia 33. Atizapan de Z, 45, Tultepec

7. Alvaro Obregén 23.V. de Chalco 34. Naucalpan Limites

8. Benito Judrez 24 Ixtapaluca 35, Huixquilucan = t!mge delléza %MVM

9. |ztacalco 25. Otumba 36. Jilotzingo = Limite esta

10. Venustiano Carranza 26. Ecatepec 37. Nicolas Romero — Limite delegacional o municipal
27, Coacalco 38. Cuautitlan |.

Figura 23. Muestra los lugares positivos para Acanthamoeba (color naranja), AVL (color verde) y
muestras negativas (azul). Para mas detalles de las especies identificadas por delegacion y
municipio consultar Anexo V.
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5. Parametros fisicoquimicos

Se ha demostrado que Acanthamoeba es resistente a una amplia variedad de
ambitos de temperatura, cloro libre residual, pH, conductividad y oxigeno disuelto
por mencionar algunos. La fase quistica le confiere una resistencia Unica, que
hace posible que esté presente casi en todos los biotopos (Loret y Greub, 2010;
Siddiqui y Khan, 2012)

Se tomaron en cuenta los principales factores fisicoquimicos para saber en qué
condiciones Acanthamoeba puede desarrollarse, de esta forma se registraron los

siguientes pardmetros.

5.1 Temperatura

En la figura 24 pueden observarse los datos de temperatura la cual oscilo entre los
13.1 y los 29 °C. Las diferencias entre las temperaturas de las muestras no fueron
muy diferentes entre si y tomando en cuenta que algunas especies de
Acanthamoeba son termofilicas, su presencia en las muestras era probable. Cabe
mencionar que todos los aislados de Acanthamoeba crecieron a 37 °C por lo que
posiblemente sean capaces de infectar humanos y otros mamiferos, aunque hay
registros de especies termo-tolerantes pero no patdgenas, por lo que la termo-
tolerancia es una condicion necesaria pero no suficiente para determinar
patogenicidad (Rohr et al., 1998; Todero et al., 2011). Pero a pesar de ello se
registraron especies de Acanthamoeba potencialmente patégenas (A. triangularis,
A. rhysodes, A. polyphaga, A. astronyxis) aun en temperaturas de 13.1 °C
(Marciano-Cabral y Cabral, 2003).
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Figura 24. Valores de temperatura registrados en el agua de grifo y cisterna.

5.2 Cloro libre residual

Segun la modificacién a la NOM-127-SSA1-1994 los valores permisibles son de
0.2 a 1.50 mg/L, de los cuales los valores de las muestras estuvieron en un ambito
de 0 - 0.5 mg/L. Como se observa en la figura 25, en la mayoria de los valores de
las muestras para cloro libre residual la concentracion fue de cero, registrandose
esto principalmente en las muestras de cisterna. En cambio, las muestras cuya
concentracion fue de 0.5 mg/L fueron principalmente en agua de la llave,
originando con esto que posiblemente sea la razon por la que algunas de estas
muestras fueran negativas a AVL, pero hubo otras muestras que tenian esta

misma concentracion de cloro y aun asi hubo presencia amebiana.

Ademas, es conocido que en especial las especies de Acanthamoeba que
pertenecen al grupo Il son mas resistentes, llegando a soportar 5mg/L de cloro
libre residual y aun seguir viables (Shoff et al., 2008).
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Figura 25. Valores de cloro libre residual registrados en las muestras de agua de grifo y cisterna.

5.1. pH

Los valores de pH en muestras de agua de grifo estuvieron en ambitos desde 6.7
a 8.67, mientras que los valores en las muestras de cisterna fueron entre los 6.76
a 8.51. Como puede observarse en la figura 26, los datos estuvieron similares en

ambos lugares de toma de muestra.
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Figura 26. Valores de pH registrados en las muestras de agua de grifo y cisterna.
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Cabe mencionar que, a pesar de que el valor mas alto de pH pertenece a
Iztacalco, ambas muestras de grifo y cisterna fueron positivas para
Acanthamoeba, confirmando con esto el potencial de colonizacion de
Acanthamoeba en diferentes ambitos de pH. Ademas, los valores de pH
sobrepasan los establecidos por la Modificacion a la NOM-127-SSA1-1994 (Ver

Anexo IlI) .

5.3. Conductividad

Las amebas son tolerantes a un amplio ambito de osmolaridad, permitiéndole
sobrevivir en agua destilada, cultivo de tejidos, fluidos corporales de mamiferos,
asi como en agua marina (Visvesvara, 2010). Por lo tanto valores de
conductividad que van desde 0.02 a 1.55uS/cm?® no son ningn impedimento para

la presencia de las amebas en el agua potable (Figura 27).
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Figura 27. Valores de conductividad registrados de las muestras de agua de grifo y cisterna.
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6. Andlisis estadistico de parametros fisicoquimicos

Para saber si los pardmetros fisicoquimicos analizados tienen relacién significativa
con la presencia de Acanthamoeba en las muestras de agua, se realizaron dos
analisis de correlacion de Pearson, uno para las muestras de la llave y otro para
las muestras de la cisterna. Se realiz6 a través del programa GraphPad Prism®.
Obteniendo que los parametros fisico-quimicos tanto en las muestras de cisterna

como en las de grifo no mostraron una correlacion significativa (p <0.05).
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IX. CONCLUSIONES

El panorama general que permiti6 mostrar el presente trabajo fue la mala calidad
microbioldgica de la mayoria de las muestras de agua analizadas, ya que el 75.3%
fueron positivas para AVL. Se obtuvieron un total de 205 aislados amebianos, los
gue pertenecieron a 13 géneros: Acanthamoeba, Amoeba, Hartmannella,
Naegleria, Platyamoeba, Rhizamoeba, Rosculus, Sappinia, Stachyamoeba,
Vahlkampfia, Vannella, Vexillifera y Willaertia. El género con mayor frecuencia de
aislamiento fue Acanthamoeba (41. 46 %).

De acuerdo a criterios morfolégicos se identificaron nueve especies de
Acanthamoeba: A. astronyxis, A. castellanii, A. culbertsoni, A. griffini, A.

polyphaga, A. quina, A. rhysodes, A. sp. y A. triangularis.

Las especies mas frecuentes de Acanthamoeba fueron A. polyphaga y A.
rhysodes, ambas con el mismo porcentaje de presencia en las muestras. Es
importante mencionar que todas las especies estan reportadas en la bibliografia
dentro del grupo de las patégenas, ya que pueden producir patologias asociadas a

Su género.

Mediante el analisis estadistico de los parametros fisicoquimicos (temperatura,
cloro libre residual, ph y conductividad) realizados, se determind que no existe
relacion significativa con la presencia de Acanthamoeba en las muestras de agua.
Cabe mencionar que independientemente de este resultado, la calidad del agua
no cumple con los valores de cloro libre residual asi como el pH establecidos en la
NOM-127-SSA1-1994.

De los 45 sitios muestreados Acanthamoeba estuvo presente en 20 de ellos, en
las delegaciones Azcapotzalco, Cuajimalpa de Morelos, Gustavo A. Madero,
Iztacalco, Tlalpan y Xochimilco, incluyendo los municipios de Coacalco, Cuautitlan,
Cuautitlan Izcalli, Huehuetoca, Huixquilucan, Jilotzingo, Juchitepec, Ozumba,
Temamatla, Tepetlixpa, Tlalmanalco, Tlalnepantla de Baz, TultitthAn y Valle de
Chalco.
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X. RECOMENDACIONES

La presencia de Acanthamoeba en el agua potable es una sefal de alerta sobre
un riesgo potencial de adquirir enfermedades asociadas a estos organismos.
Ademas, el diagnéstico incorrecto por parte de las autoridades médicas hace
imposible que en casos de encefalitis se asocie primeramente Acanthamoeba y no
a bacterias u otros organismos, trayendo como consecuencia la muerte del

paciente.

Acanthamoeba es un organismo muy resistente, por lo que es necesario que los
usuarios tomen medidas de precaucion para evitar la presencia y proliferacion de

este organismo, tales medidas pueden resumirse en lo siguiente:

X/
o

Uso de filtro en grifos domiciliarios.

X/
°

Sustitucion de estos filtros cada seis meses.

% En caso de que los usuarios tengan cisterna, se recomienda lavarla al
menos dos veces al afo.

% La limpieza de la cisterna debe realizarse adecuadamente, es decir, debe
eliminarse totalmente cualquier rastro de biopelicula adherida a las paredes
de la cisterna, ya que solamente la adicion de cloro no implica una correcta
limpieza.

% En caso de utilizar lentes de contacto, se recomienda una correcta higiene
de manos y del estuche de las lentillas.

% Cambiar el estuche cada tres meses.

% No sustituir la solucién salina de las lentes de contacto por agua del grifo.

» No ducharse mientras se usan lentes de contacto.
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ANEXO |

Medio NNE (agar no nutritivo con Entereobacter aerogenes)

Reactivos:
% NaCl --------mmmmmemme- 0.12g
% MgS0,4.7H,0 ----------- 0.004g
% NaHPO,4 ----------------- 0.1469
% CaCl,.2H,0 ------------- 0.004g
<& KH2PO4 ------------------- 0 136g
% Bactoagar ---------------- 15¢g
% Agua destilada --------- 1000mL

Procedimiento:

v

ANER NI NERN

<

Mezclar en seco todos los componentes, agregar primero 500mL y agitar
hasta homogeneizar la solucion, posteriormente aforar a 1L.

Calentar hasta ebullicion y disolver el agar.

Esterilizar a 121°C durante 15 min.

Verter en una placa Petri (15 a 20 mL).

Al solidificar el agar, se coloca cuatro gotas de un cultivo puro de
Enterobacter aerogenes inactivado por calor, se distribuye
homogéneamente con un asa de vidrio estéril.

Dejar reposar 1 hora aproximadamente.

Guardar en el refrigerador de manera invertida.
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ANEXO I

Medio PBSGM (Medio Chang)

Reactivos
% Peptona Biotriptasa ------------------- 16.69
% Dextrosa -----------------mm-mmmmmmeee 2.79
% NazHPO, -------=-m-memmomeecemecneenees 1.59
% KHPO4 -=-=-=--mmmmmememmcmmeme oo 0.99
% Agua destilada ------------------------- 1000mL

Procedimiento:

v' Mezclar en seco todos los componentes, agregar primero 500mL y agitar
hasta homogeneizar la soluciéon, posteriormente aforar a 1L.

v" Colocar 2.7mL de medio en tubos de vidrio con tapon de rosca.

Esterilizar a 121°C durante 15 min.

v Frio el medio, se agrega 0.3mL de suero fetal de ternera adicionada con
antibiético.

v" Poner en refrigeracion.

<
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ANEXO Il

MODIFICACION a la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994, Salud
ambiental. Agua para uso y consumo humano. Limites permisibles de
calidad y tratamiento a que debe someterse el agua para su potabilizacién.

CARACTERISTICA

LIMITE PERMISIBLE

Organismos coliformes totales

Ausencia o no detectables

E. coli o coliformes fecales
organismos termotolerantes

u

Ausencia o no detectables

4.1.4 El agua abastecida por los sistemas de distribucion no debe contener E. coli
o coliformes fecales u organismos termotolerantes en ninguna muestra de 100mL.
Los organismos coliformes totales no deben ser detectables en ninguna muestra
de 100mL; en sistemas de abastecimiento de localidades con una poblacion
mayor a 50°000 habitantes; estos organismos deberan estar ausentes en el 95%
de las muestras tomadas en un mismo sitio de la red de distribucion, durante un

periodo de 12 meses de un mismo afio.

CARACTERISTICA

LIMITE PERMISIBLE

Cloro libre residual

0.2-1.50

pH

6.5-5.5
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ANEXO IV

Cuadro 6. Registro de especies identificadas en el presente estudio

Numero de Lugar Especies de Otras especies registradas
Muestra Acanthamoeba
1 Tlalpan griffini
culbertsoni
castellanii
polyphaga
triangularis
astronyxis
sp. (no descrita en
claves taxonémicas)
2 Ecatepec Naegleria sp.
Vahlkampfia sp.
3 Ecatepec Naegleria sp.
Vahlkampfia sp.
4 Nicolas Naegleria sp.
Romero Naegleria gruberi
Vahlkampfia sp.
5 Nicolas Vahlkampfia sp.
Romero Naegleria sp.
6 Atizapan Sappinia sp.
Vahlkampfia sp.
Hartmannella sp.
Rosculus ithacus
Naegleria gruberi
7 Atizapan Naegleria gruberi
Naegleria sp
Vahlkampfia sp.
Hartmannella sp.

8 Naucalpan Negativo Negativo

9 Naucalpan Negativo Negativo

10 Cuajimalpa Rosculus ithacus

Naegleria sp.

11 Cuajimalpa rhysodes Vahlkampfia sp.
triangularis Rhizamoeba sp.
quina Naegleria gruberi.
sp. (no descrita en
claves taxondmicas)
castellanii

12 Iztacalco culbertsoni
polyphaga
triangularis
sp. (no descrita en
claves taxonémicas)
rhysodes

13 Iztacalco culbertsoni Naegleria gruberi
triangularis
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castellanii

rhysodes
14 Amecameca Vahlkampfia sp.
Platyamoeba sp.
Vannella sp.
Amoeba sp.
15 Amecameca | Negativo Negativo
16 Cuauhtémoc | Negativo Negativo
17 Cuauhtémoc Naegleria gruberi
Naegleria sp.
Rosculus ithacus
Vahlkampfia sp.
18 Miguel Hidalgo | Negativo Negativo
19 Miguel Hidalgo Vexillifera sp.
20 Azcapotzalco sp. (no descrita en Rosculus ithacus
claves taxonémicas) | Naegleria gruberi
rhysodes
21 Azcapotzalco Rosculus ithacus
Naegleria sp.
22 Teoloyucan Vahlkampfia aberdonica
Vahlkampfia enterica
Naegleria gruberi
23 Iztapalapa Negativo Negativo
24 Iztapalapa Negativo Negativo
25 Alvaro Rosculus ithacus
Obreg6n Naegleria gruberi
Naegleria sp.
Hartmannella sp.
26 Alvaro Naegleria gruberi
Obreg6n Naegleria sp.
27 Valle de castellanii Naegleria gruberi
Chalco polyphaga
sp. (no descrita en
claves taxonémicas)
rhysodes
triangularis
28 Valle de Negativo Negativo
Chalco
29 Tepetlixpa Negativo Negativo
30 Tepetlixpa triangularis
polyphaga
sp. (no descrita en
claves taxonémicas)
rhysodes
astronyxis
31 Jilotzingo sp. (no descrita en

claves taxonémicas)
castellanii
culbertsoni
triangularis
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polyphaga

32 Jilotzingo Naegleria gruberi
Vahlkampfia sp.
33 Huixquilucan sp. (no descrita en Naegleria sp.
claves taxonémicas)
rhysodes
polyphaga
astronyxis
34 Huixquilucan | Negativo Negativo
35 Huehuetoca | rhysodes Naegleria sp.
sp. (no descrita en
claves taxonémicas)
polyphaga
36 Coacalco polyphaga Naegleria gruberi
rhysodes Rosculus ithacus
37 Coacalco Rosculus ithacus
38 Tultitlan polyphaga
rhysodes
triangularis
sp. (no descrita en
claves taxonémicas)
39 Tultitlan Willaertia magna
40 Otumba Naegleria spp.
Rosculus ithacus
Naegleria gruberi
41 Otumba | ~-mmeemmeemmccmeees | eeeemeecceeceeeen
42 Venustiano | --------mmeemmeem | e
Carranza
43 Coyoacéan Platyamoeba sp.
44 Coyoacan | -----------------
45 Tlalmanalco rhysodes Naegleria sp.
sp. (no descrita en Naegleria gruberi
claves taxonémicas) | Rosculus ithacus
polyphaga
46 Tlalmanalco rhysodes Amoeba sp.
sp. (no descrita en
claves taxonémicas)
polyphaga
astronyxis
culbertsoni
47 Tlalnepantla | --------------—---
48 Tlalnepantla | astronyxis Echinamoeba sp.
rhysodes
sp. (no descrita en
claves taxondmicas)
polyphaga
49 Cuautitlan triangularis Rosculus ithacus
rhysodes Vahlkampfia inornata
polyphaga Vahlkampfia ustiana

sp. (no descrita en
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claves taxondmicas)
castellanii

50 Cuautitlan Naegleria sp.
Naegleria gruberi
51 Tlahuac Negativo Negativo
52 Tlahuac Naegleria gruberi
53 Gustavo A. rhysodes Vahlkampfia ustiana
Madero polyphaga
astronyxis
54 Gustavo A. Negativo Negativo
Madero
55 Xochimilco sp. (no descrita en Naegleria gruberi
claves taxondmicas) | Rosculus ithacus
rhysodes Naegleria spp.
Vahlkampfia ustiana
56 Xochimilco rhysodes Naegleria gruberi
astronyxis
sp. (no descrita en
claves taxonémicas)
57 Juchitepec Vahlkampfia enterica
58 Juchitepec triangularis Stachyamoeba lipophora
polyphaga Vahlkampfia avara
sp. (no descrita en Naegleria angularis
claves taxonémicas) | Naegleria gruberi
59 Temamatla polyphaga Rosculus ithacus
triangularis Vahlkampfia entérica
Naegleria gruberi
60 Temamatla Rosculus ithacus
Vahlkampfia enterica
61 Acolman Willaertia magna
Naegleria gruberi
Vahlkampfia sp.
62 Acolman Naegleria gruberi
Vahlkampfia sp.
63 Ixtapaluca Amoeba sp.
64 Ixtapaluca Rosculus ithacus
65 Ozumba sp. (no descrita en
claves taxon6micas)
rhysodes
astronyxis
66 Ozumba Naegleria gruberi
67 Benito Juarez Rosculus ithacus
Vannella sp.
68 Benito Juarez Rosculus ithacus
Naegleria gruberi
69 Cuautitlan polyphaga Naegleria gruberi
Izcalli Willaertia magna
Vahlkampfia enterica
70 Cuautitlan polyphaga Naegleria gruberi
Izcalli Vahlkampfia enterica
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71 Tepotzotlan Rosculus ithacus
Naegleria gruberi

72 Tepotzotlan Negativo Negativo

73 Nezahualcoyotl Naegleria gruberi

74 Nezahualcoyotl Naegleria gruberi

75 Tecamac Negativo Negativo

76 Tecamac Negativo Negativo

77 Zumpango Rosculus ithacus

78 Zumpango Negativo Negativo

79 Teotihuacan Vahlkampfia entérica
Naegleria gruberi

80 Teotihuacan Naegleria gruberi
Rosculus ithacus

81 Tultepec Vannella sp
Naegleria gruberi

82 Magdalena Naegleria sp.

Contreras Vannella platypodia
83 Magdalena Negativo Negativo
Contreras

84 Milpa Alta Naegleria sp.
Vahlkampfia avara
Willaertia magna

85 Milpa Alta Naegleria sp.

Rhizamoeba sp.
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