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. RESUMEN

Los quiréfanos de hospitales son areas de especial interés pues los pacientes que
ingresan son individuos inmunocomprometidos lo que aumenta el riesgo de
contraer una infeccion por amibas de vida libre oportunistas. En México el estudio
de las AVL en hospitales es escaso, por ello este estudio tuvo como objetivo
identificar las AVL presentes en los quir6fanos de hospitales del estado de

Oaxaca.

Se tomaron muestras de diferentes nosocomios del estado de Oaxaca de acuerdo
a la division regional, fueron colectadas de diferentes areas de los quirdéfanos
(agua y biopelicula de lavabo, polvo de instrumental quirdrgico y mesa de cirugia),
se obtuvieron 18. 75 % positivas, de las cuales se aislaron 12 géneros amibianos:
Acanthamoeba, Naegleria, Vahlkampfia, Hartmannella, Vannella, Thecamoeba,
Saccamoeba, Rhizamoeba, Platyamoeba, Rosculus, Sappinia y Paratetramitus.
Acanthamoeba fue el género predominante obteniéndose en un 25 % de los

aislados.

Entre las especies de importancia médica que fueron aisladas se encuentran:
Acanthamoeba culbertsoni, A. polyphaga, A. castellanii, A. palestinensis, A.
triangularis, Naegleria sp. y Sappinia sp.

La mayoria de las muestras positivas fueron provenientes de la biopelicula del
lavabo (57 %) y del agua de lavabo (36 %), aunque también se encontro

contaminacion biolégica en las mesas de cirugia (7 %).

En conclusion, la presencia de AVL potencialmente patdégenas en los quiréfanos
es un hecho que debe ser tomado en cuenta ya que representa un riesgo para los
pacientes que ingresan a los hospitales, por ello deben seguirse estrictamente las
indicaciones de desinfeccion y limpieza de estas areas sanitarias, asi como las
normas oficiales ya estipuladas para la prevencion de infecciones
intrahospitalarias, asimismo se recomienda continuar con el estudio de las AVL en

otros hospitales del pais.



Il. INTRODUCCION
1. Definiciéon de protozoos

Los protozoos son organismos eucariontes unicelulares que presentan multiples
formas y tamafos y en su mayoria son microscopicos. Su movimiento es por
medio de flagelos, cilios o pseudopodos, su reproduccion es asexual (fision
binaria, fisibn multiple y gemacion) (Sigala, 2008). Cada célula protozoaria
funciona como una entidad independiente y lleva a cabo todos los procesos
esenciales de la vida que ocurren en organismos metazoarios, aunque a un nivel
menos sofisticado. En lugar de tejidos u drganos, encontramos organelos
desarrollados para llevar a cabo estas funciones elementales (Laybourn, 1984).
Debido a la gran diversidad de organismos que conforman este grupo, es posible
encontrarlos en casi todo tipo de habitats, muchos son parasitos del hombre y de

otros organismos (Cortés, 2010).

El papel de los protozoos de vida libre es ampliamente reconocido, la depredacion
que llevan a cabo tiene un efecto significativo en el control de poblaciones
bacterianas en suelo, contribuyen al mantenimiento de la fertilidad del suelo,
debido a que juegan una parte integral en el ciclo de nutrientes en las cadenas

troficas acuaticas (Barker y Brown, 1994).
2. Amibas de vida libre

Las amibas de vida libre (AVL) son protozoos de distribucion cosmopolita que
habitan ambientes humedos como el suelo y el agua, aunque también se pueden
encontrar en el aire, vehiculo que utilizan como medio de dispersion (Bonilla et al.,
2004). También pueden ser encontradas en unidades de aire acondicionado,
lentes de contacto, soluciones limpiadoras de ojos y unidades de tratamiento
dental (Trabelsi et al., 2012), asi como en biopeliculas en varias superficies y
sustratos, ya que las biopeliculas proporcionan alimento y proteccion a las AVL,

las cuales se adhieren como trofozoitos en las superficies (Scheid, 2014).

La palabra amiba se deriva del griego amoibe, que significa “cambio”, refiriéndose

al constante cambio de forma que presentan estos organismos (Garcia, 2011). Las



amibas poseen una membrana plasmatica y los organulos celulares pueden ser
distinguidos en el citoplasma. En las areas periféricas y centrales del citoplasma
se observa el hialinoplasma y el granuloplasma, el primero es transparente y fluido
y el segundo tiene una apariencia granular y usualmente es mas rigido, este se
encuentra en estado coloidal y en él se localizan el nucleo, cristales y los
organulos citoplasmaticos. En la locomociéon de las amibas se lleva a cabo
mediante proyecciones del citoplasma llamadas pseuddpodos, ademas la mayoria
de las amibas pueden formar sub-pseuddpodos los cuales no forman parte de la
locomocion, tal es el caso de los organismos pertenecientes al género
Acanthamoeba, los cuales forman pseudépodos llamados “acantépodos” (Smirnov
y Brown, 2004).

Las AVL patégenas y oportunistas como: Acanthamoeba spp., Balamuthia
mandrillaris, Naegleria fowleri y Sappinia diploidea son protistas eucariontes,
aerobios, mitocondriados que potencialmente pueden causar infecciones en
humanos y otros animales. Se les conoce con el término de organismos anfizoicos
debido a que tienen la habilidad de existir como organismos de vida libre en la
naturaleza y solo ocasionalmente invaden un hospedador en el cual viven como

parasitos dentro del tejido (Visvesvara et al., 2007).

2.1 Taxonomia de las amibas de vida libre

La clasificacion taxondmica clasica divide a los Protozoos en cuatro grupos:
Sarcodina (amibas), Mastigophora (flagelados), Sporozoa (la mayoria de
protozoos parasitos) e Infusoria (ciliados). Esta taxonomia ha sido totalmente
reemplazada por la Sociedad Internacional de Protozodlogos por una nueva
basada en caracteristicas morfoldgicas, vias bioquimicas y filogenética molecular.
De acuerdo a este nuevo esquema, los Eucariotes han sido clasificados en cinco
grupos o “Super Grupos”, llamados: Amoebozoa, Opisthokonta, Archaeplastida,

Excavata y Sar (Stramenopila, Alveolata y Rhizaria) (Adl et al., 2012).

En base a este esquema los cuatro géneros patégenos han sido clasificados bajo

dos “Super Grupos”, Amoebozoa y Excavata, de Ila siguiente manera:



Acanthamoeba, Balamuthia y Sappinia fueron clasificados en el Super Grupo

Amoebozoa; N. fowleri en el Super Grupo Excavata (Fig. 1).

Supergrupo

Thecamoebida Sappinia

Amoebozoa Discosea Longamoebia
: Acanthamoeba
Centramoebida

' Balamuthia
Opisthokonta

Excavata Discoba Piscicristata Heterolobosea Tetramita Naegleria

Sar
(Stramenopila,

Alveolata y
Rhizaria)

Archaeplastida

Figura 1. Esquema de clasificacién de los géneros potencialmente patégenos de AVL de
acuerdo a la clasificacion de Eucariontes de Adl et al., 2012.

2.2 Ecologia

Como se menciond anteriormente las AVL son protozoos cosmopolitas, en los
ecosistemas acuaticos desempefian un papel muy importante en el mantenimiento
del flujo de energia y el reciclado de nutrimentos. Debido a su eficiencia en el uso
de los recursos son un enlace fundamental entre los organismos desintegradores

y aquellos que pertenecen a niveles tréficos superiores (Bonilla et al., 2004).

Las temperaturas extremas a las cuales las AVL pueden sobrevivir estan por
debajo de los 4 °C y algunas pueden sobrevivir a temperaturas mayores de 45 °C.
Generalmente las especies patdégenas son termotolerantes aunque no todas las
termotolerantes son patdgenas. Los cuerpos de agua que tienen temperaturas
estables por arriba de los 35 °C son lugares ideales para la sobrevivencia y el
desarrollo de las especies patdégenas. Asi los cuerpos de agua contaminada

térmicamente ofrecen un lugar abundante en materia organica, libre de

4



competencia y con nula depredacion, ambiente que puede compararse con el
cerebro de los vertebrados, en donde las amibas encuentran un ambiente con
temperatura estable, abundante alimento, libre de competencia y con escasa

presiéon depredadora por parte de los mecanismos de defensa (Gallegos, 1997).

El intervalo de pH que las amibas pueden soportar esta entre 5.5 y 8.6. Solamente
las especies del género Acanthamoeba son tolerantes a los cambios de salinidad
en el agua cuando estan en su forma tréfica y el quiste es resistente a niveles de
cloro de hasta 2 ppm (Gallegos, 1997). Por otra parte algunas especies
pertenecientes al género Naegleria viven principalmente en el suelo y ambientes
acuaticos calentados natural o artificialmente, aunque también han sido aislados
de agua de grifo, piscinas, aguas termales y de desecho, canales de riego, tinas
de hidroterapia, lagos artificiales y efluentes calientes de plantas termoeléctricas.
Los factores ambientales favorables para este género son rangos de temperatura
entre 30 y 45 °C, niveles 6ptimos de oxigeno, pH cercano a la neutralidad,

alimento suficiente y un minimo de humedad (Bonilla et al., 2004).

3. Géneros patégenos de amibas de vida libre

Entre las amibas de vida libre, solo cuatro géneros (Acanthamoeba, Naegleria,
Balamuthia y Sappinia) son responsables de causar infecciones en humanos y
otros animales (Schuster y Visvesvara, 2004). Acanthamoeba spp. se han
asociado a enfermedades en humanos, como la encefalitis amibiana
granulomatosa (EAG), lesiones cutaneas, infecciones nasofaringeas, pulmonares
y en rifidn, principalmente en pacientes inmunocomprometidos; también causa
queratitis amibiana (QA) en personas inmunocompetentes. Balamuthia
mandrillaris, una especie relacionada filogenéticamente con Acanthamoeba, causa
infecciones en la piel, pulmones y una EAG fatal principalmente en nifios
inmunocomprometidos. Naegleria fowleri causa una meningoencefalitis amibiana
primaria (MEAP) en nifios sanos y adultos jovenes con antecedentes de natacion
en aguas calentadas natural o artificialmente. Sappinia diploidea ha sido



reportada, solo una vez, de un cerebro infectado en un hombre sano (Trabelsi et
al., 2012).

Las AVL también pueden ser hospederas de bacterias patdgenas intracelulares
(Huws et al., 2008), tal es el caso de Legionella pneumophila la cual ha mostrado
multiplicarse en 14 especies de amibas. Legionella es un parasito intracelular de
protozoos de agua dulce y usa un mecanismo similar para multiplicarse dentro de
las células de mamiferos, esta bacteria causa enfermedades respiratorias en
humanos cuando un hospedero susceptible inhala aerosoles o aspira agua con
contenido bacteriano; se considera que la infeccion de las células fagociticas
humanas es oportunista cuando los protozoos que funcionan como hospederos
naturales de Legionella invaden el cuerpo (Fields et al., 2002). Una vez que la
bacteria es fagocitada por la amiba, Legionella se multiplica dentro del citoplasma,
evadiendo el ataque lisosomal del hospedero, de modo que después de 36-48
horas una sola vesicula llena de legionelas moviles ocupa la mayor parte de la
célula amibiana. El efecto final de la infeccion es la lisis de la célula y la liberacion

de muchas bacterias moviles en el ambiente (Barker y Brown, 1994).
3.1 Acanthamoeba spp.

Acanthamoeba es el protozoo que se encuentra con mayor frecuencia en el
ambiente. Ha sido aislado de suelo, aire, agua tratada y natural, agua de mar,
albercas, aguas residuales, sedimentos, unidades de aire acondicionado, plantas
de tratamiento de agua potable, unidades dentales, hospitales, unidades de
dialisis y lentes de contacto (Marciano y Cabral, 2003). El factor principal en la
distribucion de Acanthamoeba en agua y suelo es la presencia de un suministro de
alimento disponible. El agua calida podria mejorar su crecimiento, particularmente
aquellas cepas que son termotolerantes, sin embargo, las amibas se encuentran
en un amplio ambito de temperatura, salinidad y pH. Las cepas infectivas de
Acanthamoeba spp. en humanos pueden ser capaces de sobrevivir a 37 °C y a
temperaturas un poco mas elevadas que la temperatura del cuerpo (Schuster y
Visvesvara, 2004).



Las amibas de vida libre pertenecientes al género Acanthamoeba son los agentes
causales de encefalitis amibiana granulomatosa (EAG), una enfermedad fatal del
sistema nervioso central (SNC), y queratitis amibiana (QA), una enfermedad
dolorosa que pone en peligro la visidbn. Acanthamoeba spp. también ha sido
asociada con acantamebiosis cutanea en pacientes con virus de
inmunodeficiencia humana y sindrome de deficiencia inmune adquirido
(VIH/SIDA), sinusitis y en otros individuos inmunocomprometidos (Marciano y
Cabral, 2003).

El género Acanthamoeba se compone de 24 especies de acuerdo a su morfologia,
sin embargo por inconsistencias en esta clasificacién, este género ha sido
clasificado en 20 genotipos en funcion de la secuencia de la subunidad 18s del
ARNr: T1-T20 (Cabello, 2015). Alrededor del 90 % de los aislados de
Acanthamoeba que han sido asociados a la queratitis amibiana y que provienen
de diferentes areas geograficas han sido descritos como genotipo T4. El genotipo
T4 también es predominante en infecciones como EAG; pero también se ha
demostrado en esta patologia la presencia de otros genotipos implicados: T1, T2,
T5, T7, T10 y T12, sin embargo actualmente no esta claro porque los aislamientos
del genotipo T4 son mas abundantes en infecciones en seres humanos, pero es
probable que se deba a su mayor virulencia y propiedades que mejoran su
transmisibilidad, asi como su menor sensibilidad a agentes terapéuticos
(Nuprasert et al., 2010; Cabello, 2015). Algunas de las especies que han sido
asociadas con infecciones humanas son: A. castellanii, A. culbertsoni, A. hatchetti,
A. healyi, A. astroonyxix, A. divionensis A. rhysodes, A. griffinni, A. triangularis, A.

ludgunensis y A. polyphaga (Schuster y Visvesvara, 2004).
Ciclo de vida y morfologia

Acanthamoeba spp. tiene dos estadios durante su ciclo de vida: una etapa de
trofozoito o vegetativa (8-40 um) y una etapa de quiste o latente (8-29 um) (Fig. 2).
La morfologia del trofozoito se caracteriza por la presencia de un nucleo simple y
unos acantopodios finos proyectandose hacia el exterior de la superficie del
cuerpo. Los acantopodios permiten al parasito adherirse a las superficies, tener
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movimientos celulares y capturar a las presas. El trofozoito se alimenta de
bacterias, algas o particulas pequefias de materia organica. EIl quiste es la forma
infecciosa e invasiva y puede sobrevivir mucho tiempo en condiciones ambientales
adversas (escasez de alimento, valores de pH y temperatura extremos,
incrementos de osmolaridad, etc.) y diferenciarse en un quiste uninucleado con
una estructura de doble pared (endo y ectoquiste). Esta forma resistente posee
poros, los cuales son usados para monitorear los cambios ambientales ya que con
el regreso de las condiciones Optimas las amibas desenquistan para dar lugar a
trofozoitos (Trabelsi et al., 2012).

Figura 2. Ciclo de vida de Acanthamoeba spp. (CDC, 2013).

Morfolégicamente el género Acanthamoeba se divide en tres grupos, que se
distinguen uno de otro por las diferencias en la morfologia del quiste. El grupo |
tiene quistes grandes (18 um o mas) con endoquistes estrellados y ectoquistes
lisos o arrugados; el grupo Il tiene quistes pequefios (menores de 18 pm) con



endoquistes poliédricos, globulares, ovoides o estrellados y ectoquistes
ondulados; el grupo lll tiene quistes menores a 19 um con endoquistes globulares
u ovoides y ectoquistes lisos u ondulados. EIl grupo Il el mas abundante en la
naturaleza e incluye muchos de los aislados mas comunes y especies
potencialmente patégenas como: Acanthamoeba castellanii y Acanthamoeba

polyphaga (Schuster y Visvesvara, 2004).

Importancia médica

Encefalitis amibiana granulomatosa

La EAG es una enfermedad oportunista fatal, que afecta individuos
inmunocomprometidos o debilitados (pacientes particulares con VIH/SIDA,
diabetes, o0 que han sido sometidos a trasplante de 6rganos) (Trabelsi et al.,
2012). Aunque el periodo de incubacion de las infecciones de Acanthamoeba spp.
es desconocido, varias semanas 0 meses pueden ser necesarios para establecer
los signos clinicos. La ruta de infeccién es mediante la inhalacion de las amibas a
través de los conductos nasales y pulmones o introduciéndose a través de las
lesiones en la piel. El acceso al SNC puede ser por propagacion hematoégena
desde un sitio primario en los pulmones, piel o directamente a través del
neuroepitelio olfatorio. Los sintomas de la infeccion en el SNC incluyen dolor de
cabeza, confusion, nausea, vomito, fiebre, letargia, dolor en el cuello, déficits
neurolégicos focales, o signos de incremento de presion intracraneal,
convulsiones, coma y muerte (Marciano y Cabral, 2003). La amiba ataca el tejido
cerebral produciendo lesiones hemorragicas necrotizantes, mas comunmente

encontradas en el cerebro, cerebelo y tallo cerebral (Schuster y Visvesvara, 2004).
Queratitis amibiana

La queratitis amibiana (QA) es una infeccién corneal que se desarrolla en
personas inmunocompetentes. Usuarios de lentes de contacto tienen mas riesgo
de contraer una infeccion debido a malas practicas de higiene o a la preparacién

de solucion salina hecha en casa (Kilvington et al., 1991). Tipicamente solo un ojo



esta involucrado, pero la queratitis bilateral también ha sido reportada. La invasion
de Acanthamoeba spp. en la cornea es dependiente de su virulencia y del estado

fisiolégico de la cérnea (Trabelsi et al., 2012).

En general ha sido establecido que la patofisiologia de la infeccion involucra una
serie de eventos en los cuales el primer paso es la adhesiéon del trofozoito a la
célula del hospedero, después de la adhesion, la amiba produce varias proteasas
liticas las cuales son capaces de degradar el epitelio, induciendo citdlisis y
apoptosis de los elementos celulares de la cérnea. Este proceso culmina con la
penetracion del parasito en las capas profundas de la cornea y con la disolucion

del colageno estromal de la cornea (Omafa et al., 2010).

La QA se caracteriza por la inflamacién de la cérnea, dolor ocular y fotofobia, un
caracteristico anillo estromal central infiltrado de 360°, ruptura recurrente del
epitelio corneal, y una lesion corneal refractaria por el uso comun de antibiéticos,
si esta no es tratada prontamente puede llevar a ulceracion de la cornea, pérdida
de la agudeza visual, eventualmente a la ceguera y enucleacién (Clarke vy
Niederkorn, 2006).

3.2 Naegleria fowleri

Naegleria fowleri es el agente causal de la meningoencefalitis amibiana primaria
(MEAP), es un ameboflagelado encontrado en suelo y agua, pero no es ubicuo
como Acanthamoeba spp. En general, es mas sensible a las condiciones
ambientales como la sequia y pH extremos ademas no puede sobrevivir en agua
de mar (De Jonckheere, 2004). N. fowleri es termofilica y puede tolerar
temperaturas arriba de los 45 °C. Ademas, esta amiba prolifera durante los meses
mas calidos del afo, cuando la temperatura del agua tiende a aumentar. Las
infecciones ocurren en nifios, jovenes, adultos mayores o grupos que tienen mayor
contacto con actividades acuaticas y por lo tanto tienen mayor contacto con la
amiba en el agua. En la naturaleza la amiba se alimenta de bacterias y ha sido
aislada de albercas, lagos, rios, aguas termales, albercas de hidroterapia y

acuarios (Visvesvara et al., 2007).
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Ciclo de vida y morfologia

El ciclo de vida de Naegleria fowleri incluye tres etapas: una quistica, una tréfica,
asi como una flagelada (Fig. 3). La fase tréfica tiene un distintivo patron de
locomocion unidireccional (parecido a las babosas de jardin) con uno o mas
seudopodos ectoplasmicos. Los flagelos surgen cuando la amiba esta bajo una
transformacién morfogenética (alrededor de 30-60 minutos), desencadenada por
suspension en agua. Se cree que el flagelado juega un papel en la dispersién de

la amiba en su habitat natural (De Jonckheere, 2002).

Figura 3. Ciclo de vida de Naegleria fowleri (CDC, 2013)
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La temperatura es uno de los factores determinantes (ademas de nutrientes y
concentraciones de iones) en la persistencia de etapas especificas del ciclo de
vida, los trofozoitos son prominentes cuando la temperatura del agua se eleva y
crecen mejor a temperaturas cerca de los 35 °C (Ferrante, 1991). El trofozoito se
transforma en quiste cuando la disponibilidad de alimento disminuye o las
condiciones ambientales para su crecimiento se vuelven adversas. El quiste es
usualmente esférico y con doble pared, con el endoquiste grueso y un ectoquiste
delgado. La pared del quiste tiene poros, aunque estos son dificiles de ver con
microscopio de luz. Tanto la forma flagelada como el quiste poseen un nucleo

simple con un prominente nucléolo (Visvesvara et al., 2007).

Importancia médica

Meningoencefalitis amibiana primaria

Naegleria fowleri causa una meningoencefalitis aguda, fulminante y hemorragica
principalmente en nifios sanos y adultos jévenes con un historial de reciente
exposicion al agua dulce caliente. La caracteristica notable de la MEAP es el
comienzo rapido de sintomas que siguen después de la exposicion. La
enfermedad progresa rapidamente, y sin un diagndstico e intervencion pronta,
usualmente ocurre la muerte dentro de una semana o menos (Visvesvara et al.,
2007). La via de entrada de N. fowleri al cuerpo es a través de las fosas nasales.
El trofozoito penetra la mucosa olfativa y migra a través del nervio olfatorio,
cruzando la lamina cribosa hasta los bulbos olfatorios del SNC (Schuster y
Visvesvara, 2004). Dentro de los bulbos olfatorios, Naegleria induce una intensa
respuesta inflamatoria con necrosis litica rodeada de exudados purulentos. Se
presentan también numerosas areas hemorragicas superficiales en la corteza.
Muchas de las lesiones son observadas alrededor de la base del I6bulo
orbitofrontal y temporal, base del cerebro, hipotalamo, mesencéfalo y la parte

superior de la médula espinal (Trabelsi et al., 2012).

Los sintomas de la MEAP incluyen dolor de cabeza intenso, nausea, vomito,

fiebre, anormalidades conductuales y rigidez en la nuca, después, la fotofobia y la
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paralisis del nervio craneal pueden indicar edema cerebral. El incremento de la
presion intracraneal y la hernia cerebral son usualmente la causa de la muerte
(Trabelsi et al., 2012)

4. Otros géneros amibianos patdégenos

4.1 Balamuthia mandrillaris

Balamuthia mandrillaris es la unica especie conocida que pertenece al género
Balamuthia que causa EAG tanto en humanos y en otros animales. Aunque
Balamuthia ha sido descrita como una amiba de vida libre, solo hay dos reportes
de su aislamiento en el ambiente (Matin et al., 2008). La balamutiosis es similar a
la EAG causada por Acanthamoeba, y ocurre en individuos
inmunocomprometidos, incluyendo pacientes con VIH/SIDA y usuarios de drogas
intravenosas, también ha sido reportada en individuos inmunocompetentes,
especialmente en nifios y adultos mayores. La enfermedad tiene una fase cronica,
subaguda que se desarrolla sobre un periodo de tiempo que abarca de dos
semanas a dos afios. B. mandrillaris también es conocida por causar infecciones

en la piel, similar a la causada por Acanthamoeba (Retana et al., 2014)

Su ciclo de vida consiste en dos estadios, el trofozoito que mide de 15 a 60 ym en
diametro y el quiste que tiende a ser mas pequefio (13 a 30 um) y el cual posee
tres paredes, una pared exterior delgada e irregular conocida como ectoquiste,
una pared media fibrilar conocida como el mesoquiste y una capa interna gruesa
llamada endoquiste (Fig. 4). El trofozoito es pleomorfico y, usualmente,
uninucleado con un nucleo vesicular que contiene un nucléolo largo y central. Los
quistes también son uninucleados y mas o menos esféricos. Estos pueden ser
encontrados en cerebro, piel, pulmones y otros 6rganos (Matin et al., 2008;
Trabelsi et al., 2012).
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Figura 4. Ciclo de vida de Balamuthia mandrillaris (CDC, 2013).

4.2 Sappinia diploidea

El género Sappinia comprende dos especies Sappinia pedata y Sappinia
diploidea, estas son amibas desnudas lobosas cuya caracteristica es que los
trofozoitos poseen dos nucleos, estos son usualmente de 50-60 um de largo y de
20-30 um de ancho, tienen locomocion monopodial con un largo hialoplasma en la
parte anterior de la célula y la superficie celular sin proyecciones seudopodiales.
Los quistes son generalmente pequeios, con un diametro promedio de 18-25 um.
La caracteristica diagndstica para S. pedata es la formacién de un “pie”, mientras
que para S. diploidea es la formaciéon de quistes bicelulares como resultado de la
copulacion de dos trofozoitos, para después transformarse en quistes unicelulares
binucleados (Walochnik et al., 2010).

Solo un caso de encefalitis causada por Sappinia diploidea fue reportada en
individuos inmunocompetentes (Gelman et al., 2001, 2003). Los sintomas en el
caso de encefalitis por Sappinia son: dolor de cabeza, visidon borrosa, fotofobia y
vomito. Un analisis histopatolégico del tejido cerebral revela trofozoitos, pero no
quistes y no hay evidencia de reaccidén granulomatosa (Schuster y Visvesvara,
2004).
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4.3 Vermamoeba (Hartmannella) vermiformis y Vahlkampfia spp.

Desde el reconocimiento de los casos iniciales de queratitis amibiana por
Acanthamoeba, es bien aceptado que estas amibas pueden causar infecciones en
la cérnea, sin embargo, hace relativamente poco tiempo se reconocié que esta
habilidad no puede limitarse a este género. En 1992 se demostro la presencia de
Vahlkampfia y Hartmannella en el tejido corneal en usuarios de lentes de contacto,
y estudios mas recientes muestran el efecto citopatico en queratocitos in vitro con
un mecanismo de patogenicidad similar a Acanthamoeba castellanii (Kinnear,
2003), por otra parte en 1998, se reporté un caso de queratitis amibiana derivado

de una infeccidn por Vahlkampfia (Alexandrakis et al., 1998).

Algunos reportes particularmente antiguos, de infecciones por Acanthamoeba
referian a la amiba como Hartmannella, sin embargo Hartmannella es una amiba
distinta y las patologias en humanos no han sido realmente asociadas a esta
amiba hartmanelida, aunque estos aislados y los de Vahlkampfia son citopaticos
en cultivos de tejidos de queratocitos, la evidencia es escasa sobre si son
patdogenos en modelos animales (Kinnear, 2003). Sin embargo, existe un polémico
reporte de aislamiento de Vermamoeba vermiformis de fluido cerebroespinal de un
paciente con signos y sintomas de meningoencefalitis cuyo curso clinico
evolucioné en un sindrome de hipertension endocraneal con bronconeumonia,
coma y muerte; aparentemente la amiba no fue la causa de la enfermedad pero
puede ser considerada como un colonizador oportunista que pudo haber

empeorado la evolucion de la enfermedad (Centeno et al., 1996).

Se conoce que Vermamoeba vermiformis puede contener a L. pneumophila como
endosimbionte, proporcionandole asi resistencia a temperaturas extremas y a los
efectos de biocidas, lo cual puede contribuir a la dificultad de erradicar Legionella
de sistemas de agua usando procedimientos convencionales de desinfeccion
(Barker y Brown, 1994; Donlan et al., 2005).

La resistencia a la digestion por la amiba también es considerada como un factor

de virulencia y varias especies de bacterias resistentes a amibas son también
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resistentes a la digestion por monocitos y macréfagos, en consecuencia las AVL
representan un importante reservorio de patdégenos humanos. Se han realizado
investigaciones probando un modelo de endocitosis de Legionella pneumophila
por Vermamoeba vermiformis, describiendo una fusion del endosoma conteniendo
la Legionella internalizada con las células hospederas del reticulo endoplasmatico.
El reticulo endoplasmatico se convierte en el sitio de multiplicacion de la bacteria

porque es rico en nutrientes y previene la exposicion a los lisosomas (Harf, 1994).

5. Infecciones intrahospitalarias

Las infecciones nosocomiales o intrahospitalarias (IN) se definen como aquellas
que no estaban presentes o en periodo de incubacion al momento en que el
paciente ingres6 al hospital. Hasta la fecha muchos de los paises en vias de
desarrollo no se han percatado de la importancia del control de las IN, y en los
escasos reportes basados en sistemas de vigilancia inadecuados se informa una
muy baja frecuencia. En América Latina, y pese a los esfuerzos de las naciones
por enfrentar este problema, unicamente 5 % de los hospitales informan tener
comités con programas regulares de control de IN. En México se asume que el
promedio de IN es de 10 a 15 %, el impacto mas importante de este problema es
la mortalidad, la cual se estima que es de 5 % en promedio. En la mayoria de los
hospitales generales la causa mas frecuente de IN son las de vias urinarias,
seguidas por las de herida quirurgica, bacteriemias y neumonias, estas
infecciones se relacionan directamente con técnicas y procedimientos que son
susceptibles de supervision y mejoramiento, de tal manera que se pueden

disminuir las tasas de infeccion (Ponce et al., 1999).

El impacto de las IN en paises en desarrollo es proporcionalmente mas grande
que en paises desarrollados, debido a que las tasas de infeccion son mas altas y
los recursos mas limitados. Existen varios problemas graves que necesitan ser
urgentemente abordados en términos de revision de procedimientos invasivos vy
quirurgicos en especial aquellos que se llevan a cabo en salas de emergencia o de

cuidados intensivos (Garcia et al., 2010).
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Uno de los componentes de mayor relevancia para los programas de limpieza de
instalaciones hospitalarias podria ser el de la capacitacion y la creacion de una
conciencia sobre la importancia de adoptar practicas cotidianas de desinfeccién y
control. La calidad de la asistencia sanitaria es un valor muy apreciado por los
pacientes pues esperan de los profesionales de la salud la curacién de sus
enfermedades, o al menos la paliacion de los sintomas de los mismos, pero una
mala calidad higiénica en el ambiente hospitalario podria llegar a causarles dario,
y en algunos casos extremos, provocarles la muerte, en ambos supuestos, debido

a una infeccién nosocomial (Vinuesa, 2004).

México tiene limitaciones econdmicas que han afectado el sector social y dentro
de éste el rubro de la salud, sin embargo la problematica actual en esta materia no
se reduce solamente a un problema de presupuesto, sino que se deben analizar
otros factores como la ética en el servicio médico, la calidez en el trato de los
pacientes, la simplificacidn administrativa, los mecanismos de defensa de los
usuarios de los servicios hospitalarios, entre otros y aunque no existe bibliografia
en el tema de insalubridad en las instituciones de salud, es deber humano
enfrentar este tema, ya que representa un problema de salud para los usuarios y
sus familias. La limpieza se ha asociado siempre y de manera inseparable con la
salud, y es una condicidon imprescindible para garantizar una avanzada atencion
médica (Ruiz, 2011).

En México se ha establecido la Norma Oficial Mexicana NOM-045-SSA2-2005,
para la vigilancia epidemioldgica, prevencion y control de las infecciones
nosocomiales, la cual tiene como objetivo establecer criterios que deberan
seguirse para la prevencion, vigilancia y control epidemioldgicos de las infecciones
nosocomiales que afectan la salud de la poblacion usuaria de los servicios

meédicos prestados por los hospitales.
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IIl. ANTECEDENTES

En 1998, Rhor y colaboradores compararon aislados de amibas de vida libre de
areas humedas sanitarias de sistemas de agua caliente de seis hospitales en los
cuales identificaron los géneros y determinaron la tolerancia a la temperatura. En
las muestras de sistemas de agua caliente aislaron los siguientes géneros:
Hartmannella vermiformis (65 %), Echinamoeba spp. (15 %), Saccamoeba spp.
(12 %), y Vahlkampfia spp. (9 %), mientras que en muestras de las areas
sanitarias identificaron: Acanthamoeba (22 %), Naegleria (22 %), Vahlkampfia (20
%), Hartmannella (15 %), y Vannella (7 %). En cuanto a las pruebas de tolerancia
a la temperatura encontraron que a 44 °C en agar, 59 % de los aislados de
muestras de sistemas de agua caliente mostraron crecimiento, mientras que solo

el 17 % de los aislados en las areas himedas crecieron.

En 2003, Silva y Rosa observaron la presencia de amibas de vida libre de los
géneros Naegleria y Acanthamoeba en muestras de polvo colectadas en dos
hospitales de Sao Paulo, Brasil, éstas fueron colectadas de unidades de terapia
intensiva, centro quirurgico, aislamiento de enfermedades infecciosas, vivero, sala
de emergencias y cocina, de 132 muestras ellos obtuvieron 60 (45.5 %) de
muestras positivas. De las muestras de polvo colectadas obtuvieron 65 aislados
de AVL, en todas las muestras positivas fueron identificas especies pertenecientes
al género Acanthamoeba lo que corresponde a un 45.5 %. Especies del género

Naegleria fueron identificadas en cinco muestras de polvo (3.8 %).

En 2006, Thomas y colaboradores investigaron la biodiversidad de bacterias y sus
hospederos amibianos en una red de agua de un hospital. Aislaron 15 cepas
protistas de 200 muestras (7.5 %). Una Hartmannella vermiformis aislada albergd
tanto Legionella pneumophila como Bradyrhizobium japonicum. Cuatro nuevas
bacterias resistentes a las amibas fueron recuperadas por cultivo, y uno de estos
aislados estuvo ampliamente presente en la red de agua. También observaron una
fuerte asociacion entre la presencia de amibas y la presencia de Legionella y
micobacterias, ademas se sugiri6 que las amibas de vida libre son un reservorio

para estas bacterias resistentes a las amibas, resaltando la importancia de
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considerar a las amibas al momento de disefiar las medidas de control de calidad

del agua.

En 2007, Carlesso y colaboradores realizaron un estudio sobre la presencia de
amibas de vida libre en un hospital publico de la ciudad de Porto Alegre. El polvo y
las biopeliculas de 15 ambientes hospitalarios, incluyendo, sala de emergencias,
unidad de cuidados intensivos, cocina, centros quirurgicos, reservorios de agua,
grifos y bebedores colectivos fueron colectados mensualmente. De las 135
muestras colectadas de 15 ambientes estudiados, 47 (35 %) fueron positivas para
AVL. De estas, 34 % presentaron caracteristicas morfolégicas propias del género

Acanthamoeba.

En 2009, Carlesso y colaboradores aislaron y caracterizaron AVL de biopeliculas y
polvo en ambientes hospitalarios. Colectaron 135 muestras de 15 ambientes
hospitalarios en un nosocomio al sur de Brasil, 31 de estos aislados fueron
identificados morfolégicamente como el género Acanthamoeba y 10 de estos
fueron sometidos a pruebas de tolerancia a la temperatura y osmotolerancia como
criterios para evaluar la viabilidad y patogenicidad. Las pruebas indicaron que
cuatro (40 %) de estos aislados pueden ser potencialmente patdégenos pues
crecieron a altas temperaturas (40 °C). Las pruebas moleculares revelaron que
uno de los aislados del polvo pertenecio al genotipo T3 y tres al T4 y dos aislados

de biopeliculas al T5.

En 2011, Lasjerdi y colaboradores realizaron una investigacion sobre la presencia
de AVL en salas de atencidn a pacientes inmunodeficientes en Teheran, Iran.
Colectaron un total de 70 muestras de polvo y biopeliculas de salas de atencion a
pacientes con trasplantes, VIH, leucemia y cancer. De las 70 muestras, 37 (52.9
%) fueron positivas para AVL. Acanthamoeba perteneciente al genotipo T4 fue el
aislado mas prevalente, la presencia de este genotipo en instrumentos médicos
incluyendo una mascara de oxigeno es de gran importancia para ser tomada en
cuenta por las autoridades sanitarias. ElI genotipo T5 de Acanthamoeba,

Hartmannella vermiformis, y Vahlkampfia avara también estuvieron presentes.
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En 2013, Ovrutsky y colaboradores evaluaron la presencia de amibas de vida libre
y micobacterias no tuberculosas en muestras de agua y biopeliculas colectadas de
un hospital, confirmando asi su alta prevalencia en sistemas de agua potable,
particularmente en biopeliculas. Acanthamoeba spp. fue la que principalmente se
encontro (47 %), seguida de Hartmannella vermiformis (41 %). En cuanto a las
micobacterias, fue evaluada la prevalencia y replicacion dentro de varias AVL de
un aislado de Micobacterium avium, demostrando la supervivencia en todas las
especies de amibas probadas, pero solo una tasa de alta replicacion se dio en

Acanthamoeba lenticulata.

En 2015, Pagnier y colaboradores aislaron amibas de vida libre de muestras de
agua tomadas en tres diferentes hospitales en Marsella (Francia). De 105
muestras tomadas, 14 fueron positivas para crecimiento amibiano (13 %). La
identificacion morfoléogica mostré que cinco especies pertenecian al género
Acanthamoeba y nueve a Hartmannella. Ninguna de las amibas mostré la
presencia obligada de endosimbiosis bacteriana. Las especies aisladas de
bacterias incluidas Stenotrophomonas maltophilia, Legionella sp. y Legionella

taurinensis fueron aisladas por primera vez en asociacién con amibas.

En 2015, Trabelsi y colaboradores realizaron la identificacion morfolégica y
molecular de amibas de vida libre en circuitos de agua en hospitales de Tunez, las
muestras fueron colectadas de diferentes salas del hospital: servicios quirurgicos,
unidades médicas de cuidados intensivos, sala de operaciones tanques de
almacenamiento de agua. Ellos detectaron AVL en 45 muestras de 84 (53.5 %) de
la siguiente manera: servicios quirurgicos (80 %), sala de operaciones (13.3 %),
unidades médicas de cuidado intensivo (0 %), y tanques de almacenamiento de
agua (6.6 %). ldentificaron siete morfotipos: acantopodial (89 %), monopodial (40
%), dactilopodial (22 %), rugoso (62 %), eruptivo (24 %), en forma de abanico (18
%) y polipodial (18 %). El género Acanthamoeba fue detectado en 40 muestras
(47.6 %): 79.4 % en salas de servicios quirurgicos; 17.6 % en salas de
operaciones. Mediante PCR se identificaron 64.2 % aislados como

Acanthamoeba sp. estos aislados pertenecen a los genotipos T4, T10 y T11.
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V. JUSTIFICACION

Las IN son aquellas que ocurren durante el ingreso y estancia hospitalaria, y
también se relacionen con cuidados sanitarios. Estas estan condicionadas por tres
factores: el agente etiolégico, la transmision y el huésped (Pérez et al., 2010).
Aunque en México se tenga un control sobre la desinfeccion y limpieza de los
quiréfanos para reducir al minimo la exposicién del personal de atencion médica y
de los pacientes a microorganismos potencialmente infecciosos (Ledesma, R.
2009) hay investigaciones que reportan que amibas como Acanthamoeba spp. son
altamente resistente a diferentes tratamientos desinfectantes como cloro, bromo e
isotiazolina (Dupuy et al., 2014), debido a esto y a la amplia distribucién de las
AVL, ya que incluso se han encontrado en hospitales y unidades de dialisis se
incrementa el riesgo de contraer una infeccion intrahospitalaria, este riesgo
aumenta en individuos inmunocomprometidos pues son mas susceptibles de
adquirir una infeccion por AVL oportunistas, es por ello que el objetivo de este
trabajo es identificar las AVL presentes en ambientes hospitalarios del estado de

Oaxaca.
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V. OBJETIVOS

1. Objetivo general
o Detectar la presencia de amibas de vida libre en quir6fanos de Hospitales

Generales y Regionales del estado de Oaxaca.

2. Objetivos particulares
e Aislar las amibas de vida libre de las muestras colectadas.

¢ Identificar los organismos amibianos existentes en diferentes areas de los

quiréfanos.

e Determinar la relacion de los factores fisicoquimicos con la presencia de

AVL.
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VI. AREA DE ESTUDIO

El estado de Oaxaca se localiza en la porcidén sureste de la Republica, hacia el
extremo suroeste del istmo de Tehuantepec, limita al norte con Veracruz, al
noroeste con Puebla, al este con Chiapas, al oeste con el estado de Guerrero y al
sur con el océano Pacifico. Se encuentra a una altitud que varia del nivel del mair,
hasta los 3750 msnm. Tiene una extension de 91 783 km?, representa 4.8 % de la
superficie nacional, lo que lo coloca en el quinto estado mas grande de la
Republica. Desde 1993, atendiendo a una clasificacion etnografica-folklorica, el

estado fue dividido en ocho regiones (Fig. 5) (Ordofez, 2000).

Figura 5. Division regional del estado de Oaxaca (Ordofiez, 2000)

De cada una de las ocho regiones fueron seleccionados dos hospitales, uno

regional y otro comunitario (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Hospitales pertenecientes a las regiones muestreadas.

e Canada

eHospital General “Dr. Alberto Vargas Merino”, San Juan Bautista Cuicatlan
eHospital Basico Comunitario Doce Camas, Teotitlan de Flores Magdn

ey Costa

eHospital General “Dr. Pedro Espinoza Rueda”, Pinotepa, Santiago Pinotepa
Nacional

eHospital Basico Comunitario, Santa Catarina, Juquila

e Istmo

eHospital General con Especialidades, Salina Cruz
eHospital Basico Comunitario, Santo Domingo Tehuantepec

ey Mixteca

eHospital General " E.S.P. Pilar Sanchez Villavicencio", Huajaupan de Ledn
eHospital Basico Comunitario, Asuncién Nochixtlan

Papaloapan

eHospital General, San Juan Bautista Tuxtepec
eHospital Basico Comunitario, Loma Bonita

e Sierra Norte

eHospital General, Maria Lombardo de Caso
eHospital Basico Comunitario,, Ixtlan de Juarez

e Sierra Sur

eHospital General "Amigo Del Nifio Y De La Madre", Putla de Guerrero
eHospital Basico Comunitario, La Paz Teojomulco-Texmelucan

ey Valles Centrales

eHospital General “Dr. Aurelio Valdivieso”
eHospital de la Nifiez Oaxaquefia
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VI. MATERIAL Y METODOS

1. Recolecta de muestras

Se tomaron muestras en enero de 2015 de diferentes nosocomios en el estado de
Oaxaca de acuerdo a la divisidon regional. Por cada region se muestrearon dos
hospitales, uno general y uno comunitario y las muestras fueron colectas de agua
y biopeliculas de lavabos, asi como del polvo de la mesa de cirugia y del

instrumental quirdrgico hallados en los quiréfanos de urgencias (Anexo ).

Las muestras de agua del lavabo fueron tomadas de los grifos donde el personal
meédico se lava las manos, estas se tomaron en tres tiempos, el primero del chorro
inicial, el segundo dejando correr un poco de agua aproximadamente un minuto y
el tercero dejando fluir un poco mas de agua, estas muestras (de
aproximadamente 1L) se almacenaron en recipientes de polipropileno de boca
ancha con tapa de rosca correctamente etiquetados y fueron transportados al
laboratorio 10 y 11 (Cepario y Micoteca) de la Facultad de Ciencias Quimicas de la

Universidad Auténoma Benito Juarez de Oaxaca (UABJO).

Las muestras tomadas de la biopelicula del lavabo, el polvo de mesa de cirugia e
instrumental quirdrgico se recolectaron con hisopos estériles raspando las
biopeliculas del lavabo, las mesas de cirugia y las charolas donde se coloca el
instrumental quirdrgico. El hisopo se sumergié en tubos Falcon con 35 ml de
solucion de Page (previamente esterilizada), estos se etiquetaron, transportaron y

almacenaron de la misma forma que las muestras de agua de lavabo.
2. Registro de parametros fisicoquimicos

Se realiz6 la medicidn de los siguientes factores: temperatura del agua (°C), pH y
cloro libre residual (mg/L). Los parametros de temperatura y pH fueron medidos
con un tester digital HANNA modelo HI 98129. El cloro libre residual se midio
mediante el Kit colorimétrico HANNA modelo HI 3831F.
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En el sitio donde se tomaron las muestras de agua de lavabo, también se
determinaron parametros fisicoquimicos como: pH, temperatura y cloro libre

residual.
3. Aislamiento de amibas de vida libre

Las muestras fueron transportadas al Laboratorio de Patdgenos Emergentes de la
Unidad de Investigacion Interdisciplinaria para las Ciencias de la Salud y
Educacion (UIICSE) de la Facultad de Estudios Superiores (FES) Iztacala.
Posteriormente se tomé una alicuota de 50 ml, la cual fue centrifugada a 1000 xg
por 10 minutos, el sobrenadante fue desechado y el sedimento fue suspendido e
inoculado en cajas de Petri con medio NNE (agar no nutritivo adicionado con
bacteria Enterobacter aerogenes inactivada por calor) (Anexo IlI). La cepa
bacteriana sirve de fuente de carbono para que las amibas se desarrollen (Anexo
[ll). Las placas se incubaron a 37 °C en posicion invertida y después de 24 horas
fueron observadas en un microscopio invertido en busca de organismos amibianos
(De Jonckheere, 1977).

4. Clonacion de morfotipos

De las muestras que resultaron positivas se busco la zona de mayor crecimiento
amibiano y se corté un segmento de 5mm? el cual fue resembrado en una placa

nueva para tener cultivos libres de contaminantes hasta su identificacion.

Los aislados se revisaron después de 24 horas y en aquellos donde se observaron
diferentes morfotipos se procedid a separarlos y resembrarlos en nuevas placas
de NNE hasta lograr separar un aislado de otro (cultivo monoxenico) y clonar los
organismos. Las cepas aisladas se axenizaron mediante la transferencia de
porciones de agar de aproximadamente 1 cm? a tubos con medio liquido para
cultivo axénico en medio Chang, que contiene sales y fuente de carbono como
glucosa, ademas de suero fetal de bovino para hacer crecer los trofozoitos libres

de bacterias (cultivo axénico) (De Jonckheere, 1977).
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5