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l. RESUMEN

Las amibas de vida libre (AVL), son protozoos que se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza, tanto en ambientes terrestres como en acuaticos. Algunas
se encuentran asociadas a diferentes enfermedades como: Queratitis amibiana (QA) y
encefalitis amibiana granulomatosa (EAG) causadas por algunas especies de
Acanthamoeba, Balamuthia mandrillaris, 0 mas recientemente por Sappinia pedata. Y
meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP) causada por Naegleria fowleri. En el
presente trabajo se analizaron 84 muestras de agua, sedimento y biopelicula
provenientes de 14 zonas muestreadas en el balneario natural las Grutas de
Tolantongo, Hidalgo, obteniendo un gran nimero de muestras positivas para amibas
de vida libre de las cuales se identificaron seis géneros: Acanthamoeba, Naegleria,
Korotnnevella, Rosculus, Saccamoeba y Vannella, Se identificaron amibas
pertenecientes a dos géneros con potencial patégeno: Acanthamoeba y Naegleria,
observando una mayor riqueza especifica en el primer muestreo realizado en la
temporada de lluvias y obteniendo como biotopo predominante al agua en ambas
temporadas (época de lluvias y época de sequia). Se realizaron pruebas de
osmotolerancia a las cepas reportadas con potencial patdgeno, como resultado se
obtuvo que la mayoria de las cepas aisladas resultaron resistentes al medio NNE con
concentracion 0.5 M de D-manitol y solo tres cepas resultaron positivas en la
concentracion de 1M de D-manitol.

En conclusién, la presencia de AVL con potencial patdogeno en el balneario las Grutas
de Tolantongo, puede representar un riesgo para la salud publica de los usuarios de las
instalaciones, sumado a esto, los pocos registros que se tienen de las enfermedades
causadas por estas amibas y el mal diagnéstico por parte de las autoridades médicas

resaltan una sefal de alerta dentro de las instalaciones




)
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1. INTRODUCCION
1. Amibas de vida libre

El nombre de "amiba" se deriva de la antigua palabra griega auoifr, que significa
"cambio”, que hace referencia al aspecto cambiante de este microorganismo cuando
se mueve. Las amibas se desplazan por medio de pseudopodos y alimentan por medio
de la corriente citoplasmatica. Este método uUnico de locomocién se denomina

movimiento ameboide (Fernandez, 2015).

Las amibas de vida libre (AVL), son protozoos que se encuentran en ambientes
acuaticos como: piscinas, lagunas y estanques, asi como en suelo y biopeliculas
(Mufioz et al., 2003). Se han encontrado en temperaturas entre 10 y 55 °C, y se ha
reportado que temperaturas por encima de los 32 °C favorecen la proliferacion de
algunas especies que pueden ser patdgenas, por lo que se les encuentra cominmente
en aguas termales naturales y en aguas contaminadas térmicamente por descargas

industriales (Gallegos, 1997).

Dentro de este grupo, existen algunas especies con capacidad para vivir como
organismos de vida libre y como endoparasitos, a las cuales se les conoce como
organismos anfizéicos (Peralta y Ayala, 2009). La mayoria no estan bien adaptadas al
parasitismo, pues terminan con la vida del hospedero que invaden, no dependen de un
hospedero o vector para su transmisién y no se transmiten de humano a humano
(Mendoza, 2014).

1.1 Morfologia de las amibas de vida libre

Las amibas de vida libre son cosmopolitas y pertenecen al reino protozoa, son
organismos unicelulares, su cuerpo esta formado por una membrana plasmatica
rodeada por hialinoplasma, presenta un nucleo, una vacuola alimenticia, una vacuola
contractil, pseudopodos; los cuales son proyecciones citoplasmaticas que sirven tanto
para su locomociéon como para su alimentacién, y uroide, estos ultimos son de gran

importancia para su identificacién morfolégica. Las amibas son organismos capaces de




“Amibas de vida libre en las Grutas de Tolantongo, Hidalgo, México”

sobrevivir a cambios graduales en el ambiente (Hickman et al., 2001; Smirnov y Brown,
2004). Presentan dos formas en su ciclo de vida; la primera es un trofozoito; en esta
fase la amiba es movil, prolifera y se alimenta de una amplia variedad de
microorganismos, principalmente bacterias y levaduras. (Esquivel, 2018) (Fig. 1).

/
Pseudépodo )

Nucleo Granuloplasma
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Figura 1. Esquema general de los componentes morfoldgicos generales del
trofozoito de una amiba de vida libre (Mendoza, 2014).

La segunda forma se denomina quiste, es una estructura de resistencia, la cual esta
compuesta de dos capas: el endoquiste y exoquiste. En este estadio los trofozoitos,
disminuyen su metabolismo y adoptan una forma redonda, permaneciendo viables
durante mucho tiempo, presentan una gran resistencia a la desecacion, a temperaturas
extremas, a diversos agentes antimicrobianos y desinfectantes. (Ramirez et al., 2009;
Coulon et al., 2010) (Fig. 2).
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Figura 2. Esquema general donde se muestran los componentes morfolégicos
de un quiste de una amiba de vida libre (Mendoza, 2014).

1.2. Taxonomia de amibas de vida libre

Actualmente, la Sociedad Internacional de Protistologia utiliza una clasificacion
taxondmica basada en enfoques morfolégicos modernos, las vias bioquimicas y
filogenia molecular. De acuerdo con el nuevo esquema propuesto por Adl y cols. en
2012, los eucariontes han sido clasificados dentro de los grupos Amorphea,
Diaphoretickes e Incertae sedis Eukaryota, estos se dividen en cinco “clusters” o “super
grupos” llamados: Amoebozoa, Opisthokonta, Archaeplastida, Excavata y el mas
recientemente agregado, SAR. En cuanto a las AVL segun la nomenclatura actual han
sido clasificadas dentro de dos super grupos: Amebozoa y Excavata (Adl et al., 2012)

(Fig. 3).
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Figura 3. Clasificacion taxondémica de AVLPP segun Adl y cols. en 2012.

1.3. Ecologia de las amibas de vida libre

Las amibas de vida libre son organismos que constituyen parte esencial de las cadenas
troficas, del flujo energético en los cuerpos de agua y en el reciclado de nutrientes. Son
organismos heterétrofos y tienen la capacidad de alimentarse tanto de forma osmotrofa
(materia organica disuelta), como holozoica (bacterias, materia particulada y otros
organismos) por fagocitosis, de esta forma reducen la poblacién bacteriana y la materia
organica particulada en suspension (Lorenzo-Morales et al., 2005; Coulon et al., 2010;
Siddiqui y Khan, 2012).

Las AVL presentan en general una distribucion cosmopolita y son ubicuas en la
naturaleza (Martinez, 1985) debido a esto es comun encontrarla en formaciones
carsticas (formada cuando el agua disuelve las rocas calizas a lo largo de las fracturas,

formando canales de drenaje y conductos subterraneos) por ejemplo, en las Grutas de
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Tolantongo. Desde el punto de vista ecolégico, estas formaciones tienen un papel muy
importante en el ciclo hidroldgico (Sigala, 2011), asi que, dentro de estos ecosistemas
podemos caracterizar diferentes biotopos como son: agua, biopelicula, suelo y

vegetacion (Montes, 2012).

Los mecanismos de dispersion por los cuales se da la entrada y la colonizacion de los
protozoos a Grutas en general tienen lugar por la intermediacion de las aguas que
penetran o se infiltran en las capas subterraneas y originan los rios, riachuelos y aguas
subterrdneas. De esta manera, penetran a las formaciones en cualquiera de sus
estadios, lo que permite explicar la existencia en las Grutas de una comunidad rica y
diversa de los protozoos, asimismo, no queda excluido su ingreso por las entradas de
esta a través de las corrientes de aire con polvo e inclusive en las Grutas
acondicionadas vy visitadas por el hombre, este mismo puede servir como medio para

la entrada de estos a la cueva (Fernandez, 2015).

Las amibas de vida libre junto con los flagelados y ciliados, tienen dos importantes
funciones ecoldgicas, influyen en la estructura de la comunidad microbiana y mejoran
el reciclaje de nutrientes. Ambas actividades estan asociadas con el hecho de que las
amibas se alimentan de bacterias, de manera que regulan la poblacion bacteriana
reduciéndola hasta en un 60 % (Siddiqui y Khan, 2012).

Las AVL tienen, asi mismo, la capacidad de establecer y estimular la produccion de
biopeliculas mediante la adhesion a las superficies y la secreciébn de sustancias
metabdlicas tales como polisacéaridos y proteinas (Khan et al., 2006), las cuales pueden
ser desarrolladas en sustratos sélidos en contacto con el agua (biopeliculas fijas) o en
la interfase agua-aire (biopeliculas flotantes) (Hsu et al., 2011) lo que les permite
interactuar con una gran cantidad de microorganismos (Khan, 2006), por ejemplo,
Legionella pneumophila, una bacteria intracelular facultativa que es el agente causante
de la legionelosis, coloniza las biopeliculas lo que le proporciona un ambiente rico para

su replicacion (Bigot et al., 2013).
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2. Amibas de vida libre potencialmente patégenas

Existen cinco géneros de amibas de vida libre potencialmente patdgenas (AVLPP)
asociadas a enfermedades en humanos que afectan directamente el sistema nervioso
central (SNC), piel, ojos, etc. estos son: Acanthamoeba spp, Naegleria fowleri,
Balamuthia mandrillaris, Vermamoeba vermiformis, y Sappinia pedata (Lares-Jiménez
et al., 2009).

2.1. Género Acanthamoeba.

En general, son las amibas més frecuentemente aisladas en ambientes humedos, y por
ello son consideradas uno de los protozoos mas ubicuos y por lo tanto estd en
permanente contacto con el ser humano y los animales. Su ciclo se compone de dos
fases: trofozoito y quiste. El trofozoito mide entre 15 a 35 um, su movilizacion es a
través de pseudopodos filamentosos (acantépodos) (Castrillén y Orozco, 2013). El
quiste mide entre 15 a 28 um, se encuentra compuesto por celulosa (Schuster y
Visvesvara et al., 2004)., contiene una doble pared (el endoquiste y el exoquiste),
generalmente de forma estrellada, la cual se forma cuando las condiciones del
ambiente no son adecuadas, como respuesta a la desecacién, al efecto de medios
fisicos o quimicos de desinfeccion (Aksozek et al., 2012).

Hasta el momento hay descritas 24 especies de Acanthamoeba. Se dividen en tres
grupos principales (Fig. 4), dependiendo de la morfologia del quiste (Pussard y Pons,
1977; Page 1988). De estas, solo 12 especies han sido reportadas como
potencialmente patogenas: Acanthamoeba astronyxis, Acanthamoeba castellanii,
Acanthamoeba culbertsoni, Acanthamoeba griffini, Acanthamoeba hatchetti,
Acanthamoeba lenticulata, Acanthamoeba lugdunensis, Acanthamoeba palestinensis,
Acanthamoeba polyphaga, Acanthamoeba quina, Acanthamoeba rhysodes vy

Acanthamoeba triangularis.
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Figura 4. Clasificacion de los quistes de Acanthamoeba spp. con base en sus
caracteristicas morfologicas (Mendoza, 2012).

2.2. Ciclo de vida de las especies de Acanthamoeba.

El trofozoito de Acanthamoeba spp. es la forma infectante. Este puede ingresar al
organismo a través de diferentes lugares como la via respiratoria alta y baja, la cornea
y via cutanea por exposicion directa a suelo, agua contaminada, o lentes de contacto
(el quiste puede resistir hasta 14 dias en soluciones desinfectantes) posteriormente el
trofozoito puede viajar por liquido cefalorraquideo hasta el cerebro generando asi
encefalitis amibiana granulomatosa (EAG) aunque también puede instalarse en la
cérnea generando queratitis amibiana (QA) o en piel generando acantamebiosis
cutanea (AC) (Fig. 5) (Bradbury et al., 2014).
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Figura 5. Ciclo de vida de Acanthamoeba sp. (CDC, 2018).
2.2. Naegleria fowleri

Es la amiba que posee la mayor virulencia y letalidad a corto plazo de todas las AVL
que infectan al hombre. Dentro de este género se describieron alrededor de 47
especies, y dentro de estas, so6lo una, Naegleria fowleri, ha demostrado ser patégena
para el humano (De Jonckheere, 2004; 2011).

Naegleria fowleri es una AVL que se encuentra comunmente en ambientes de agua
dulce, es el agente etioldgico de la meningoencefalitis amebiana primaria (MEAP), una

enfermedad mortal del sistema nervioso central (Taméz, 2019).

El ciclo de vida se compone de tres estadios: trofozoito, forma flagelada y quiste (Fig.
6). La fase trofica mide aproximadamente de 15 a 25 um. El citoplasma es finamente
granular y contiene multiples mitocondrias, lisosomas y vacuolas. La forma flagelada
suele ser biflagelada, aunque en ocasiones puede contener mas de diez flagelos y
constituye una etapa en que la amiba no se alimenta, solo le sirve para desplazarse a

un mejor ambiente. El quiste es esférico, mide de 8 a 12 um, contiene un ndcleo central
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y un nucleolo central, aunque puede ser variable entre especies (N. fowleri, N. jadini,
N. gruberi). Cuando las condiciones ambientales se tornan de nuevo favorables, el

desenquistamiento se produce relativamente pronto (Chavez-Munguia et al., 2009).

Figura 6. Estadios de Naegleria fowleri: a) trofozoito b) flagelado y c) quiste
(John, 1993).

2.4. Ciclo de vida de Naegleria fowleri

La via de infeccion de Naegleria fowleri mds comdn es a través del neuroepitelio
olfatorio, por lo que la infeccion se lleva a cabo de forma mas frecuente en aquellos
individuos que nadan en aguas con estas amibas: lagos, piscinas, embalses, corrientes
termales, manantiales. N. fowleri se ha mostrado resistente al agua poco clorada y de
alli el riesgo de infeccion en las piscinas. Estas amibas en algunos casos penetran a
través de la lamina cribosa del etmoides, para alcanzar el cerebro y las meninges
causando graves cuadros de necrosis e inflamacion, llevando a una MEAP que puede

ocasionar la muerte (Fig. 7) (Taméz, 2019).
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Figura 7. Ciclo de vida de Naegleria sp. (CDC, 2018).

2.5. Balamuthia mandrillaris

Esta amiba fue aislada originalmente del tejido cerebral de un babuino (Papio sphinx)
gue muri6 en el zooldgico de San Diego (Marciano et al., 2000). Hasta la fecha, se han
descrito mas de 100 casos de meningoencefalitis amibiana granulomatosa causada por
este organismo (Zufiga y Caro, 2011). Aunque Balamuthia ha sido descrita como una
amiba de vida libre, s6lo hay dos informes de su aislamiento en el ambiente; la
distribucion precisa, nicho, o fuente de alimento preferido de estas amibas no se
conoce. Existen diversas hipotesis, la primera de ellas indica que B. mandrillaris pueda
ser menos abundante en el ambiente que otras amibas de vida libre, limitAndose solo
a ciertos nichos ambientales, siendo dificiles de aislar y segundo, que sean organismos

de lento crecimiento (Matin et al., 2008).

El aspecto y tamafio de los trofozoitos y quistes de B. mandrillaris es semejante al de

Acanthamoeba spp. Sin embargo, los trofozoitos, que miden de 15 a 60 um, tienen un
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peculiar reticulo endoplasmatico acintado, y se desplazan lentamente mediante amplias
proyecciones aplanadas, llamadas lamelipodios, los cuales lo diferencian de las
prolongaciones espinosas del género Acanthamoeba. Los quistes miden de 15 a 30 um

de diametro y tienen una triple pared (Alvarez, 2015).
2.6. Vermamoeba vermiformis

Es la primera amiba conocida como parésita del hombre. Existen escasos datos
referidos a su morfologia, discretamente similar a las anteriores. El género
Vermamoeba fue incluido en la lista de patégenos humanos en 1994 por Weekers y
cols. Solo existe un caso publicado en Nigeria donde produjo meningoencefalitis
amibiana primaria (MEAP). Posteriormente se han documentado casos de queratitis en
portadores de lentes de contacto, por Vermamoeba en coinfeccién con Acanthamoeba
(De Jonckheere, 1998) o Vahlkampfia (Lorenzo-Morales et al.., 2005) o también con
Pseudomonas sp., bacteria descrita como causante de queratitis (Dini et al., 2000;
Sharma et al., 2013). En el afio 2013 en Iran, se identificé un primer caso de queratitis
por Vermamoeba vermiformis, aislandose e identificando morfolégicamente y por medio
de PCR (Abedkhojasteh et al., 2013). Existen, no obstante, discrepancias sobre la
patogenicidad de este género. No existe certeza de dicha patogenicidad ya que no esta
documentado ningun experimento “in vivo” donde este género produzca infeccién en el
animal de experimentacion (De Jonckheere y Brown, 1998), y sigue sin demostrarse en

la actualidad.
2.7. Sappinia pedata

La amiba Sappinia pedata estad ampliamente distribuida en el ambiente, ha sido aislado
de hojarasca, heces de alces, bisontes y ganado, asi como del recto de lagartos.
Sappinia pedata no habia demostrado ser patdgena en humanos o animales
experimentales ya que nunca fue implicado en una patologia, antes de reportarse el
anico caso humano de infeccion que involucr6 a un hombre de 38 afios
inmunocompetente, el cual sobrevivido a la infeccion (Trabelsi et al., 2012). En un
principio, basandose en el criterio morfolégico y de inmunofluorescencia, la infeccion

fue atribuida a Sappinia diploidea (Marciano, 2000), sin embargo, un estudio
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filogenético mas reciente y exhaustivo indicé que esta cepa podria, de hecho, ser una
nueva especie dentro de este género, que esta mas estrechamente relacionada con

Sappinia pedata (Trabelsi et al., 2012).
3. Importancia médica de las amibas de vida libre
3.1. Enfermedades producidas por amibas de vida libre

La capacidad de las AVL para causar enfermedades en humanos ha sido reconocida
desde hace mas de 40 afios, cuando Fowler y cols. (1965) reportaron los primeros
cuatro casos de meningoencefalitis producidas por estos microorganismos. Sin
embargo, son identificadas cada vez con mayor frecuencia, no s6lo como causantes de
enfermedades en pacientes inmunodeprimidos, sino también en hospedadores sanos,
por lo que podrian considerarse entre las llamadas enfermedades emergentes, lo que

aumenta mucho su interés.
3.2. Meningoencefalitis amibiana primaria

El agente causal de la meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP) es Naegleria
fowleri; afecta principalmente a nifios inmunocompetentes y adultos jovenes, la mayoria
de los casos han tenido como antecedente comun nataciébn en época calurosa.
(Visvesvara et al., 2007) ocasionando la muerte en un lapso de 3 a 7 dias después de
haber adquirido la infeccion. Casi todos los casos de MEAP han sido diagnosticados
post mortem, con excepcion de algunos reportes en México, Inglaterra, Australia y los
Estados Unidos (Rondanelli, 1987). La MEAP sigue un curso agudo caracterizado por
una meningitis de tipo hemorragico, el cuadro clinico tiene un inicio subito, con curso
rapido y fulminante, caracterizado por cefalea frontal y bitemporal intensa, fiebre (de 38
a mas de 40 °C), nausea, vomito (proyectil) y signos de irritacibn meningea: rigidez de
nuca (signos de Kernig y Brudzinski), encefalitis, fotofobia, edema cerebral,
convulsiones, hipertension intracraneal, progreso rapido a letargia, confusion y coma.
La gran mayoria de los pacientes mueren aproximadamente a las 48 o 72 horas (o

hasta una semana después) del inicio del cuadro, principalmente por paro
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cardiorrespiratorio y edema pulmonar (Direccibn General de Epidemiologia, 2012;
Fernandez, 2015; Siddiqui, 2016).

3.3. Encefalitis amibiana granulomatosa

La encefalitis amibiana granulomatosa (EAG) es una infeccion del sistema nervioso
central producida por Acanthamoeba spp. o Balamuthia mandrillaris. Se caracteriza por
un curso clinico insidioso y prolongado, pero igualmente fatal. Esta infeccion, se
produce principalmente, en personas inmunosuprimidas (Visvesvara et al., 2007;
Fernandez, 2015).

La via de entrada e invasion de Acanthamoeba spp. y Balamuthia mandrillaris al
sistema nervioso central (SNC) es hematdgena, con el foco primario en la piel o en el
tracto respiratorio, por inhalacion de aire, aerosoles y polvo que contengan quistes o
trofozoitos, en pacientes con enfermedad crénica o inmunocomprometidos. Se
desconoce el periodo de incubacion. El cuadro clinico es de inicio insidioso,
caracterizado por cambios neurologicos debidos a una masa ocupante, Gnica o multiple
en el encéfalo; se puede presentar hemiparesia, cambios en la personalidad,
somnolencia, convulsiones, cefalea de tipo insidioso, fiebre esporadica, y rigidez de la
nuca en la mayoria de los casos; nausea, vomito y letargia pueden ser manifestaciones
tempranas de la infeccion. Algunos pacientes pueden presentar paralisis de los nervios
craneales (principalmente el lll y el VI), ataxia cerebral y coma. A menudo la muerte se
presenta por bronconeumonia (Direccion General de Epidemiologia, 2012; Uribarren,
2014; Taméz, 2018).

3.4. Queratitis amibiana

La queratitis amibiana (QA) corresponde a un proceso inflamatorio crénico activo
producido por Acanthamoeba spp. que afecta la cérnea y a veces la conjuntiva,
asociado en ocasiones al antecedente de un traumatismo corneal y la exposicion a
agua contaminada (Oddo, 2006). Es una enfermedad dificil de diagnosticar y tratar, ya
que las manifestaciones clinicas se confunden a menudo con las de la queratitis

herpética, fungica, micobacteriana o viral, lo que provoca que el diagndstico correcto y
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el comienzo del tratamiento se retrasen semanas o meses (Booton et al., 2004). La
enfermedad se ha asociado en el 80 % de los casos a uso de lentes de contacto
(limpieza y/o almacenamiento inadecuados) por sujetos sanos, a su empleo durante
deportes acuaticos y a traumatismos corneales (Uribarren, 2014). Hallazgos recientes
implican al genotipo T4, principalmente A. castellanii en 94 % de los casos como agente

etiologico de la queratitis de origen amibiano (Booton et al., 2005).
3.5. Acantamebiosis cutanea

Las infecciones de la piel producidas por amibas son raramente bien diagnosticadas.
Estan relacionadas con el estado inmunol6gico por lo cual es mas comun encontrarla
en personas inmunocomprometidas, aunque se han reportado casos en personas

inmunocompetentes en Peru (Galarza et al., 2006).

La acantamebiosis cutdnea se caracteriza por la presencia de nédulos eritematosos
duros o ulceras en la piel. Las manifestaciones tempranas de la acantamebiosis
cutanea incluyen la presencia de papulo-nédulos que drenan material purulento y que

luego se convierten en ulceras que no sanan (Marciano-Cabral y Cabral, 2003).

Las ulceras, proveen una ruta de entrada al torrente sanguineo, seguido por una
diseminacibn hematégena a diferentes tejidos, el cual puede traer consigo

consecuencias fatales (Khan, 2006).
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. ANTECEDENTES

Durante las dos ultimas décadas, el estudio de las AVL en especial las patdégenas, ha
comenzado a ser tema de interés debido a su importancia médica y ecoldgica. Ya que
hoy en dia son bien conocidas como patdégenos causantes de infecciones serias y
mortales y que ademas tienen un rol importante en los ecosistemas y actian como

reservorios de algunos microorganismos (Schuster y Visvesvara, 2004; Khan, 2006).
1. Estudios sobre amibas de vida libre en el mundo

Mufioz y cols. en 2003, analizaron en Santiago de Chile un total de ocho piscinas
publicas de las cuales cinco resultaron positivas para AVL, el género de amiba
patdbgena que se encontr6 en mayor numero fue Naegleria spp. con cinco cepas
encontradas en las ocho piscinas muestreadas, mientras que Acanthamoeba spp. fue

reportada con tres cepas en las ocho piscinas.

Lorenzo-Morales y cols. en 2005, aislaron e identificaron diferentes especies de
Acanthamoeba en fuentes de agua potable de Tenerife, Espafia. Donde demostraron

el potencial patégeno de estas por medio de pruebas de osmolaridad y termotolerancia.

Init y cols. en 2010, detectaron la presencia de AVL en 14 piscinas en Malasia, donde
aislaron diferentes especies de Acanthamoeba y Naegleria, ambas mostraron un mayor
crecimiento (80.4 %) a temperatura ambiente (25-28 °C) y menor (70 %) a 37 °C.

Retana-Moreira en 2014, reportd la presencia de Acanthamoeba spp. y Balamuthia
mandrillaris en duchas de Costa Rica siendo el primer reporte de América Latina en el
cual se reporta la presencia de B. mandrillaris.

Latifi y cols. en 2016, demostraron la presencia de Balamuthia mandrillaris,
Acanthamoeba spp. y Naegleria spp. en aguas termales de la provincia de Mazandrara
al norte de Iran. Encontrando una mayor presencia de estas AVL en aguas con pH bajo
y temperaturas entre los 32 y 42 °C. Este es el primer registro de B. mandrillaris en

aguas termales de uso recreativo.
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Ahmad Karamati y cols. en 2016, aislaron y caracterizaron molecularmente diferentes
genotipos de Acanthamoeba spp. en suelos de diferentes areas publicas y recreativas

en Iran, donde el 41.6 % de las muestras resultaron positivas.

Javanmard y cols. en 2017, realizaron el aislamiento e identificacion de AVL en 80
muestras de agua municipal, termal y recreativas de Iran, de las cuales 16 fueron
positivas para AVL y de estas diez muestras con AVL potencialmente patdégenas. Este
estudio confirma una mayor presencia de AVL potencialmente patdgenas en sitios con

alta actividad humana lo que incrementa el riesgo de infeccion.
2. Estudios sobre amibas de vida libre en México

Rivera y cols. en 1993, estudiaron la presencia de AVL en piscinas para fisioterapia en
la ciudad de México, en el que registraron al género Acanthamoeba como el mas

frecuente en las épocas de primavera y verano.

Gallegos en 1997, realizé un estudio sobre amibas de vida libre con potencial patégeno
en la Huasteca Potosina en el Estado de San Luis Potosi, en donde encontré seis
géneros: Acanthamoeba, Echinamoeba, Hartmannella, Naegleria, Vahlkampfia y
Willaertia, relacionando su presencia con varios parametros ambientales, concluyendo
qgue los que mas influencia tuvieron sobre el crecimiento y distribucion de las amibas

fueron la temperatura del agua y la materia organica.

Urbina en 2006 determiné el efecto de la temperatura en la distribucion y diversidad de
amibas de vida libre presentes en el balneario de agua termal “El Geiser” en Hidalgo,
México. Como resultados se obtuvo que la mayoria de aislados de amibas de vida libre
se distribuy6 en el rango comprendido entre 33 a 40 °C y determinando que las especies
que se distribuyeron por encima de ese rango (Acanthamoeba spp. y Naegleria fowleri)

estan reportadas con potencial patégeno

Ramirez y cols. en 2009, determinaron la calidad microbiologica del acuifero de
Zacatepec, Morelos, México. En donde aislaron 22 especies pertenecientes a 16

géneros de AVL.
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Lares-Jiménez y cols. 2009, realizaron el aislamiento de AVL en aguas superficiales del
Valle del Mayo, Sonora, en donde identificaron morfofisiologicamente 11 géneros de

AVL en aguas superficiales de la region.

Bonilla y cols. en 2009 realizaron el aislamiento de Acanthamoeba spp. en el agua
doméstica en casas de usuarios de lentes de contacto en el area metropolitana de la

Ciudad de México en donde obtuvieron 45 aislados de Acanthamoeba spp.

Moreno en 2012 determind la presencia de amibas de vida libre termotolerantes en
biopeliculas del balneario de aguas termales “El Geiser” en Hidalgo, México. En este

estudio se determind la presencia de diez géneros de AVL

Gallegos y cols. en el 2014, hicieron una revision de mas de 104 publicaciones de AVL
y reportaron que del total de los estados de la Republica Mexicana, unicamente el 73
% cuenta con registros de especies amibianas y nueve estados permanecen sin

estudiar.

Mendoza en 2014, realiz6 el aislamiento e identificacion de Acanthamoeba spp.
patbgena en agua potable de la zona metropolitana del Valle de México. Donde aisl6
ocho especies del género Acanthamoeba reportadas como potencialmente patégenas

y demuestra la mala calidad del agua de la zona metropolitana del Valle de México.

Bonilla y cols. en 2014, determinaron la ocurrencia de amibas de vida libre en arroyos
de la cuenca de México en donde obtuvieron 129 aislados de AVL representadas en 18

géneros.

Alvarez en 2015 llevo a cabo la deteccion de amibas patogenas de vida libre en el
balneario natural “Hierve el Agua” en el municipio de San Lorenzo Albarradas, estado
de Oaxaca en donde aislé un total de 19 especies pertenecientes a nueve géneros, de
los cuales ocho especies son reportadas como potencialmente patégenas para el ser
humano. A pesar de las investigaciones realizadas por diversos investigadores, el

conocimiento sobre la distribucion de estos protistas no es muy clara.
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Esquivel en 2017 realizé un “Estudio de Amibas Potencialmente Patdgenas en Biotopos
de Tres Sistemas de Cenotes en el Estado de Yucatan”, encontrando ocho especies de
amibas potencialmente patdgenas, entre las especies mas abundantes se encontraron

A. polyphga y A. culbertsoni.

Taméz en 2019 determind la riqueza especifica de amibas de vida libre potencialmente
patbgenas en Laguna Larga, Michoacan, obteniendo como resultados la presencia de
7 especies de amibas de vida libre potencialmente patégenas identificadas por medio

de caracteristicas morfologicas

19

——
| —



“Amibas de vida libre en las Grutas de Tolantongo, Hidalgo, México”

IV.  JUSTIFICACION

Los casos de meningoencefalitis amibiana primaria, encefalitis granulomatosa y
queratitis amibiana ocasionados por amibas de vida libre, son frecuentes, ademas, en
México los agentes causales de estas enfermedades son casi desconocidos.
Actualmente no existe ninguna informacion acerca de reportes de estas enfermedades
por AVL para el estado de Hidalgo lo que podria sugerir desconocimiento de la
problematica al respecto. Sin embargo, es importante mencionar que debido a la falta
de conocimiento entre los médicos y los laboratoristas las infecciones provocadas por
AVL podrian estar mal diagnosticadas reportando a los pacientes con alguna otra

patologia.

Las AVLPP presentan resistencia a diversas condiciones ambientales como las
presentes en las aguas termales que son utilizados con fines medicinales y recreativos,
por lo que el presente estudio pretendié determinar la presencia de amibas con
potencial patbgeno en cuerpos de agua termales como los del balneario las Grutas de
Tolantongo, Hidalgo en donde hasta el momento no se cuenta con registros en el area,
siendo asi el primer estudio de AVLPP, lo cual permitird emitir recomendaciones a los
usuarios de la presencia y exposicion a estas amibas de vida libre y una posible
infeccion por estos protozoos.
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V. OBJETIVOS
1. Objetivo general

e Realizar un registro de amibas de vida libre con potencial patégeno en el
balneario las Grutas de Tolantongo, Hidalgo, México.

1.1. Objetivos particulares

e Aislar y cultivar AVL de los distintos biotopos muestreados (agua, sedimento y
biopelicula)

¢ Identificar morfolégicamente con claves taxondmicas las especies de AVL
presentes en las dos temporadas muestreadas (temporada de lluvia y de secas)

¢ Ubicar taxondmicamente las especies de AVL presentes en las dos temporadas
muestreadas (temporada de lluvia y de secas)

e Ubicar los sitios de muestreo con mayor frecuencia de AVL

e Realizar pruebas de termotolerancia

e Realizar pruebas de patogenicidad (osmolaridad)

¢ Relacionar estadisticamente los factores fisicos y quimicos del agua
(temperatura, conductividad y pH) que puedan influir para su presencia o
ausencia en dos temporadas (temporada de lluvias y sequia)

e Emitir recomendaciones preventivas para los usuarios del balneario
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VI. AREA DE ESTUDIO

El area de estudio se encuentra al noroeste del estado de Hidalgo, entre los paralelos
20°37° Ny 99°07° O, aproximadamente a 120 kildbmetros de la capital (Fig. 8), abarca
los municipios de Cardonal, Thahuiltepa, Eloxochitlan y parte de Nicolas Flores, y una
altitud de 1,282 msnm. Presenta una extension territorial de 5,200 hectareas, sin
embargo, solo 40 ha estan abiertas al publico. Este atractivo turistico queda
comprendido dentro de la provincia fisiografica de la Sierra Madre Oriental. Presenta
dos tipos de clima predominante; semiarido templado con lluvias en verano y templado
subhimedo, con lluvias en invierno, con una temperatura anual de 16°C y una
precipitacion pluvial media de 430 milimetros. La vegetacion que predomina es bosque
de pino-encino y matorral xeréfilo. Los tipos de suelo que caracterizan este sitio son
castafiozems, feozems, litosol, regosol, rendzina y vertisoles ricos en carbonatos y
bicarbonatos. Cuenta con 287 cuerpos de agua, los mas importantes son el rio Panuco,
cuenca rio Moctezuma con tres corrientes de agua, rio Chicavasco, rio Quetzalapa y
rio Carrizal (Ramirez-Acevedo, 2009; INEGI, 2018) (Fig. 8).

HIDALGO

. Estados Unidos

Figura 8. Mapa de ubicacion del municipio del Cardonal, Hidalgo
en la Republica Mexicana (INEGI, 2018).
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1. Descripcion general del sitio de muestreo

El balneario las Grutas de Tolantongo (Fig. 9) se encuentra conformado por dos Grutas
principales: la primera y mas grande de la cual sale el caudal del rio de aguas termales
(> 20 °C) y la segunda denominada como el "tunel" por encima de ella y en la misma
pared del cafion. La gruta mas grande es clasificada como una cueva carstica. El rio es
de agradable temperatura (25-32 °C), coloreado por las sales minerales que recoge a
su paso por la montafia. El agua proviene de una compleja serie de canales dentro de
la montafia que calienta el agua a alrededor de los 20 °C. Gran parte de esta agua mora
en nichos en el lado rocoso de la barranca, que tiene un efecto de enfriamiento estos

son conocidos comunmente como “pozas” (Ramirez-Acevedo, 2009).

Figura 9. Imagenes del balneario las Grutas de Tolantongo en el estado de Hidalgo. Gruta

principal (A), rio Tolantongo (B), pozas (C) y cascada (D).
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2. Zonas de muestreo

Debido a la extension del area de muestreo, se dividio en 14 zonas de muestreo (Fig.
10) que se describen a continuacion.

y

e

Figura 10. Distribucion de las zonas de muestreo en las Grutas de Tolantongo, Hidalgo.

2.1. Zona 1 (cascada)

Esta zona es mejor conocida como “La cascada”, la corriente de agua proviene del rio
Panuco, debido a esto no es considerada agua termal sin embargo al recoger sales y

minerales enriquecen el contenido de sales y minerales del balneario (INEGI, 2018).

La caida de agua desemboca en el rio Tolantongo donde se mezclan con las aguas

termales del balneario.
2.2. Zona 2 (gruta principal)

Comprende la gruta principal, en esta se encuentra el yacimiento de agua termal que
alimenta a todo el balneario, su formacion se debe a un derrumbe y esta se caracteriza
por un sustrato rico en carbonatos y bicarbonatos los cuales se distribuyen a lo largo
del balneario. Dentro de la cueva habitan murciélagos que contribuyen indirectamente

a la formacioén de biopeliculas en esta zona.
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2.3. Zona 3 (tunel)

Es conocida como el tanel, comprende una pequefia gruta que se formd por un
derrumbe posterior. Se encuentra situado a unos metros por arriba de la gruta principal
y desemboca en el afluente del rio Tolantongo. El sustrato predominante es rico en

carbonatos y bicarbonatos como en la gruta principal.
2.4.Zonas 4,5y 6 (rio Tolantongo)

Esta zona se conoce como el rio, la corriente de agua se forma por la mezcla del agua
termal con el agua proveniente de la cascada. Este sistema sirve para alimentar las
piscinas y pozas del balneario. Recorre todo el ejido desembocando en el rio Amajac y

a un costado del rio se encuentra la zona de acampar.

Por la extension del rio, este se dividié en tres zonas de muestreo; el naciente del rio,
en la zona con mas afluencia de personas y el final de la zona permitida de acceso

turistico.

2.5. Zona 7 (alberca mayor)

Esta se encuentra constituida por la piscina de mayor tamafio con un tobogan, es

alimentada por las aguas termales nacientes de la zona 2.

Para darle mantenimiento y limpieza a esta zona, el flujo del agua es interrumpido por

la tarde-noche y una vez concluido se procede a su llenado.
2.6. Zona 8 (alberca secundaria)

Esta zona es la piscina con mas usuarios debido a que cuenta con diferentes
profundidades que van desde un chapoteadero hasta la zona de clavados. Igual que la

zona 5 el flujo del agua es interrumpido para su mantenimiento.
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2.7. Zonas 9, 10, 11, 12, 13y 14 (pozas)

Estan constituidas por pozas artificiales con corriente de agua termal las cuales se
encuentran divididas en dos secciones. Estan disefiadas para mantener todo el tiempo

el flujo de agua constante y se encuentran a diferente altura una de otra.

Del total de pozas fueron seleccionadas 6 diferentes dentro de las dos secciones que
se encuentran en el balneario. Estas fueron elegidas por la afluencia de turistas en cada

una, a la altura que se encontraban y la distancia entre ellas.
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VIl. MATERIAL Y METODOS

1. Trabajo en campo

Se realizaron dos muestreos en el periodo de agosto del 2017 (época de lluvias) a enero
del 2018 (época de sequia), en las Grutas de Tolantongo, Hidalgo. Las 14 zonas de

muestreo se sefalaron en el apartado anterior.

1.1. Recolectay transporte de las muestras de agua, sedimento y biopelicula

La recolecta de muestras de agua se realizé segun lo indicado en la NOM-245-SSA1-
2010 “Requisitos sanitarios y calidad del agua que deben cumplir las piscinas
modificado a los cuerpos de agua muestreados”. Recolectando las muestras en
envases de plastico de boca ancha con un volumen de 1,000 ml y en tubos de
polipropileno de 100 ml, previamente esterilizados. Se tomaron un total de 56 muestras
de agua a 10 cm de profundidad con un volumen de 750 ml y dejando el espacio
restante para el intercambio gaseoso de los organismos, y 29 muestras de sedimento

y de biopelicula muestreada en las partes mas concurridas de los 12 cuerpos acuaticos.

Posteriormente el total de muestras fueron transportadas a temperatura ambiente al
Laboratorio de Investigacion en Patbgenos Emergentes de la Unidad de Investigacion
Interdisciplinaria para las Ciencias de la Salud y la Educacion (UIICSE) de la FES-
Iztacala UNAM, para su posterior analisis.

1.2. Registro de parametros fisicoquimicos del agua in situ

Se realiz6 la medicidon de los siguientes parametros fisicoquimicos del agua siguiendo
la NOM-245-SSA1-2010 “Requisitos sanitarios y calidad del agua que deben cumplir
las piscinas”, siguiendo el método de medicion correspondientes a cada uno de los
parametros fisicoquimicos medidos: temperatura del agua (°C), pH y conductividad
(mS/cm). Los parametros de temperatura, pH y conductividad fueron medidos con un
medidor electronico HANNA modelo HI 98129.
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2. Trabajo en laboratorio
2.1. Aislamiento y cultivo de amibas de vida libre

Las muestras de agua se procesaron acorde al método descrito por De Jonckheere
(1984) modificado por Gallegos (1997) para aislar AVL, se tomo6 un volumen de 50 ml
de agua y se concentré por centrifugacién a 2,500 rpm durante diez minutos. Se
deseché el sobrenadante y la pastilla se sembr6 sobre placas con medio de agar no
nutritivo (NNE) (Anexo 1A), placas de agar no nutritivo (NNE) con solucion Prescott-
James (Anexo 1B) y placas de seis pozos con solucion Prescott-James (Anexo 1C),
todas adicionadas con una gota de Enterobacter aerogenes inactivada por calor (65-70
°C durante 30 min.). La capa bacteriana sirve de fuente proteica para que las amibas
se desarrollen. Las placas sembradas con medio sélido se incubaron a 37 °C, en
posicion invertida, dentro de bolsas de plastico para evitar su desecacion. Las placas
sembradas con los medios semi-sélido y liquido fueron incubadas a temperatura
ambiente para conocer la diversidad de AVL en los distintos puntos muestreados.

Dependiendo del crecimiento amibiano posterior a la incubacién entre las 24 y 72 horas
siguientes, se realizaron observaciones a las placas con un microscopio invertido
(Nikon Eclipse TS100). Detectando el crecimiento de amibas en las placas, se marco
la zona de mayor abundancia y que compartian 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 morfoldgica de las amibas aisladas

Una vez detectado el crecimiento amibiano (trofozoito y quiste) en las placas con los
diferentes medios utilizados se prosiguio a su identificacion morfolégica. En condicion
estéril, se vertio 1ml de solucién Prescott-James sobre la placa y se realizé un barrido
con un asa de vidrio, concentrando la suspension acuosa con amibas, de esta forma se
tomd una gota de esta suspension y se colocO 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 morfologica se observaron las caracteristicas
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tanto del trofozoito como del quiste para compararlas con las caracteristicas
morfolégicas que vienen en las claves taxondmicas de Pussard y Pons, 1977; Page,
1988 y Siemensma, 2019. Se procedio a tomar un registro fotografico con la camara
(Nikon coolpix 990).

2.3. Prueba de termotolerancia

A partir de los cultivos purificados, se depositaron en el centro de la placa de agar NNE
y Enterobacter aerogenes previamente inactivada por calor, 1x102 células de la amiba
a ensayar. Posteriormente, dichas placas fueron incubadas a 30, 37, y 42 °C,
observando el crecimiento del inoculo de trofozoitos y quistes, a las 24, 48 y 72 horas
siguientes (Siddiqui y Khan et al., 2012).

Las observaciones fueron cualitativas, controlando el aumento del diametro del halo del
indculo y cuantificando aproximadamente el crecimiento tanto de trofozoitos como de
quistes registrandolo como: (+/-), interpretando el crecimiento positivo como (+) y el
nulo como (). Una vez comprobado lo sucedido tanto con los trofozoitos como con los
quistes a 42 °C, se volvié a cultivar a 30 °C, como temperatura mas favorable, para
comprobar si los quistes eran viables o no. Si eran capaces de desenquistarse y se
observaban trofozoitos, indicaba que el quiste realmente permanece viable. Por el
contrario, si transcurridos 15 dias no se obtenia presencia de trofozoitos y por lo tanto
crecimiento, se considero que los quistes eran inviables y que por lo tanto no habian

conseguido resistir temperaturas elevadas (Fernandez, 2015).
2.4. Prueba de patogenicidad

Para el estudio de patogenicidad de AVL in vivo, se seleccionaron aquellas cepas que
demostraron mayor capacidad de adaptacion al aumento de la temperatura en las
pruebas de termotolerancia. De esta forma se queria demostrar la capacidad patégena

de las AVL que se encuentran en el agua de los diferentes puntos muestreados
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2.4.1. Pruebas de osmotolerancia

Para comprobar la osmotolerancia de las cepas de AVLPP se prepararon placas en
medio NNE con D-manitol, en concentraciones de 0.5y 1M con una suspension de E.

aerogenes inactivadas por calor (Siddiqui y Khan et al., 2012).

A partir de cultivos en placa de las amibas, se procedi6 a su lavado por arrastre con
solucién Prescott-James (1 ml) y asa estéril, recogiendo el lavado en un tubo Eppendorf
de 1.5 ml y centrifugando por 10 min. a 2,500 rpm (centrifuga Boeco U-32). Una vez
descartado el sobrenadante, se realiz6 un recuento celular para determinar el nUmero
de células de cada muestra, utilizando para ello una camara de Neubauer, en la que se

introdujeron 10 pl de la suspensién de cada cepa de Acanthamoeba y un cuenta células.
El célculo se realiz6 de la siguiente forma: V1= (C2) (V2) / (C1)

Donde V1 corresponde a los pl que hay que depositar de cada cepa en la placa para
obtener un inéculo de 1x10° células. Dicha cantidad se inocul6 en el centro de cada
placa, marcando el halo inicial, y se incub6 a 30 °C observandose cada 24, 48y 72 h
Posteriormente, se midi6 el didmetro de crecimiento en los tiempos indicados, utilizando
un microscopio invertido de contraste de fases (Nikon Eclipse TS100) y considerandose
crecimiento positivo si el diametro era superior al marcado inicialmente a tiempo cero,

normalmente de unos 5 mm (Fernandez, 2015).
2.5. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se llevd a cabo con el software Past version 3.23 (2015). Se
realizo un andlisis de cluster por medio del indice de Jaccard. El propdsito de los analisis
de cluster es determinar la similitud de especies encontradas en las dos épocas

muestreadas en las diferentes estaciones de muestreo.

Posteriormente se realizo un escalamiento multidimensional no métrico por medio del
indice de Jaccard, para observar la relacion de los factores fisicoquimicas de los sitios

con la presencia/ausencia de AVL (Hammer et al., 2001).
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

De las 84 muestras recolectadas en el balneario se identificaron 15 especies
pertenecientes a seis géneros. Durante la temporada de sequia se identificaron un
total de 12 especies pertenecientes a seis géneros, los cuales son:

e Acanthamoeba con cinco especies: A. astronyxis, A. castellanii, A.
culbertsoni, A. polyphaga y A. triangularis

e Naegleria con dos especies: N. gruberi y Naegleria sp.

e Vannella con dos especies: V. miray V. platypodia

e Korotnevella con una especie: K. stella

e Rosculus con una especie: R. ithacus

e Saccamoeba con una especie: S. limax

En la temporada de lluvia se identificaron un total de 13 especies pertenecientes a

cuatro géneros:

e Acanthamoeba con siete especies: A. astronyxis, A. castellanii, A.
culbertsoni, A. polyphaga, A. griffini, A. rhysodes y A. triangularis

e Naegleria con dos especies: N. gruberi y Naegleria sp.

e Vannella con tres especies: V. mira, V. platypodia y V. simplex

e Rosculus con una especie: R. ithacus

De las 15 especies identificadas durante los dos muestreos solamente siete
especies han sido reportadas con potencial patdgeno: A. astronyxis, A. castellanii,
A. culbertsoni, A. polyphaga, A. griffini, A. rhysodes, A. triangularis. En este estudio
se identificé morfolégicamente una especie de Naegleria que posiblemente pueda
ser N. fowleri, esta ultima no fue tomada en cuenta con potencial patégeno debido
a que solo se realizo la caracterizacion morfolégica y para aseverar su presencia es
necesario de pruebas de flagelacion y moleculares (Romero, 2014). Cabe sefialar
gue en el balneario se cuenta con horarios y protocolos establecidos para la
realizacion del mantenimiento y limpieza de las piscinas, sin embargo, no se cumple

con lo establecido con la NOM-245-SSA1-2010 “Requisitos sanitarios y calidad del
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agua que deben cumplir las piscinas”, en la cual se estipula la ausencia total de
AVL, sin embargo, en esta misma norma indica que quedan exentas de desinfeccion
las piscinas construidas por encauce de una corriente superficial, debido a que es
casi imposible realizar una cloracion ya que puede afectar a las poblaciones de los
diversos organismos presentes en el sitio, los cuales favorecen un correcto
funcionamiento del ecosistema. Por otro lado, no existe una norma que limite la
presencia de AVLPP en cuerpos de agua naturales como la cascada, las Grutas y
el rio, asi como cuerpos de agua artificiales como las pozas presentes en las Grutas
de Tolantongo, que son un riesgo para la salud de los usuarios. Esto puede deberse
a la dificultad de desinfeccidon de este tipo de cuerpos de agua con una pendiente
prolongada que desencadena en el flujo de agua constante provocado por la

corriente que se genera.

En cuanto a la frecuencia de AVL encontrada durante las dos épocas muestreadas
(Fig. 11) se puede observar que las especies predominantes en el estudio fueron
las reportadas con potencial patégeno, esto puede ser debido a que estas amibas
han sido reportadas como organismos eurioicos por lo cual puede resistir a
variaciones ambientales mas amplias (Férnandez, 2015), ademas de que tanto
Acanthamoeba como Naegleria tienen una fase quistica en la cual es relativamente
resistente, en el caso de Acanthamoeba, los quistes secos pueden sobrevivir por
varios afios y pueden ser regularmente aislados del polvo e incluso del aire y son
de gran importancia en la identificacion de las especies del género (Warhust,1985).
Por otro lado, las especies que no estan reportadas con potencial patégeno solo se
encontraron en los medios cultivados a temperatura ambiente debido a que la
temperatura soportada por estas es menor por lo cual son considerados organismos

estenotermos (Robinson et al., 1992).
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1% 1% = A. polyphaga
2% _ 2% 1%| [

A. triangularis
2%

= A, castellanii
= N. fowleri
= A. astronyxis
= N. gruberi
= R. ithacus

V. mira
13% = A. culbertsoni

= S, limax

= V. platypodia

= V. simplex
A. griffini
A.rhysodes
K.stella

Figura 11. Total de especies de amibas de vida libre encontradas durante las dos épocas del

ano.

1. Descripcion y registro fotogréfico de las especies aisladas de amibas de
vida libre

En cada una de las especies de AVL aisladas se incluye una fotografia de quiste y/o
trofozoito, una breve descripcion basada en la morfologia del quiste y/o trofozoito
acorde a las claves taxonémicas utilizadas para su identificacion (Pussard y Pons,
1977; Page, 1988; Siemensma, 2019), asi como la clasificacion taxonémica de cada
una (Adl et al., 2012).
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Acanthamoeba astronyxis

(Ray y Hayes, 1954) Pussard y Pons, 1977

Descripcién:

Endoquiste rugoso, todos o la
mayoria de los brazos estan en
contacto con el ectoquiste en el
mismo plano. Tiene entre 7y 9
brazos, en ocasiones puede
tener mas.

Diametro del quiste: 19.22- 22
pgm

Clasificacion taxonémica

Supergrupo: Amoebozoa Lihe, 1913, emend. Cavalier-Smith,
1998

eDiscosea Cavalier-Smith et al., 2004

eelLongamoebia Cavalier-Smith y Smirnov en Smirnov et al., 2011
eeeCentramoebida Rogerson y Patterson, 2002, emend.
Cavalier-Smith, 2004

Figura 12. Acanthamoeba astronyxis. Fotografia de la fase quistica, se puede
observar el endoquiste (En), ectoquiste (Ec), nucleo (N) y brazo (B). Reportada
como AVLPP. Puede producir EAG (Khan, 2006). Fotografia tomada con
microscopio de contraste de fases 40X. Clasificacion taxonémica segun Adl et
al., 2012
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Acanthamoeba castellanii

(Douglas, 1930) Volkonski, 1931

Descripcion:

Ectoquiste reticulado, gruesoy
muy rugoso. endoquiste mas o
menos esférico conectado al
ectoquiste por  pequefios
brazos conicos

Diametro del quiste: 14 -16
pm

Clasificacion taxonémica

Supergrupo: Amoebozoa Lihe, 1913, emend. Cavalier-Smith, 1998
eDiscosea Cavalier-Smith et al.,2004

eeLongamoebia Cavalier-Smith y Smirnov, 2011
eeeCentramoebida Rogerson y Patterson, 2002, emend. Cavalier-
Smith, 2004

Figura 13. Acanthamoeba castellanii. Fotografia de la fase quistica, se puede
observar el endoquiste (En), ectoquiste (Ec), nucleo (N) y brazo (B).
Reportada como AVLPP. Puede producir EAG y/o queratitis amibiana
(Siddiqui y Khan, 2012). Fotografia tomada con microscopio de contraste de

fases 40X. Clasificacion taxonémica segun Adl et al., 2012
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Acanthamoeba culbertsoni

(Singh y Das, 1970) Griffin, 1972

Descripcion:

Pseudépodos delgados y afilados
(acanthopodos). Citoplasma con
pequefos glébulos lipidicos y una
vacuola contractil. Nucleo esférico
central. Con hialoplasma

Longitud del trofozoito: 12 - 40

um
Descripcién:

Endoquiste usualmente regular y
redondeado, ocasionalmente

ligeramente poligonal, ectoquiste
delgado ondulado

Diametro del quiste: 15- 28 ym

10 pm

Clasificacion taxonémica

Supergrupo: Amoebozoa Lilhe, 1913, emend. Cavalier-Smith, 1998

eDiscosea Cavalier-Smith et al.,2004

eelLongamoebia Cavalier-Smith y Smirnov, 2011

eeeCentramoebida Rogerson y Patterson, 2002, emend. Cavalier-

Smith, 2004
Figura 14. Acanthamoeba culbertsoni. Fotografia del trofozoito, se puede
observar el acantopodo (Ac), vacuola contractil (Vc), nicleo (N), hialoplasma
(Hp). Fotografia de la fase quistica, se puede observar el endoquiste (En),
ectoquiste (Ec), nacleo (N) y brazo (B). Reportada como AVLPP. Puede
producir EAG y/o queratitis amibiana (Siddiqui y Khan, 2012). Fotografia
tomada con microscopio de contraste de fases 40X. Clasificacion taxonomica

segun Adl et al., 2012
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Acanthamoeba griffini
(Sawyer, 1971)

Descripcién:

Endoquiste rugoso, todos o la
mayoria de los brazos estan en
contacto con el ectoquiste en el
mismo plano. Tiene entre 7 y 9
brazos, en ocasiones puede tener
mas.

Diametro del quiste: 19.22- 22
pm

Clasificacién taxonémica

Supergrupo: Amoebozoa Liihe, 1913, emend. Cavalier-Smith, 1998
eDiscosea Cavalier-Smith et al.,2004

eeLongamoebia Cavalier-Smith y Smirnov, 2011
eeeCentramoebida Rogerson y Patterson, 2002, emend. Cavalier-
Smith, 2004

Figura 15. Acanthamoeba griffini. Fotografia de la fase quistica, se puede
observar el endoquiste (En), ectoquiste (Ec), ndcleo (N) y brazo (B). Reportada
como AVLPP. Puede producir EAG y/o queratitis amibiana (Siddiqui y Khan,
2012). Fotografia tomada con microscopio de contraste de fases 40X.

Clasificacién taxonémica segun Adl et al., 2012
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Acanthamoeba polyphaga

(Pushkarew, 1913) Volkonski, 1931

Descripcion:

Endoquiste irregular, practicamente
nunca estrellado, ectoquiste delgado
y separado del endoquiste, de forma
esférica y en ocasiones ovoide.
Numero de brazos de 4 a 6.

| Diametro del quiste: aprox. 14 pm

Clasificacion taxonémica

Supergrupo: Amoebozoa Lihe, 1913, emend. Cavalier-Smith, 1998
eDiscosea Cavalier-Smith ef al.,2004

eelLongamoebia Cavalier-Smith y Smirnov, 2011
eeeCentramoebida Rogerson y Patterson, 2002, emend. Cavalier-
Smith, 2004

Figura 16. Acanthamoeba polyphaga. Fotografia de la fase quistica, se
puede observar el endoquiste (En), ectoquiste (Ec), nucleo (N) poro de
exquistacion (P) y brazo (B). Reportada como AVLPP. Puede producir EAG
y/o queratitis amibiana (Siddiqui y Khan, 2012). Fotografia tomada con
microscopio de contraste de fases 40X. Clasificacion taxonémica segun Adl
et al., 2012
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Acanthamoeba rhysodes

(Singh, 1952) Griffin, 1972

Descripcién:

Algunos quistes pseudoreticulados,
endoquistes a menudo con brazo
conicos o tubulares, una minoria
estrellados o con forma de
engranaje con un  numero
promedio de entre 5 - 7 brazos

Diametro del quiste:16 - 18 um

Clasificacion taxonémica

Supergrupo: Amoebozoa Lihe, 1913, emend. Cavalier-Smith, 1998
eDiscosea Cavalier-Smith et al.,2004

eelLongamoebia Cavalier-Smith y Smirnov, 2011
eeeCentramoebida Rogerson y Patterson, 2002, emend. Cavalier-
Smith, 2004

Figura 17. Acanthamoeba rhysodes. Fotografia de la fase quistica, se puede

observar el endoquiste (En), ectoquiste (Ec), nucleo (N) y brazo (B).
Reportada como AVLPP. Puede producir EAG y/o queratitis amibiana
(Siddiqui y Khan, 2012). Fotografia tomada con microscopio de contraste de

fases 40X. Clasificacion taxondmica segun Adl et al., 2012
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Acanthamoeba triangularis

(Pussard y Ponds, 1977)

Descripcién:

Ectoquiste esférico u ovoide,
endoquiste triangular muy
raramente cuadrado,
generalmente posee tres brazos.

Diametro del quiste: aprox. 13
um

Clasificacion taxonémica

Supergrupo: Amoebozoa Lihe, 1913, emend. Cavalier-Smith, 1998
eDiscosea Cavalier-Smith et al.,2004

eelLongamoebia Cavalier-Smith y Smirnov, 2011
eeeCentramoebida Rogerson y Patterson, 2002, emend. Cavalier-
Smith, 2004

Figura 18. Acanthamoeba triangularis. Fotografia de la fase quistica, se puede
observar el endoquiste (En), ectoquiste (Ec), nucleo (N) y brazo (B). Reportada
como AVLPP. Puede producir EAG y/o queratitis amibiana (Siddiqui y Khan, 2012).
Fotografia tomada con microscopio de contraste de fases 40X. Clasificacion
taxonémica segun Adl et al., 2012
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Naegleria sp.

(Carter, 1970)

Descripcion:

Quiste totalmente liso, forma
circular, nucleo y nucleolo centrados
como “tiro al blanco”, poros en el
borde del quiste no notables o
ligeramente engrosadas. Crece a
una temperatura de 30- 45 °C

Diametro del quiste: 7 — 15 um

Clasificaciéon taxonémica

Supergrupo: Excavata Cavalier-Smith, 2002, emend. Simpson 2003
eDiscoba Simpson en Hampl et al., 2009

ee Discicristata Cavalier-Smith, 1998

eee Heterolobosea Page y Blanton, 1985

eeee Tetramitia Cavalier-Smith, 1993, emend. Cavalier-Smith en
Cavalier- Smith y Nikolaev, 2008

Figura 19. Naegleria sp. Fotografia de la fase quistica, se puede observar la
pared del ectoquiste (Pa), nucleolo (Nu) y el nicleo (N). Reportada como AVLPP.
Puede producir MEAP (Direccion General de Epidemiologia, 2012). Fotografia
tomada con microscopio de contraste de fases 40X. Clasificacién taxonémica
segun Adl et al., 2012
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Naegleria gruberi

(Schardinger, 1899)

Descripcién:

Quiste liso, rugoso o angular. Poro
del quiste notablemente engrosado.
Posee mucilago. Crece a una
temperatura de entre 20y 30 °C

Diametro del quiste: 10 - 16 um

Clasificacién taxonémica

Supergrupo: Excavata Cavalier-Smith, 2002, emend. Simpson 2003
eDiscoba Simpson en Hampl et al., 2009

e e Discicristata Cavalier-Smith, 1998

eee Heterolobosea Page y Blanton, 1985

eeee Tetramitia Cavalier-Smith, 1993, emend. Cavalier-Smith en
Cavalier- Smith y Nikolaev, 2008

Figura 20. Naegleria gruberi. Fotografia de la fase quistica, se puede
observar la pared del ectoquiste (Pa), nucléolo (Nu) y el nacleo (N). No
reportada como patdgena en humanos. Fotografia tomada con microscopio

de contraste de fases 40X. Clasificacion taxonomica segun Adl et al., 2012
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Korotnevella stella

(Schaeffer, 1926) Goodkov, 1988

Descripcién:

Forma de locomocién variable,
con numerosos dactilopodios,
uroide no diferenciado. Nducleo
esférico casi circular y con
vacuola contractil.

Longitud del trofozoito: 31- 60
Mm

Clasificacion taxonémica

Supergrupo: Amoebozoa Liihe, 1913, emend. Cavalier-Smith, 1998
eDiscosea Cavalier-Smith, et al., 2004, sensu Smirnov et al., 2011
eeFlabellinia Smirnov et al., 2005

eeeDactylopodida Smirnov et al., 2005

Figura 21. Korotnevella stella. Fotografia del trofozoito, se puede observar la
vacuola contractil (\Vc), el dactilopodio (D) y el nacleo (N). No reportada como
patégena en humanos. Fotografia tomada con microscopio de contraste de fases

40X. Clasificacion taxondmica segun Adl et al., 2012.
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Rosculus ithacus

(Hawes, 1963)

Descripcién:

Quiste liso, oval o esférico
Pequefia amiba con un cambio
rapido de forma locomotiva,
algunas veces espatulada, otras
flabelada, hialoplasma con
borde un poco irregular

Longitud del trofozoito: 5-17
Mm

Clasificaciéon taxonémica

Supergrupo: Excavata Cavalier-Smith, 2002, emend. Simpson, 2003
e Heterolobosea Page and Blanton, 1985

ee Incertae sedis

Figura 22. Rosculus ithacus. Fotografia del trofozoito y del quiste, se
puede observar la vacuola contractil (V), hialoplasma (Hp), ectoquiste (Ec),
nucleo (N) y endoquiste (En). No reportada como patégena en humanos.
Fotografia tomada con microscopio de contraste de fases 40X.

Clasificacién taxonémica segun Adl et al., 2012.
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Saccamoeba limax

(Frenzel, 1982; emend. Bovee, 1972)

Descripcion:

Trofozoito alargado y esbelto.
Perilla uroidal siempre presente,
bulbo velloso comun.

Cristales bipiramidales, rara vez
mas de 30.

Longitud del trofozoito: 35 — 85
pum

Clasificacién taxonémica

Supergrupo: Amoebozoa Lilhe, 1913, emend. Cavalier-Smith 1998
eTubulinea Smirnov et al., 2005

eeEuamoebida Lepsi, 1960, sensu Smirnov et al., 2011

Figura 23. Saccamoeba limax. Fotografia del trofozoito, se puede observar la
perilla uroidal (Pu), cristales bipiramidales (C) y nucleo (N). No reportada como
patégena en humanos. Fotografia tomada con microscopio de contraste de
fases 40X. Clasificacion taxonémica segun Adl et al., 2012.
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Vannella mira

(Schaeffer, 1926) emend. Smirnov, 2002

Descripcion:
Trofozoito en forma de abanico,
semicircular o) rara vez
espatulada, pliegues o Iébulos
prominentes en el hialoplasma,
nucleo unico.

Longitud del trofozoito: 15-35
Mm

Clasificaciéon taxonémica

Supergrupo: Amoebozoa Liihe, 1913, emend. Cavalier-Smith, 1998
eDiscosea Cavalier-Smith et al., 2004, sensu Smirnov et al., 2011
eeFlabellinia Smirnov et al., 2005

eeeVannellida Smirnov et al.,, 2005

Figura 24. Vannella mira. Fotografia del trofozoito, se puede observar el
hialoplasma (Hp) y nucleo (N). No reportada como patdgena en humanos.
Fotografia tomada con microscopio de contraste de fases 40X. Clasificacién
taxondmica segun Adl et al., 2012.
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Vannella platypodia

Glaser, 1912

Descripcién:

Trofozoito mas largo que ancho,
en forma de espatula,
hialoplasma generalmente en
mayor proporcion.

Diametro del trofozoito: 10-30
um

Clasificacién taxonémica

Supergrupo: Amoebozoa Lihe, 1913, emend. Cavalier-Smith, 1998
eDiscosea Cavalier-Smith et al., 2004, sensu Smirnov et al., 2011
eeFlabellinia Smirnov et al., 2005

eeeVannellida Smirnov et al., 2005

Figura 25. Vannella platypodia. Fotografia del trofozoito, se puede observar el
hialoplasma (Hp) y nucleo (N). No reportada como patégena en humanos.
Fotografia tomada con microscopio de contraste de fases 40X. Clasificacion
taxonémica segun Adl et al., 2012.
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Vannella simplex

Wohlfarth-Bottermann, 1960

Descripcién:

Forma de locomocién semicircular
o en forma de abanico, a menudo
con un tallo, El hialoplasma ocupa
aproximadamente la mitad de la
célula.

Diametro del trofozoito: 25-80
Mm

Clasificacién taxonémica

Supergrupo: Amoebozoa Liihe, 1913, emend. Cavalier-Smith, 1998
eDiscosea Cavalier-Smith et al., 2004, sensu Smirnov et al., 2011
eeFlabellinia Smirnov et al., 2005

eeeVannellida Smirnov et al., 2005

Figura 26. Vannella simplex. Fotografia del trofozoito, se puede observar el
hialoplasma (Hp) y nacleo (N). No reportada como patégena en humanos.
Fotografia tomada con microscopio de contraste de fases 40X.

Clasificacion taxonémica segun Adl et al., 2012.
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2. Comparacién de la diversidad de amibas de vida libre por temporadas

La mayor riqueza especifica correspondi6 al primer muestreo realizado en la época de
lluvias (Fig. 27), esto puede ser debido a que la lluvia afecta en gran medida a los
organismos acuaticos en cuanto al cambio del flujo de agua presente en las diferentes
épocas del afio. Durante la época de lluvia los niveles de agua aumentan y por
consiguiente la corriente de agua es mas fuerte, misma que arrastra una gran cantidad
de organismos vivos por lo cual la diversidad y abundancia de estos incrementa. Al
cesar las lluvias, el nivel del agua se estabiliza, por lo cual el agua tiende a tener un
flujo més constante y bajo, lo cual desencadena en una menor distribucién de los
organismos acuaticos (Sigala, 2008) Sin embargo, en el anexo 2 se puede observar
que no se encontraron diferencias estadisticas en la riqueza de especies entre las dos
épocas muestreadas, esto se puede deber a que la diferencia en el nUmero de especies
reportadas es muy poca para considerar que la riqueza de especies de una época a

otra se modifica.

Se aislaron los géneros Acanthamoeba, Naegleria, Vannella y Rosculus en ambas
temporadas de muestreo, lo anterior no concuerda con lo reportado por Tamez en 2019
que indica que los géneros aislados con mayor frecuencia en cuerpos de agua naturales
son: Naegleria, Paratetramitus, Vahlkampfia y Vermamoeba, sin embargo, la
prevalencia de tres de los cuatro géneros aislados en ambas temporadas muestreadas
(Naegleria, Vannella y Rosculus) puede reflejar la capacidad de habitar la columna de
agua cuando el trofozoito cambia a ameboflagelado o forma flotante (Bonilla, 2014).
Fernandez en 2015 report6 que Vannella es un género comun en las corrientes de rios
y sugirid6 que la forma plana de este género es una adaptacién para resistir la alta
velocidad de la corriente. En cuanto a la presencia del género Acanthamoeba se ha
informado que es el género de AVL mas comun en el medio ambiente (Page, 1988) y
se asocia a menudo con agua termal y rica en bacterias, esto puede ser una explicacion

de su prevalencia (Bonilla et al., 2009).
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Figura 27. Comparacion de la riqgueza especifica de AVL por temporada del afio en el
balneario.

3. Frecuencia de amibas de vida libre en los diferentes biotopos muestreados

En cuanto a la presencia de AVL en los biotopos muestreados, en la figura 28 se
observa que el agua fue el biotopo con una mayor frecuencia de AVL, ya que este es
considerado como el sustrato “universal”’ para su desarrollo (Sigala, 2008). Taméz en
2019 indica que los procesos de resuspension permiten que las amibas se desplacen
dentro de la columna de agua permitiéndoles asi llegar a la interfase agua-aire donde
disponen de mejores condiciones para su desarrollo y proliferacion. Dichos procesos
pueden ser provocados por la actividad de los bafiistas en la zona, ademas, de que la
corriente de agua sirve como un distribuidor de nutrientes a lo largo del balneario. Por
otro lado, no en todas las zonas muestreadas se encontraron los tres biotopos, la
ausencia de biopelicula es debida al flujo constante de agua, el cual no permite la
disponibilidad de un sustrato favorable para el desarrollo de biopeliculas.
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En cuanto al sedimento, no se encontrd en los cuerpos de agua artificiales como las
piscinas y las pozas; en el tunel el sedimento encontrado era compacto, por lo cual no
pudo colectarse.
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Figura 28. Comparacién de la presencia de AVL por biotopo. Se realiz6 muestreo de agua (*). Se
realizé muestreo de agua y biopelicula (**).

4. Pruebas de termotolerancia

En los cuadros 1y 2 se observa que los 24 aislados amibianos utilizados para la prueba
resultaron positivos a las tres diferentes temperaturas sometidas, debido a que se
encuentran dentro del rango soportado por Acanthamoeba sp. con potencial patégeno,
el cual se encuentra reportado entre los 4 y 42 °C para Acanthamoeba spp. de los
grupos Il y 1l (Robinson et al., 1992). Estos resultados coinciden con los reportados por
Gianinazziy cols. en 2009, cuyas cepas demostraron un alta termotolerancia, creciendo
a temperaturas entre los 30 y los 42 °C o el de Lorenzo-Morales y cols. en 2005, sefiala
que el 100 % de las cepas de Acanthamoeba crecieron entre los 42 y 45 °C, sin
embargo, difieren de los resultados presentados por Fernandez en 2015, en donde el
crecimiento fue nulo a 42 °C en el 100% de las cepas de Acanthamoeba sp, sin
embargo el crecimiento a 37 °C fue positivo en el total de las muestras, comprobando
asi su capacidad termofilica, por lo que posiblemente sean capaces de infectar

humanos y otros mamiferos, pero a pesar de que la termotolerancia resulta una
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condicibn necesaria, no es suficiente para determinar su capacidad patdgena.
(Mendoza, 2014).

Cuadro 1. Especies de AVLPP obtenidas durante la temporada de lluvias sometidas a pruebas de
termotolerancia.

Temporada de lluvias Control 37 °C 42 °C
Aislado 24h 48h 72h|24h 48h 72h | 24h 48h 72h

A. astronyxis Zona 1 + + + + + + + + +
A. polyphaga Zona 1 + + + + + + + + +
A. polyphaga Zona 1 + + + + + + + + +
A. astronyxis Zona 2 + + + + + + + + it
A. polyphaga Zona 3 + + + + + + + + +
A. astronyxis Zona 3 + + + + + + + + +
A. polyphaga Zona 4 + + + + + + + + +
A. astronyxis Zona 4 + + + + + + + + it
A. triangularis Zona 5 + + + + + + + + +
A. polyphaga Zona 6 + + + + + + + + +
A. astronyxis Zona 11 + + + + + + + + +
A. polyphaga Zona 13 + + + + + + + + +

Crecimiento de AVL positiva (+)
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Cuadro 2. Especies de AVLPP obtenidas durante la temporada de sequia sometidas a

pruebas de termotolerancia.

Temporada de sequia Control 37 °C 42 °C
Aislado 24h 48h 72h |24h 48h 72h | 24h 48h 72h
A. polyphaga Zona 1 + + + + + + + + +
A. castellanii Zona 1 + + + + + + + + +
A. triangularis Zona 3 + + + + + + + + +
A. polyphaga Zona 4 + + + + + + + + +
A. castellanii Zona 4 + + + + + + + + +
A. castellanii Zona 5 + + + + + + + + +
A. rhysodes Zona 7 + + + + + + + + +
A. castellanii Zona 7 + + + + + + + + +
A. polyphaga Zona 7 + + + + + + + + +
A. castellanii Zona 8 + + + + + + + + +
A. polyphaga Zona 13 + + + + + + + + +
A. castellanii Zona 13 + + + + + + + + i

Crecimiento de AVL positiva (+)
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5. Pruebas de patogenicidad

Para las pruebas de patogenicidad fueron seleccionados 24 aislados amibianos de
Acanthamoeba de los dos muestreos realizados, tomando en cuenta la tolerancia a la
temperatura de los cultivos aislados y purificados, debido a que Gianinazziy cols., 2009,
afirmaron que si un cultivo de AVL no crece a 37°C no puede tener potencial patégeno,
Utilizando el crecimiento de AVL en D-manitol como indicador de potencial patégeno

de las cepas aisladas.

5.1. Pruebas de osmolaridad

En el cuadro 3 se observa que el crecimiento positivo en manitol 0.5 M fue en nueve de
los 12 aislados amibianos, teniendo un crecimiento moderado pero mayor al tamafio
del in6culo inicial, sin embargo, en cuanto al crecimiento en manitol 1M fue nulo en
todos los aislados amibianos.

Cuadro 3. Especies de AVLPP obtenidas durante la temporada de lluvias sometidas a prueba
de osmolaridad.

Temporada de lluvias Control Manitol 0.5 M Manitol 1 M
Aislado 24h 48h 72h|24h 48h 72h|24h 48h 72h

A. astronyxis Zona 1 + + + + + + - - -
A. polyphaga Zona 1 + + + + + + - - -
A. polyphaga Zona 1 + + + + + + - - -
A. astronyxis Zona 2 + + + + + + - - -
A. polyphaga Zona 3 + + + - + + - - -
A. astronyxis Zona 3 + + + - - - - - -
A. polyphaga Zona 4 + + + + + + - - -
A. astronyxis Zona 4 + + + - - - - - -
A. triangularis Zona 5 + + + - - - - - -
A. polyphaga Zona 6 + + + + + - - - -
A. astronyxis Zona 11 + + + - + + - - -
A. polyphaga Zona 13 + + + + + + - - -

Crecimiento de AVL positiva (+) y negativa (-)
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En el cuadro 4 se observa que diez de los 12 aislados amibianos resultaron positivos
para el crecimiento en manitol 0.5 M, teniendo un crecimiento constante y en algunos
casos abundante, en cuanto al crecimiento en manitol 1M se reporta que tres especies
resultaron con un crecimiento moderado, rebasando minimamente el tamafio del
in6culo y tomandose como positivos, sin embargo se notd que el poco crecimiento del
inoculo se pudo deber a que la proliferacion de los trofozoitos fue moderada y se
encontraban en mayor medida en su forma quistica lo cual indica que las condiciones

no son propicias para su proliferacion.

Cuadro 4. Especies de AVLPP obtenidas durante la temporada de sequia sometidas a

pruebas de osmolaridad.

Temporada de sequia Control 0.5 M manitol 1 M manitol
Aislado 24h 48h 72h|24h 48h 72h | 24h 48h 72h
A. polyphaga Zona 1 + + + + + + - + +
A. castellanii Zona 3 . + + + + & - - -
A. triangularis Zona 3 + + + - - - - - -
A. polyphaga Zona 4 + + + + + + + n +
A. castellanii Zona 4 + + + - + + - - -
A. castellanii Zona 5 = + + . - - - - -
A. rhysodes Zona 7 + + + - + + - - -
A. castellanii Zona 7 + + + - + + - - -
A. polyphaga Zona 7 + + + - + + - - -
A. castellanii Zona 8 + + + - - + - - +
A. polyphaga Zona 13 + + + - + + - - -
A. castellanii zona 13 + + + - - F - - -

Crecimiento de AVL positiva (+) y negativa (-)
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La osmotolerancia fue utilizada en este estudio como prueba de patogeniciad debido a
que indica la capacidad de las cepas a la adaptacion (Khan y Tereen, 2003) a las
condiciones de osmolaridad presentes en tejidos del hospedero. Por ejemplo, en
algunas cepas de Acanthamoeba que tiene relacion con la capacidad patdégena
multifactorial que favorece la citotoxicidad en células de tejido humano, principalmente
en el sistema nervioso central (Fernandez, 2015), aunque existen otros factores como
la capacidad de las amibas de producir proteasas, que favorecen la adhesion a las
células del epitelio corneal y algunos estudios relacionan estos condicionantes
fisiologicos con la virulencia de las cepas ambientales y clinicas (Gianinazzi et al.,
2010).

La realizacion de estas pruebas funciona como indicadores del potencial patégeno de
las cepas aisladas, a pesar de ello, no resultan concluyentes para demostrar la
patogenicidad, para esto se necesita una ampliacién del estudio por medio pruebas en

modelos in vivo asegurando asi la patogenicidad
6. Parametros fisicoquimicos del agua

En cada cuerpo de agua muestreado se hizo un registro de los valores de los
parametros fisicoquimicos del agua y se observo una gran similitud entre estos. Estos
pardmetros se registraron con el fin de conocer las condiciones ambientales presentes
en el balneario, aunque pudieron ser compararlos entre temporadas, para asi observar

si influian en el crecimiento amibiano.

56

——
| —



“Amibas de vida libre en las Grutas de Tolantongo, Hidalgo, México”
6.1. Temperatura

La temperatura del agua en la temporada de lluvias oscil6 entre 27 y 34°C y en
temporada de sequia entre los 22 y los 35 °C (Fig. 29), si bien, se demuestran las altas
temperaturas presentes en el balneario, estas parecen estar dentro de las temperaturas
ideales para el desarrollo de las AVL como lo menciona Marciano Cabral en 2000 donde
afirma que el rango soportado por las AVL en general va de los 20 a los 35 °C, siendo
30 °C latemperatura ideal para su crecimiento, por otro lado, Gianinazzi y cols. en 2009,
mencionan que el crecimiento de las AVLPP se puede dar en intervalos de entre 13y
45 °C.

36
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Figura 29. Valores de temperatura del agua medidos entre las dos temporadas de las distintas
zonas de muestreo del balneario.
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6.2. pH

En cuanto al pH, se observa tendencia a la alcalinidad en los diversos cuerpos de agua
muestreados; en la temporada de lluvias se reportaron valores entre 8.4y 9.3 y en
temporada de sequia entre 8.9 y 9.8 (Fig. 30). Cabe mencionar que a pesar de que el
valor mas elevado fue de 9.8, se ha reportado que las AVL pueden soportar pH de entre
3y 10 (Khan et al., 2001) por lo cual, este valor no es limitante en el desarrollo de las

amibas en el balneario.
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8.4

- =0=-Temporada de lluvias
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Figura 30. Valores de pH del agua obtenido entre las dos temporadas de las distintas zonas de
muestreo en el balneario.
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6.3. Conductividad

Para la conductividad (K25), los valores en temporada de lluvia oscilaron entre 1.04 y
1.16 mS/cm y en temporada de sequia entre 1.07 y 1.15 mS/cm, confirmando asi la
tolerancia de las amibas a un amplio &mbito de conductividad pudiendo sobrevivir en
agua destilada, cultivo de tejidos, flujos corporales de mamiferos, asi como agua marina
(Fig. 31) (Mendoza, 2014). Por lo tanto, valores de conductividad que van desde 0.02
a 1.55 mS/cm no son ningan impedimento para la presencia de las amibas en este tipo
de sistemas (Visvesvara, 2010)

1.2
1.18
1.16
1.14
1.12

1.08
1.06

Conductividad (mS/cm)
H
=

1.04 .
=0=Temporada de lluvia
1.02 =0=—Temporada de sequia
1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Zonas de muestreo

Figura 31. Valores de conductividad del agua obtenido entre las dos temporadas de las
distintas zonas de muestreo del balneario.
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7. Anédlisis estadistico
7.1. Anédlisis de cluster

Se realizo un cluster clasico por medio del indice de Jaccard para determinar la similitud
entre la riqueza de las diferentes zonas muestreadas para las dos temporadas (lluvias

y sequia).

En temporada de lluvia se encontré la mayor similitud entre las zonas 1y 2 con 84 %
de similitud y se puede observar que la mayoria de las zonas cuentan con una similitud
menor a 70 %, esto puede deberse a que en esta temporada la dispersién de los
organismos es mayor debido a varios factores (corriente de agua con mayor flujo, el
nivel de agua aumentado, incremento de la dispersién de los organismos por via
anemocora, biopelicula casi nula y un mayor numero de visitantes) por lo cual la
distribucion de estos organismos se ve afectada y se encuentra un menor porcentaje

de similitud entre zonas (Fig. 32).
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Figura 32. Dendograma de agrupamiento para la época de lluvia en las diferentes zonas
muestreadas. Indice de similitud de Jaccard. Método de agrupamiento UPGMA.
Coeficiente de correlacion = 0.93.
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Para la temporada de sequia la mayor similitud de especies aisladas se encontré entre
las zonas 10 y 14 con un 100 % de similitud, debido a que en ambas zonas solo se aislo
Rosculus ithacus. La mayoria de las zonas muestran una similitud menor al 60 % con
esto se puede inferir que la distribucion de AVL dentro del balneario es aleatoria y
concuerda con lo publicado por Avila (2019) donde afirma que las AVL no siguen un
patron de agrupamiento Unico, se pueden encontrar en algunas circunstancias y
separados en otras, caracterizandose por ser individuos que pueden ocupar todos los
sitios del espacio donde se encuentran, la presencia de una especie no afecta la

presencia de otro (Fig. 33).
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Figura 33. Dendograma de agrupamiento para la época de sequia en las diferentes zonas
muestreadas. Indice de similitud de Jaccard. Método de agrupamiento UPGMA. Coeficiente
de correlacion = 0.95.

7.2. Escalamiento multidimensional no métrico

Para determinar la relacion entre los factores fisicoquimicos del agua y su influencia en
la presencia de AVL, se realizd un escalamiento multidimensional no métrico (non

metric MDS), por medio del cual se determindé que la presencia de amibas en las
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distintas zonas muestreadas no es influida directamente por los parametros
fisicoquimicos debido a que no existe una variacion grande entre estos. Como se puede
observar en la figura 34 algunas estaciones se asocian a temperaturas elevadas (zonas
3,5y 7 de la época de lluvias) mientras que otras se relacionan con los valores
obtenidos de pH (7 y 13 de la temporada de sequia), aunque la mayoria de las zonas
muestreadas no tuvieron asociacion con alguna variable debido a que las condiciones
ambientales permanecen estables durante todo el afio y a lo largo del balneario, por lo
cual no es posible considerar una relacion directa entre la presencia de las AVL y los
factores fisicoquimicos del agua.
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Figura 34. Escalamiento multidimensional no métrico. Stress= 0.21, r2 eje 1= 0.50, r2 eje 2=
0.22.
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IX. CONCLUSIONES

e Se realizo la identificacion y registro de 15 especies pertenecientes a seis géneros.
Del total de especies identificadas ocho han sido reportadas con potencial patégeno

e Se determind una mayor riqgueza y un mayor nimero de aislados en la temporada de
lluvia.

e Las zonas de muestreo en donde mayor frecuencia de amibas se encontraron dentro
del rio Tolantongo.

e El biotopo con mayor frecuencia de amibas de vida libre fue el agua.

e Se realizaron pruebas de termotolerancia a las cepas reportadas con potencial
patdgeno resultando positivas el total de las muestras.

e Las pruebas de patogenicidad resultaron negativas para la mayoria de las muestras,

e Se determiné que los factores fisicoquimicos del agua no tienen diferencia
significativa que demuestre la influencia en la presencia o ausencia de AVL.

e Se determind la presencia de AVLPP en las albercas del balneario por lo cual no se
cumple con los requerimientos indicados en la NOM-245-SSA1-2010 “Requisitos
sanitarios y calidad del agua que deben cumplir las albercas”, para los cuerpos de

agua natural, no aplica esta norma.
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X. RECOMENDACIONES

La presencia de AVLPP en el balneario las Grutas de Tolantongo, a pesar de no tener
una gran presencia, puede resultar en un riesgo de salud publica para los usuarios de
las instalaciones, sumado a esto, los pocos registros que se tienen de las enfermedades
causadas por estas amibas y el mal diagnéstico por parte de las autoridades médicas

resaltan una sefial de alerta dentro de las instalaciones, por lo cual se recomienda:

e Seguir los lineamientos indicados en la NOM-245-SSA1-2010 “Requisitos
sanitarios y calidad del agua que deben cumplir las albercas”.

¢ Indicar a los usuarios que deben evitar el uso de lentes de contacto y/o la correcta
higiene de manos y estuche cuando realicen actividades acuéticas dentro de este
balneario.

¢ Incentivar el uso de protectores nasales.

e Realizacién de pruebas de patogenicidad en modelos in vivo de AVLPP a los
aislados amibianos que resultaron positivos para las pruebas de patogenicidad.

¢ Informar a los administradores del lugar explicando las condiciones del balneario
para tomar medidas preventivas para los usuarios.

e Eliminacion de biopeliculas
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Anexo |. Medios de cultivo para AVL.

A. Medio de cultivo solido con NNE (agar no nutritivo) y Enterobacter

aerogenes
Reactivos:

o NaCl ----------------momo-- 0.12¢g

e MgSO04.7H20 ----------- 0.004g
e Na2HPOgs -----------mm--- 0.1469
e CaCl2.2H20 ------------- 0.004g
o KH2PO4 --------mmmmme- 0.1369
e Bactoagar -------------- 15.0g

e Agua destilada -------- 1000mL

Procedimiento:

1. 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).

o bk~ 0N

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.

6. Dejar reposar 1 hora aproximadamente.
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B. Medio de cultivo semisoélido para AVL con NNE y solucién Prescott-James

Reactivos:

. Medio NNE

. Solucion Prescott —James (estéril)

. Extracto de suelo con sales(estéril)

. Infusion de granos (trigo, maiz, arroz)

. Infusién de planta (Cerophyl 0.15 %) (estéril)

. Tubo de concentrado de Enterobacter aerogenes inactivada por calor
. Concentrado de muestra centrifugada

Procedimiento:
1. Vaciar medio NNE en placas Petri aproximadamente con 5 mm de grosor.

2. Posteriormente agregar la cantidad de las soluciones en la siguiente
proporcién: Solucién Prescott—James (seis gotas) Extracto de suelo con sales
(cuatro gotas).

Infusién de granos (tres gotas por cada infusion de trigo, maiz y arroz) Infusién

de planta (tres gotas).

Tubo de concentrado de Enterobacter aerogenes (una gota) Concentrado de la

muestra centrifugada (seis gotas).

2. Dejar a temperatura ambiente o colocar en incubadora segun sea el objetivo de

estudio
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C. Medio de cultivo liquido para AVL con solucion Prescott-James

Reactivos:
. Solucién Prescott—James (estéril).
. Extracto de suelo con sales(estéril).

* Infusién de granos (trigo, maiz, arroz).

. Infusion de planta (Cerophyl 0.15 %) (estéril).
. Tubo de concentrado de Enterobacter aerogenes inactivada por calor.
. Concentrado de muestra centrifugada.

Procedimiento:

1. Agregar 1mL de la solucién Prescott-James en cada pozo de la placa de cultivo

celular a utilizar.

2. Posteriormente agregar la cantidad de las soluciones en la siguiente proporcion:

Extracto de suelo con sales (cuatro gotas).

Infusion de granos (tres gotas por cada infusion de trigo, maiz y arroz) Infusién de

planta (tres gotas).

Tubo de concentrado de Enterobacter aerogenes (una gota) Concentrado de la

muestra centrifugada (seis gotas).

Dejar a temperatura ambiente o colocar en incubadora segun sea el objetivo de

estudio.
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Anexo Il. ANOSIM entre las dos temporadas muestreadas (época de lluviay de

sequias).
a) ANOSIM
Permutation N: 9999
Mean rank within 122.7
Mean rank between 130.9
R: 0.06474
p (same): 0.1018
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