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RESUMEN

Las amebas de vida libre (AVL) son protistas cosmopolitas que se encuentran
distribuidos en diversos medios como aire, agua y suelo, siendo este ultimo el que
contiene la mayor abundancia de estos organismos. Los géneros Acanthamoeba,
Sappinia Balamuthiay Naegleria poseen especies que pueden llegar a ser
patogenas para el hombre y otros animales, causando lesiones en Sistema Nervioso
Central, higado, pulmones, riflones y otros tejidos, provocando en ocasiones graves

dafos e incluso la muerte.

El objetivo del presente trabajo fue identificar amebas de vida libre aisladas de agua
de tres canales de riego en Mexicali, Baja california. Las muestras se centrifugaron
para obtener un concentrado celular el cual fue sembrado en medio NNE y cultivado
a temperatura de 25 y 30°C. Posterior a esto, las formas tréficas fueron sembradas
en medios axénicos y se llevé a cabo la identificacibn morfologica, asi como la
realizacion de pruebas de temperatura, patogenicidad y flagelacion (este ultimo
exclusivo para el género Naegleria). Se identificaron 13 géneros de AVL. Los
géneros mas frecuentes en los tres canales muestreados fueron Acanthamoeba,

Naegleria, Rosculus y Vermamoeba.

De los 13 géneros identificados solo los géneros Acanthamoeba y Naegleria tienen
especies patdgenas. Se obtuvieron 4 aislamientos del género Acanthamoebay 2 de
Naegleria. Se identific6 morfolégicamente la especie Acanthamoeba rhysodes la
cual fue recuperada de cerebro de un ratdén sacrificado después de realizar la
prueba de patogenicidad, mientras que un aislamiento del género Naegleria se
recuperd del pulmén de dos ratones sacrificados Usando métodos de biologia
molecular se identificaron dos especies de Naegleria: Naegleria clarki y Naegleria

australiensis.

Los parametros fisicoquimicos medidos en el agua de los canales fueron adecuados
para la presencia y proliferacion amebiana. La presencia de amebas del género
Acanthamoeba y Naegleria tiene importancia médica para la poblacion aledafia
debido al riesgo potencial de adquirir alguna enfermedad relacionada con estos

organismos, inclusive en meses frios.



INTRODUCCION

Las amebas de vida libre (AVL) son protistas que se mueven y alimentan utilizando
estructuras llamadas seudopodos (Ferndndez, 2014). Son organismos
cosmopolitas que se encuentran distribuidos en diversos medios como es el aire,
agua y suelo, siendo este ultimo el que contiene la mayor abundancia de estos
organismos (Coronado & Loépez, 1980; Rivera et al., 1987; Page, 1988). También
son denominados organismos anfizéicos, lo cual se refiere a que tienen la capacidad
de comportarse como organismos de vida libre y también como parasitos (Oddo,
2006).

Algunas especies de los géneros Naegleria, Acanthamoeba, Sappinia y
Balamuthia destacan por tener un efecto patdégeno en el humano causando
infecciones del sistema nervioso central, oculares y lesiones en la piel (Coronado &
Lépez, 1980; Bonilla & Ramirez, 2014).

Naegleria fowleri es una ameba de vida libre patébgena que causa
meningoencefalitis amebiana primaria (MEAP), enfermedad que produce graves
lesiones cerebrales irreversibles e incluso la muerte en el humano y otros animales.
La especie Naegleria australiensis, variedad italica ha sido reportada como
patdgena para animales de laboratorio (Guzman-Fierros et al.,, 2008; De
Jonckheere, 2012).

Muchos casos clinicos de MEAP en los diversos continentes pasan inadvertidos
ante el diagnostico clinico y de laboratorio (Avila et al., 2006). La mayoria de los
casos se han dado en jovenes sanos los cuales practican alguna actividad acuética
como es la natacion en aguas calidas (Vargas-Zepeda et al., 2005; Visvesvara et
al., 2010).

Por otro lado, algunas especies de Acanthamoeba son potencialmente patégenas
para el humano (Visvesvara et al., 2007) provocando graves problemas en
pulmones, oidos y otros tejidos, como Queratitis Amebiana (QA) y Encefalitis

Amebiana Granulomatosa (EAG), enfermedad que afecta al sistema nervioso



central de personas inmunodeprimidas (Visvesvara et al., 2007; Bonilla-Lemus et
al., 2014).

Balamuthia es una ameba que causa (EAG) e infecciones en la piel (Visvesvara et
al., 2007). Mientras que Sappinia pedata es una ameba que causa encefalitis

amebiana (EA) en humanos (Gelman et al., 2001; Bonilla & Ramirez, 20014).

Debido a que se han encontrado estos grupos de amebas con importancia médica
en medios acuaticos como piscinas, limpiadores de lentes de contacto, aguas
dulces e incluso en agua embotellada entre otros (Ramirez, 1993; Fernandez,
2014), es de gran importancia realizar estudios sobre estos organismos y los

ambientes donde se encuentran.

Se han reportado casos de MEAP en la zona norte de nuestro pais como sucedio
en Mexicali Baja California. El primer caso registrado sucedio a un joven de 16 afios
en 1978 que fallecid al tercer dia de haber comenzado los sintomas. Examenes

post-morten revelaron la presencia de Naegleria fowleri (Valenzuela et al., 1984).

En 1993 se aislaron 6 cepas del género Naegleria de las cuales 5 fueron aisladas
de pacientes diagnosticados con MEAP y una mas de un canal de riego donde estas
personas tenian antecedentes de nadar antes de contraer dicha infeccion (Lares-
Villa et al., 1993). Mientras que dos cepas mas de N. fowleri se aislaron del liquido
cefalorraquideo de dos personas al Noreste del pais (Cervantes-Sandoval et al.,

2007). He ahi la importancia de estudios sobre AVL en esa zona.



GENERALIDADES

Habitats y clasificacion

Las amebas de vida libre se han encontrado en diferentes medios como en aire
acondicionado, piscinas, agua embotellada, suelo, polvo, incluso en aguas termales
ya que las especies patdgenas tienen afinidad a las altas temperaturas, lo que
resulta en una proliferacion éptima cuando estan en aguas calidas (Vargas-Zepeda
et al., 2005).

La clasificacion de estos organismos ha ido cambiando con el tiempo debido a las
pruebas moleculares modernas, sin embargo, para este estudio se tomo la
clasificacion de Adl y colaboradores (2019) especificamente para las AVL

potencialmente patdgenas para el hombre y otros organismos (Figura 1).

Kingdom Eukarya

Subkingdom Excavata

Superphylum Discoba Amoebozoa

Phylum Heterolobosea Discosea

Subphylum Tetramitia Centramoebia Flabellinia
Family Vahlkamfidae Acanthopodida Thecamoebida
Genus Noeglerio Acanthamoeba Balamuthio Sappinia

Figura 1. Clasificacion de AVL potencialmente patdgenas (Adl et al., 2019)



Ciclo de vida

El ciclo de vida de las AVL (Figura 2) generalmente consta de dos estadios, uno es
el trofozoito que es la forma metabdlicamente activa, se alimenta de bacterias,
microalgas, hongos y otros protozoos (Rodriguez-Zaragoza et al., 2005) y se
reproduce asexualmente por fision binaria, la otra fase es el estado de quiste el cual
es una estructura de resistencia, ademas de que en esta fase se puede dispersar
con ayuda del viento. Naegleria tienen un tercer estadio (flagelado) el cual es movil

y transitorio, se presenta cuando los nutrientes en el medio son escasos y cuando
las condiciones son ideales, esta ameba regresa a su forma ameboide (Fernandez,

2014).

Acanthamooba spp. and
Balamuthia mandrillaris

Naegleria fowleri
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Figura. 2 Ciclo de vida de Naegleria y Acanthamoeba



Importancia médicay ecoldgica

La especie Naegleria fowleri es causante de la meningoencefalitis amebiana
primaria (MEAP), enfermedad que ataca el Sistema Nervioso Central (SNC), se
presenta en jovenes con historial de practicar actividades acuaticas en aguas
calidas, calentadas ya sea natural o artificialmente. Esta enfermedad es fatal en la

mayoria de los casos (Vargas-Zepeda et al., 2005).

Encefalitis amebiana granulomatosa (EAG) es una enfermedad mortal que afecta el
sistema nervioso central y es provocada por las amebas de Acanthamoeba spp, y
Balamuthia mandrillaris, afectan principalmente a personas inmunodeprimidas
como son gente con SIDA, diabetes, individuos con algun trasplante, etc. (Seas &
Bravo, 2006, Visvesvara et al., 2007).

Ademas de esta enfermedad Acanthamoeba también es responsable de causar
queratitis amebiana (QA) y queratoconjuntivitis, enfermedad que causa inflamacién
y ulceracion en la cornea. Esta enfermedad se asocia frecuentemente con personas
que usan lentes de contacto que estén expuestos a contaminacién por este
organismo (Fernandez, 2014). Balamuthia y Acanthamoeba también son
responsables de provocar infecciones cutaneas, sin mencionar los dafios a érganos
como pulmoén, higado y rifidn que ocasiona Acanthamoeba (Bonilla-Lemus et al.
2014).

El género Sappinia es responsable de generar Encefalitis Amebiana (EA),
enfermedad reportada en un adulto masculino sin inmunodepresion aparente,
generando un tumor cerebral sin respuesta granulomatosa (Bonilla & Ramirez,
2014).

Amebas de vida libre patdgenas y no patdgenas, juegan un papel importante como
reservorios y vectores de organismos (virus, hongos y bacterias) que pueden llegar
a ocasionar enfermedades en el humano y otros animales. Bacterias como
Legionella pneumophila, Chlamydia sp., Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa,
Helicobacter pylori, Mycobacterium avium, (Bonilla-Lemus et al., 2014; Bonilla &

Ramirez, 2014) y virus como enterovirus, adenovirus y mimivirus pueden llegar a



ser organismos endosimbioticos de AVL (Acanthamoeba spp. V. vermiformis y
Amoeba sp.) las cuales las usan para protegerse de los factores biéticos y abidticos
del ambiente, asi mismo utilizan a las amebas como un vector para distribuirse y

colonizar nuevos habitats (Bonilla-Lemus et al., 2014; Samba-Louaka et al., 2019).

Ademas de la importancia médica, las AVL tienen importancia ecoldgica en la
regulacion de poblaciones bacterianas, de levaduras, microalgas, algunos
organismos multicelulares como nematodos y rotiferos y de la degradacion de
materia organica, incorporando asi, elementos al ciclo global de nutrientes
(Rodriguez-Zaragoza et al., 2005; Adl & Gupta, 2006). Ademas de lo anterior, son
organismos que sirven de alimento para organismos de niveles tréficos superiores
(Fenchel, 1987; Bonilla et al., 2004).



ANTECEDENTES

« Al noreste de México, en Mexicali Baja California Valenzuela y colegas (1984)
registraron en un joven de 16 afnos el primer caso reportado de MEAP
causada por Naegleria fowleri. Después de los 3 dias de presentar los
sintomas y ser hospitalizado el joven murié y fueron observados las formas

troficas de N. fowleri en fluido de liquido cefalorraquideo.

& Ramirez (2019) realiz6 un muestreo en un canal de riego en Mexicali, Baja
California, México. Reportando 18 especies pertenecientes a 8 géneros, de
los cuales, cinco cepas de Naegleria fueron patégenas y tres cepas de

Acanthamoeba resultaron invasivas.

& En Monterrey, Nuevo Ledn, México, Rodriguez (1984) report6 el primer caso
de MEAP por Naegleria fowleri en esta regién. Un paciente sobrevivié a la

infeccion amebiana debido a un tratamiento con anfotericina B.

& Lopez-Corella y colegas (1989) reportaron un caso de MEAP en un joven
varén de 13 afos, con historial de haber trabajado en un estanque un dia
antes de presentar el cuadro clinico y de haber nadado en piscinas locales.
El joven murié por MEAP con necrosis parenquimatosa de estructuras
basales y de fosa posterior en Huetamo, Michoacan, México. La toma de
liquido cefalorraquideo tomado post-morten reveld la presencia de

trofozoitos de Naegleria fowleri.

& En 1993 Lares-Villay colegas aislaron 6 cepas del género Naegleria de casos
clinicos en Mexicali, México, los cuales 5 fueron aisladas de pacientes
diagnosticados con MEAP y una mas de un canal de riego donde estas

personas tenian antecedentes de nadar antes de contraer dicha infeccion.

&% Guzman-Fierros y colaboradores (2008) muestrearon en cuerpos de agua
recreativos de Hornos, Sonora donde muestrearon 9 sitios durante los meses
de junio a septiembre. Se identificaron genéticamente especies del género

Naegleria, reportando N. lovaniensis, N. tihangensis y N. americana.



& En Morelos, Ramirez y colegas (2009) evaluaron durante un afio la calidad
de agua de diferentes pozos del acuifero de Zacatepec, donde se midieron
parametros fisicoquimicos y factores bioticos (coliformes totales, coliformes
fecales y AVL). Encontrando crecimiento amebiano en todos los pozos. Asi
mismo se reportd la presencia de Acanthamoeba aunque con una baja

frecuencia.

& Lares-Jiménez y Lares-Villa, en 2009 hicieron un estudio de AVL en aguas
superficiales de Sonora, donde la temperatura del agua durante los
muestreos oscilé entre 25°C y 32°C. Se aislaron un total de 91 cepas de
amebas de vida libre e identificaron 5 aislamientos sospechosos para
Naegleria fowleri, 4 aisladas a 45°C y 1 a 37°C. Las pruebas de flagelacién y
temperatura salieron positivas, pero la prueba de ADN fue negativa para

Naegleria fowleri, por lo que resultaron ser otras especies de Naegleria.

& Cervantes-Sandoval et al. (2007) identificaron N. fowleri extraidas de liquido
cefalorraquideo de 2 casos de MEAP en la parte noroeste de México, en
donde un caso fue en Mexicali, Baja California y el otro fue en Lagunitas,
Sonora. En ambos casos se hicieron pruebas de flagelacion, identificacion
morfoldgica, ultraestructura, patrones proteicos y de proteasas, asi como el

PCR que funcionaron como pruebas confirmativas de N. fowleri.

& Bonilla y colaboradores (2014) llevaron a cabo un estudio en treinta y dos
sitios tomando muestra de 18 arroyos de la cuenca de México, identificando
130 AVL distribuidas en 18 géneros. Los géneros mas frecuentes fueron
Vannella, Rosculus y Acanthamoeba, las cepas de este ultimo género fueron
sometidas a pruebas de patogenicidad, solo tres cepas de Acanthamoeba

fueron invasivas en raton.



OBJETIVOS

Objetivo General

 Identificar amebas de vida libre aisladas de los canales de riego “Delta”, “4

abril” y “Canal Revolucion” en Mexicali, Baja California.

Objetivos particulares

+ Identificar mediante criterios morfoldgicos a las amebas de vida libre

* Determinar la riqueza especifica de amebas de vida libre en los tres canales

de riego

* Hacer pruebas de flagelacion para las amebas sospechosas del género

Naegleria

* Llevar a cabo pruebas de temperatura y patogenicidad

» Realizar prueba de biologia molecular para las amebas del género Naegleria

» Comparar los parametros fisicoquimicos analizados con la incidencia de

amebas

10



AREA DE ESTUDIO

Baja California Norte es un estado al noroeste de la Republica Mexicana, limita al
norte con los Estados Unidos de América, con el mar de Cortés al este, al sur con
Baja California Sur y al oeste por el océano Pacifico. Este estado esta conformado

por 5 municipios, Tijuana, Tecate, Ensenada, Playas de Rosarito y Mexicali, este
altimo constituye la Capital del estado (Figura 3) (SIM et al., 2015; SPF, 2015).

Figura 3. Republica Mexicana, municipio de Mexicali, Baja California Norte. Mapa
elaborado con Sistema de Informacién Geogréfica (QGIS), con base de datos INEGI,
2019; Rodriguez, 2020.
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Municipio de Mexicali

Mexicali es un municipio que cuenta con una extension territorial de 13,700 km?
aproximadamente, abarcando el 18 % del territorio del estado, al noroeste de este
municipio se localiza el Valle de Mexicali, zona atravesada por la Falla de San
Andrés, por lo que es una de las zonas sismicamente mas activas del pais (INEGI,
2003).

Clima

El clima predominante (Figura 4) de acuerdo con la clasificacion de Koppen es del
tipo BW seco desértico, eso quiere decir que es calido y seco la mayor parte del
afio, con temperaturas anuales que van de 21 a 23 °C en promedio, aunque en los
meses mas calidos como junio, pueden llegar a rondar los 43°C. En enero se puede
alcanzar una temperatura de 11 a 14°C, siendo este el mes mas frio. También se
pueden presentar condiciones extremas en Mexicali, donde ha habido temperaturas
altas de 54.3°C, y tan bajas como -7.0°C (SEMARNAT, 2011).

12



Tipos de Clima

Bl Muy seco calido

Bl Muy seco semicalido

B Muy seco templado

Bl Seco templado

B Semifrio humedo
Templado subhumedo

400001 600001

Figura 4. Tipos de climas de Baja California donde predomina el tipo de clima seco calido.
Mapa elaborado con Sistema de Informacion Geogréfica (QGIS), con base de datos INEGI,
2019; Rodriguez, 2020.
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MATERIALES Y METODOS

Muestreo

El muestreo se realiz6 en noviembre de 2016 en el Valle de Mexicali en Baja

California, México en los canales de riego (Figura 5):
“Delta” Ejido Nuevo Ledn

“4 de abril” Ejido Nuevo ledn

“Revolucién” Ejido Querétaro Tlaxcala

Se midieron in situ la temperatura del agua, pH y conductividad con un
potenciometro conductronic PC18 (Conductronic Instruments) y el oxigeno disuelto
con un oximetro YSI modelo 51B. Se tomaron 250 ml de agua en cada sitio. Las
muestras se colectaron en recipientes estériles y se transportaron a temperatura
ambiente al laboratorio de Microbiologia Ambiental del Grupo de Investigacién en
Conservaciéon y Mejoramiento de Ambiente (GICyMA) de la FES-Iztacala-UNAM.

14
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Figura 5. Ubicacién geogréfica de canales de riego "Delta, 4 de abril y Revolucion". Mapa elaborado
con Sistema de Informacion Geografica (QGIS), con base de datos INEGI, 2019; Rodriguez, 2020.
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Cultivo monoaxénico

De la muestra homogenizada se tomé una alicuota de 50 ml para su centrifugacion
a 3,500 rpm durante 15 minutos (centrifuga Boecco U-320). Posteriormente se tomo
la pastilla con un poco de sobrenadante para inocular 5 gotas en cada una de dos
cajas Petri con agar no nutritivo (NNE, Anexo 1), con Enterobacter aerogenes,
bacteria inactivada previamente por calor a 68°C durante 60 minutos (Rivera et al.,
1987). Una caja se incub0 a 25°C para el crecimiento de amebas en general y otra
a 37°C para el crecimiento de amebas termdfilas. Las cajas ya inoculadas se
incubaron y después de 24 horas, se comenzaron a examinar con un microscopio
invertido en busqueda de trofozoitos y quistes caracteristicos de los géneros
Naegleria y Acanthamoeba con el fin de separarlos en medio NNE nuevo para
continuar con su identificacion (las amibas no patdgenas se identificaron y
desecharon posteriormente). Una vez localizados los trofozoitos se realizé una
resiembra recortando un cuadro del medio con un asa bacteriolégica estéril y se
paso a otra caja con medio de agar NNE, el pequefio cuadro de agar recortado se
colocé en forma invertida con respecto a la superficie de la nueva caja de agar NNE
(NORMA Oficial Mexicana, NOM, 2010).

Identificacién morfolégica

Las amebas se identificaron tomando en cuenta su forma tréfica y quistica usando
las claves taxondmicas de Page (1988) y de Pussard y Pons (1977) haciendo una
preparacién de la zona de la caja con presencia de trofozoitos y quistes. La
preparacion se realizé haciendo un barrido de dicha zona con un asa de siembra y
agua destilada. Con una pipeta Pasteur se extrae el liquido con amebas y se coloco
en un portaobjetos y cubreobjetos para su observacion con un microscopio éptico
Zeiss equipado con contraste de fases y observando con el objetivo de 40x,
midiendo 50 trofozoitos y 50 quistes generando un promedio para su identificacion

con apoyo de las claves arriba mencionadas.
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Cultivo axénico

Las amebas aisladas e identificadas morfolégicamente como Acanthamoeba y
Naegleria se pasaron a los medios liquidos axénicos: bactocasitona (2%, Anexo 2)
y medio Chang modificado (Anexo 3), ambos con 10% suero fetal o de ternera
(Rivera et al., 1987) para la obtencion axénica de las amebas potencialmente

patogenas.
Prueba de flagelacion

En un tubo de ensayo con tapa de rosca se agregé aproximadamente 1 ml de medio
de cultivo conteniendo las amebas en forma de trofozoito y 1 ml de agua destilada
estéril para bajar la concentracion de nutrientes y facilitar un medio para la motilidad,
se incubaron durante 4 horas a la temperatura de aislamiento, y durante ese lapso
se revisaron cada hora en el invertoscopio, en busca de presencia organismos
flagelados (Page, 1988). Aunque no es una prueba confirmativa, es util para

diferenciar a Naegleria de las amebas que no forman flagelos.
Prueba de temperatura

Esta prueba se realiza para determinar la termotolerancia de las amebas
potencialmente patégenas (Acanthamoeba-Naegleria). Las cepas en medio axénico
se incubaron a 37, 42 y 45° C y se observaron diariamente durante diez dias en
busca de proliferacibn amebiana, enquistamiento y/o muerte de éstas (Lares-
Jiménez & Lares-Villa, 2009; Fernandez, 2014; Bonilla et al., 2014).

17



Prueba de patogenicidad

Las amebas de los géneros potencialmente patdgenos (Acanthamoeba-Naegleria)
se cultivaron de forma masiva durante 5 dias, pasado este tiempo se hizo un conteo
celular en camara de Neubauer y se centrifugd a 3,500 rpm durante 15 minutos
(centrifuga Boecco U-320), obteniendo una concentracion celular entre 104-10°. Del
concentrado celular se tomaron 200 ul para inocular a cinco ratones CD-1 (20 pl por
raton) los cuales fueron monitoreados diariamente por un periodo de 21 dias en
busca de irregularidades en su comportamiento o mortalidad (De Jonckheere,
1980). Los organismos que sobrevivieron a este periodo fueron sacrificados para la
extraccion de cerebro, pulmon, higado y riidn (Figura 6). Posteriormente se
inocularon en medio no nutritivo con Enterobacter aerogenes (NNE) a la
temperatura de crecimiento para registrar la presencia o ausencia de amebas
(Culbertson et al., 1959; De Jonckheere, 1980; Bonilla et al., 2014).

Figura 6. Prueba de patogenicidad. 1) Ratones macho de la cepa CD/1. 2) Inoculacion
intranasal. 3) Revision de ratones durante 21 dias. 4-5) Sacrificio y extraccion de 6rganos.
6) Colocacién de cerebro, pulmén, higado y rifién en la caja con medio NNE.
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Identificacidn molecular

La Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) es una
herramienta sencilla, rapida, precisa y util para la identificacion de organismos a
nivel de especies utilizando una region especifica de un gen previamente
secuenciado. En este caso se usa para la identificacion de las amibas
pertenecientes al género Naegleria y fue realizado con el apoyo de la licenciada en

enfermeria Karla Barron y la doctora Maricela Carrasco Yépez.
Extraccion de ADN gendémico

Se hizo un cultivo masivo en medio axénico de trofozoitos del género Naegleria, el
cual se cosecho y centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos (centrifuga Boecco U-
320) para obtener una pastilla con el concentrado amebiano. En la camara de
Neubauer se cuantificaron 1x108 de trofozoitos para la obtencion de ADN gendmico.
Posteriormente se siguieron los pasos descritos en el manual del Kit ZYMO
RESEARCH, Quick-g DNA ™ MicroPrep.

Una vez obtenido el ADN gendmico se corrié una alicuota de 5 ul en el gel agarosa
con TE (Tis-HCL 50Mm, EDTA 10Mm, pH 8.0) como disolvente, y se corrié por
espectrofotometria a una longitud de onda de 260nm para asegurar la integridad de

los acidos nucleicos.
Técnica de PCR

Posterior a la extraccion de acidos nucleicos, se siguieron los pasos del Kit Platinum
Hot Start PCR 2x Master MIX (Tabla 1). Para cada reaccion se utilizaron 250ng de
ADNg, realizando un total de dos PCR (abril-56 y CRCS-57) aplicado en amebas
del género Naegleria, amplificando la regiéon 18S ARNr (Samba-Louaka, 2019).
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Tabla 1. Preparacion de PCR (Platinum Hot Start PCR 2x Master MIX).

Volumen
Agua libre de Nucleasa 9.5 ul
Platinium™ Hot Start PCR 2X Master Mix 12.5 ul
Primer Sentido (uM) 0.5 pl
Primer Anti Sentido 0.5 ul
Muestra de ADN 250 ng/2 pl
Platinum™ GC Enhancer (opcional) Syl

Una vez preparado el mix se us6 un termociclador Quanta Biotech S-24, en el

programa “My Cube” a 30 ciclos bajo las condiciones sefaladas en la tabla 2.

Tabla 2. Proceso a 30 ciclos en termociclador.

Inicio/Fin Proceso Temperatura (°C) Tiempo
Alineamiento 95 2 min
Comilenza el Desnaturalizacion 95 30 seg
ciclo
Alineacion 50 1 min
Fin del ciclo Elongacion 72 2 min
Elongacion final 72 10 min

Los primers utilizados fueron los siguientes:

> Para la amplificacion del gen 18S ARNr para Naegleria fowleri (Tsvetkova
et al., 2004).

FLA Fwd 5°- CGC GGT AAT TCC AGC TCC AAT AGC &
FLA Rev5- CAG GTTAAG GTCTCGTTC GTT AAC &
Estos primers fueron cuantificados y ajustados a una concentracion de 20 pmol.
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Electroforesis

Para poder revelar los resultados obtenidos de la PCR se mide la concentracion de
acidos nucleicos obtenidos con la ayuda de un espectrometro para proceder a
visualizarlos en un gel de agarosa al 1.2% tifiéndolo con Midori Green Advanced.
En dicho gel se carga la muestra mezclando 2ul de tinte de carga con una
concentracion de 5 pl de producto obtenido del PCR. El gel se corre con buffer TAE
al 1% con 80mV por 30 a 40 min (Castillo, 2015; Lares-Jiménez & Lares-Villa, 2009).

Al término, el gel fue visualizado en un transiluminador de luz UV.

Secuenciacion

Una vez obtenidos los productos de la PCR, se realiz6 una secuenciacién utilizando
un secuenciador marca HITACHI ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer la cual se
llevé a cabo en el laboratorio de Bioquimica Molecular ubicado en la Unidad de
Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO, en la Facultad de Estudios Superiores Iztacala.

Andlisis comparativo bioinformatico

Los datos de la secuenciacion obtenidos se analizaron y editaron con ayuda del
programa BioEdit v7.2.5, utilizando los electroferogramas de las secuencias FWD y
RV como base para editar posibles errores o artefactos y obtener una secuencia
consenso a partir de ambas secuencias, tratando asi de tener una secuencia mas
confiable y certera. Una vez editadas las secuencias se utilizo el programa ClustalW
para hacer el alineamiento multiple de secuencias y la comparacion de las
secuencias obtenidas con secuencias reportadas en el GenBank mediante una
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Riqueza especifica y frecuencia relativa.

Se identificaron morfolégicamente 13 géneros de AVL: Acanthamoeba, Amoeba,
Mayorella, Naegleria, Paraflabellula, Platyamoeba, Rosculus, Saccamoeba,
Thecamoeba, Vahlkampfia, Vannella, Vermamoeba y Vexillifera (Tabla 3), de los
cuales solo los géneros Acanthamoeba y Naegleria contienen especies patdgenas,
mientras que las amebas de los otros géneros no han sido reportadas como
patdgenas. Sin embargo, juegan un papel importante en el aspecto ecoldgico,
alimentandose o asociandose con otros protozoos, bacterias, cianobacterias,
microalgas y otras comunidades acuaticas, ademas de ser vectores de virus y
bacterias (Porter et al., 1985).
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Tabla 3. Riqueza especifica de amebas de vida libre de los canales.

Acanthamoeba (Volkonsky,
1931)

Amoeba (Bory de St. 1822)

Mayorella (Schaeffer, 1926)

Naegleria (Alexieff, 1912,
emend. Calkins, 1913)

Delta - Nuevo Ledén
(CD)

Paraflabellula (Page &
Willumsen, 1983)

Platyamoeba (Page, 1969)

Rosculus (Hawes, 1963)

Thecamoeba (Fromentel,
1874)

Vannella (Bovee, 1965)

Vermamoeba (Cavalier-Smith
& Smirnov, 2005)

Acanthamoeba (Volkonsky,

4 Abril - N. Ledn 1931)

(4abril)

Naegleria (Alexieff, 1912,
emend. Calkins, 1913)

polyphaga
(Puschkarew, 1913)

rhysodes (Singh, 1952)

proteus (Leidy, 1878)

cultura (Bovee, 1961)

microeruca (Bovee,
1970)

spatula, (Bovee, 1970)

placida (Page, 1968)

Ithacus (Hawes, 1963)

guadrilineata (Carter,
1856)

platypodia (Glaser,
1912)

simplex (Wohlfarth-
Bottermann, 1960)

vermiformis (Page,
1967)

polyphaga
(Puschkarew, 1913)

astronyxis (Ray &
Hayes, 1954)
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Rosculus (Hawes, 1963) Ithacus (Hawes, 1963)

Saccamoeba (Frenzel, 1892,

emend. Bovee, 1972) stagnicola (Page, 1974)

Thecamoeba (Fromentel, qguadrilineata (Carter,
1874) 1856)
Vahlkampfia (Chatton & avara (Page, 1967)
Lalung-Bonnaire, 1912) ustiana (Page, 1974)
platypodia (Glaser,
Vannella (Bovee, 1965) 1912)
Vermamoeba (Cavalier-Smith vermiformis (Page,
& Smirnov, 2005) 1967)

Acanthamoeba (Volkonsky, triangularis (Pussard &
1931) Pons, 1977)

Naegleria (Alexieff, 1912,
emend. Calkins, 1913)

Revolucion - Rosculus (Hawes, 1963) Ithacus (Hawes, 1963)
Querétaro Tlaxcala
(CRCS2) Saccamoeba (Frenzel, 1892,

emend. Bovee, 1972) stagnicola (Page, 1974)

Vermamoeba (Cavalier-Smith vermiformis (Page,
& Smirnov, 2005) 1967)

bacillipedes (Page,

Vexillifera (Schaeffer, 1926) 1969)

En la tabla 3 se puede observar que el mayor nimero de géneros se identific en el
canal Delta con 10, seguido de 4 de abril con 8, y en el Canal Revolucién solamente
6. Acanthamoeba, Naegleria, Rosculus y Vermamoeba se encontraron en tres
canales de riego, Saccamoeba, Thecamoeba y Vannella se hallaron en dos de tres
canales, mientras que el resto de los géneros solo se encontraron en uno de los tres

canales muestreados (Tabla 3).
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Los géneros mas frecuentes en los canales de riego fueron Acanthamoeba,

Naegleria, Rosculus y Vermamoeba con 12.5% cada uno (Figura 7).

Acanthamoeba Naegleria

Rosculus Vermamoeba
w Saccamoeba = Thecamoeba

Vannella Amoeba

» Mayorella « Paraflabellula

» Platyamoeba m Vahlkampfia

m Vexillifera

Figura 7. Frecuencia relativa de géneros amebianos en los canales de muestreo.

No es extrafio encontrar el género Acanthamoeba en el agua de los canales de riego
estudiados, ya que de acuerdo con Page (1983) es el género que se encuentra con
mayor frecuencia en el ambiente donde participa activamente como regulador de
poblaciones bacterianas y como vector de otros microorganismos (Bonilla-Lemus et
al., 2014, Bonilla y Ramirez, 2014; Samba-Louaka et al., 2019). Otro aspecto
importante de encontrar este género radica en que tiene especies potencialmente
patégenas para el hombre y otros organismos, hecho que se ve reflejado en este

trabajo, ya que una especie de este género fue invasiva en cerebro de raton.

El género Naegleria ya habia sido reportado con anterioridad en la zona norte del
pais (Cervantes et al., 2007). Este género puede estar presente aqui debido a la
estructura del quiste que le permite resistir condiciones diversas (Larez-Villa et al.,
1993). Por otra parte, los géneros Rosculus y Vermamoeba ya habian sido
reportadas igualmente en esta zona (Ramirez, 2019; Vargas, 2005) por lo que no
es raro encontrarlas en presente trabajo.
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Amibas de los géneros identificados como no potencialmente patdgenos han sido

reportados en otros cuerpos de agua de la zona norte como Mexicali, Baja

California; Hornos, Sonora y Monterrey, Nuevo Ledn (Guzman-Fierros et al., 2008;

Lares-Jiménez & Lares-Villa, 2009) y en la Cuenca de México y zona centro del pais
(Ramirez et al., 2009; Andrade et al., 2015).

Se obtuvieron

Acanthamoeba (Tabla 4).

los siguientes aislamientos de

los géneros Naegleria vy

Tabla 4. Amebas de los géneros Acanthamoebay Naegleria obtenidos en los canales

muestreados.
Cepay _ .
Localidad Género
Clave
CD-76 Canal Delta. Ejido Nuevo Leén Acanthamoeba
CD-11 Canal Delta. Ejido Nuevo Leon Acanthamoeba
4abril-22 4 Abril. Ejido Nuevo Leon Acanthamoeba
4dabril-24 4 Abril. Ejido Nuevo Leon Acanthamoeba
4abril-56 4 Abril. Ejido Nuevo Leodn Naegleria
CRCS2-57 | Canal Revolucion. Ejido Querétaro Naegleria
Tlaxcala
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) y se les realiz0 las pruebas de: temperatura, patogenicidad y de flagelacion (este ultimo solo a las amebas del género
aaaaaaaaa ) (Tabla 5)
Tabla 5. Caracteristicas de las cepas aisladas de los géneros Naegleriay Acanthamoeba aisladas. * Temperatura 6ptima
de crecimiento.
eeeeeeeeeeeeeeeeeee
(°C) | Pruebade Patogenicidad |  Prueba de
() (+) (in ) | Flagelacion | Diagnostico morfologico
42,

-+ - A polyphaga

+**® ¢ | Invasivaencerebro | | Arhysodes

B ®OO : \ | A polyphaga

E OO : %

" ®H*H 06 invasiva en pulmén * Naegleria sp.

CRCS-57 HH*G) () - + Naegleria sp.




Figura 8. (A), Quiste de Acanthamoeba rhysodes. (B), Trofozoito de A. astronyxis. (C) y (D),

Trofozoito y quiste de Naegleria sp. Fotografias tomadas en contraste de fases a 40x.

Prueba de temperatura

La prueba de temperatura revela la tolerancia de los aislamientos amebianos a
diferentes temperaturas. Martinez y Janitsschke, (1985) mencionan que “las
amebas patégenas son termofilas, pero no todas las amebas terméfilas son
patdgenas”. De las amebas sometidas a diferentes temperaturas, solamente la cepa
de Acanthamoeba (CD-11) crecié a 37°Cy a 42°C (Tabla 5). La cepa “4 abril-56” no
crecié a temperaturas mayores a 37°C. Esto puede deberse a que la cepa estuvo
en cultivo varios meses y quizas perdio la capacidad de crecer a esa temperatura,

como lo ha propuesto De Jonckheere (1980).
Prueba de patogenicidad

Se aplicé la prueba de patogenicidad a todas las cepas del grupo Acanthamoeba-
Naegleria, observando y recuperando formas troficas en cerebro y pulmén de las
cepas CD-11 y 4 abril-56 respectivamente después del sacrificio a los 21 dias de
inoculacion, pero no mato a los ratones, sin embargo las cepas son invasivas al ser

recuperadas de 6rganos infectados con estas amebas (Tabla 5).

La cepa CD-11 identificada morfolégicamente como A. rhysodes es descrita por
Martinez et al. (1994) y Page (1988) como una especie que causa EAG en especial
en pacientes inmunodeprimidos (Visvesvara et al, 2007), fue invasiva en cerebro de
un ratén. La cepa 4 abril-56 perteneciente al género Naegleria fue invasiva en el
pulmén de dos ratones, 6rgano que puede ser blanco de algunas especies
amebianas. Sobre la capacidad de invasividad de las amebas, de acuerdo con

Shibayama & Tsutsumi (2013), la invasividad de la amiba Entamoeba histolytica
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puede deberse a factores como la interaccion huésped-hospedero, la capacidad de
adherencia del parésito, actividad proteolitica y fagocitosis entre otros factores. Por
lo que es posible que algunos de esos factores también ocurran con las amebas de
vida libre. Asi mismo De Jonckheere (1980) menciona que las cepas tienden a

perder virulencia cuando se les mantiene en cultivo axénico durante largo tiempo.

La mayoria de los casos clinicos causados por N. fowleri reportados alrededor del
mundo, han ocurrido durante el verano, cuando las temperaturas altas favorecen la
proliferacion y abundancia de las amibas patogenas (Bonilla et al., 2004; De
Jonckheere, 2012), mientras que en épocas con menor temperatura como en otofio
o invierno, o en cuerpos de agua con temperaturas por abajo de 20°C, los géneros
con especies patogenas pueden ser desplazados por otros géneros amebianos que
proliferan a estas temperaturas (Bonilla et al., 2014), asi mismo pueden estar en
estado de enquistamiento para soportar dichas condiciones. Aunque es oportuno
mencionar que existen estudios previos que mencionan el aislamiento de N. fowleri
y otras amibas termdfilas en las épocas del afio mas frias (otofio-invierno) (Sifuentes
et al., 2014).

Por otro lado, se obtuvo A. polyphaga la cual es una ameba oportunista que puede
producir EAG y QA (Martinez & Visvesvara, 1997). Sin embargo, esta cepa resultd
ser negativa en la prueba de patogenicidad. Esto puede atribuirse a que con
frecuencia las amebas pierden virulencia gradualmente mientras se mantienen en
medio axénico (De Jonckheere, 1980). Asi mismo, la virulencia de la especie de
ameba, dosis infectiva y la respuesta inmune son factores que juegan un papel
importante para que haya una invasion infecciosa amebiana (Visvesvara et al.,
2007).

Prueba de flagelacion

La prueba de flagelacion resultd positiva para las cepas 4 abril-56 y CRCS-57, a las
cuales se les bajo el nivel de nutrientes, resultando en la presencia de organismos

amebo-flagelados alrededor de la media hora posterior al indculo.
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Pruebas moleculares

Las cepas 4 abril-56 y CRCS-57 identificadas morfolégicamente como
pertenecientes al género Naegleria, fueron sometidas a prueba molecular a nivel de
género, obteniendo un producto esperado de 410 pb (Figura 9) el cual es
caracteristico del género Naegleria (Ling-ling et al., 2018), por lo que se confirma la

pertenencia de ambos aislamientos al género Naegleria.

M 56 57

Figura 9. Electroforesis de gel agarosa al 2% de dos productos de PCR para el género
Naegleria, amplificacién de gen 18S ARNr con tiempo de corrimiento de 40 min a 80
mV. Marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder.

Los resultados de la secuenciacion revelaron que la cepa “CRCS-57" pertenece a
la especie Naegleria clarki con un 98% de similitud con la especie de referencia. La
cepa “4 abril-56” (96%) pertenece a Naegleria australiensis la cual es descrita como

una especie patdgena en raton (Page, 1988; De Jonckheere, 2012).
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Lo que lleva a pensar que el riesgo de contraer MEAP no solo existe durante el
verano, que es cuando se registran las temperaturas Optimas para las AVL
patdgenas, sino también durante las épocas de menor temperatura, ya que como
se demuestra con este trabajo, las AVL persisten durante el mes de noviembre a

temperaturas mas bajas.

Parametros fisicoquimicos

En la tabla 6 se observan los valores de las pruebas fisicoquimicas, donde el valor
promedio de pH fue de 7.5, un valor casi neutro, el cual es un valor adecuado para

la proliferacion y crecimiento amebiano (Bonilla et al., 2004).

Tabla 6. Valores Fisicoquimicos del agua de los sitios de muestreo.

Zonas de Temperatura del Conductividad
muestreo PH ggua °C OD (mg/L) puS/cm
Canal Delta 7.5 17.0 4.0 1,400
4 de abril 7.5 17.0 4.2 1,500
CRCS2 7.6 17.0 3.8 1,400
PROMEDIO 7.5 17.0 4.0 1,433

Temperatura de agua en los tres canales de riego

Las muestras se tomaron durante el mes de noviembre, es decir, en la temporada
fria por lo que la temperatura del agua en promedio fue de 17.0°C, y como esta
documentado, las amebas patdégenas proliferan mejor a temperaturas arriba de
30°C (Rodriguez-Zaragoza et al., 1994; Visvesvara et al., 2007). Probablemente
esta es la razén por la que no se identificaron mas AVL del grupo potencialmente
patdgeno. A pesar de esto, se aislaron algunas amebas potencialmente patdgenas.
Esto puede deberse a la composiciéon de la pared del quiste, el cual contiene
carbohidratos como la celulosa. Tales componentes les confieren resistencia ante
factores abidticos extremos (Page, 1988; Armstrong, 2000; Bonilla et al., 2004;
Castrillén & Orozco, 2013; Samba-Louaka et al., 2019).
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Oxigeno disuelto (OD)

Las amebas de vida libre son aerobias, por lo que el OD registrado en los sitios de
muestreo es 6ptimo para el crecimiento amebiano, ya que se registré un valor mayor
a 1.0 mg/L (Tabla 6) el cual es suficiente para que puedan proliferar estos

organismos (Bonilla et al., 2004).

Conductividad

En México se usa “Solidos Totales Disueltos” como uno de los parametros para
evaluar la calidad del agua potable, la cual permite un valor igual o por debajo de
1000 mg/L (NORMA Mexicana, NMX, 2015, Norma Oficial Mexicana NOM-127-
SSA1-2002). En el presente trabajo se midi6 “conductividad” para estimar la
cantidad de sales disueltas en el agua, el cual tuvo un valor promedio de 1,433
puS/cm (aprox. 860 mg/L de sales disueltas) (Tabla 6). El valor de conductividad
obtenido esta por encima del rango del agua potable en otros lugares (500 a 800
puS/cm,) (Tabla 7) pero ubicandose lejos del valor de conductividad del agua marina
que es 56,000 uS/cm (Lépez & Estela, 2011).

Tabla 7. Parametros de conductividad en diferentes tipos de agua. Tomada de
Lopez & Estela, 2011.

TIPO DE AGUA CONDUCTIVIDAD
Agua ultrapura 0,055 uS/cm
Agua destilada 0,5 HS/cm
Agua de montana | 1,0 uS/cm
Agua potable 500 a 800 pS/cm
Agua de mar 56 mS/cm
Agua salobre 100 mS/cm

Sin embargo, estos valores no limitaron la presencia de las amibas potencialmente
patogenas ni de los géneros identificados en este trabajo. Asi mismo, la salinidad
esta relacionada con la conductividad debido a que el aumento de iones disueltos
en el agua afecta de manera proporcional ambos parametros. El promedio de

salinidad de los canales muestreados, transformados a un valor de porcentaje fue
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de 0.0917% (Anexo 4). Lam y colegas en el 2019 mencionaron los valores de
salinidad ideales para el crecimiento amebiano y el valor encontrado en los canales
se encuentra entre los parametros adecuados de salinidad para el crecimiento de

las amebas (Anexo 5).
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CONCLUSIONES

¢ Se aislaron e identificaron por métodos morfolégicos 13 géneros de amebas

de vida libre de tres canales de riego del Valle de Mexicali.

¢ Los géneros mas frecuentes fueron Acanthamoeba, Naegleria, Rosculus y

Vermamoeba encontrandose en los tres canales muestreados.

¢ La mayor riqueza especifica se encontré en el canal Delta — Nuevo Ledn(CD)

¢ Los parametros fisicoquimicos fueron adecuados para el crecimiento de las

amebas identificadas.

¢ Aunque la temperatura del agua de los canales fue algo baja (17.0°C) se

encontro la presencia de amebas del género Acanthamoeba y Naegleria.

¢ De las amibas aisladas de los géneros Naegleria y Acanthamoeba,
solamente las cepas Naegleria (CRCS-57) y Acanthamoeba (CD-11) fueron

invasivas.

¢ Se identificaron las especies N. clarki (CRCS-57) y N. australiensis (4 abril-

56) mediante la prueba molecular de PCR y secuenciacion.

¢ La presencia de amebas del género Acanthamoeba y Naegleria tiene
importancia médica para la poblacion aledafia debido al riesgo potencial de
adquirir alguna enfermedad relacionada con estos organismos, incluso en los

meses del afo mas frios.
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ANEXOS

Mezclar todos los ingredientes en seco, agregar 500ml de agua destilada para

disolver, agregar agua destilada para completar 1000ml y hervir hasta que todos los

componentes estén disueltos en el medio. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

Posteriormente aun estando caliente el medio, se vierten aproximadamente 20 ml

de medio en cajas Petri. Una vez que el medio haya solidificado, se vierten 5 gotas

de una suspension concentrada de Enterobacter aerogenes previamente inactivada

a 68°C durante 60 minutos, distribuyendo homogéneamente la suspension en la

superficie del medio con la ayuda de una varilla en “L” o un asa de siembra. Las

cajas se empaguetan y se guardan en refrigeracion hasta su uso.

Anexo 1. Agar no nutritivo con Enterobacter aerogenes (NNE)

NacCl 0.12¢g
MgSOa4-7H20 0.004 g
CaCl2-2H20 0.004 g

NaHPO4 0.142 g
KH2PO4 0.136 g
Bactoagar 15.09
Agua destilada 1000 ml
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En un matraz de 2000 ml se disuelven 20 g de medio bactocasitona en 1000 ml de
agua, asegurandose de mezclar los elementos en una solucion homogénea. Con la
ayuda de un dispensador se reparte la solucion agregando 3 ml en tubos de ensayo
con tapa rosca. Esterilizar tubos a 121°C durante 15 minutos, dejar enfriar y se

guardan en refrigeracion hasta su uso.

Anexo 2. Medio de cultivo Bactocasitona (2%)

Bactocasitona 20 g

Agua destilada 1000 ml

En un matraz de 2000 ml mezclar todos los elementos en seco y agregar 1000 ml
de agua destilada para disolver por completo todos los elementos en el medio.
Verter 3 ml de medio en tubos con tapdn rosca y esterilizar a 121°C durante 15

minutos. Dejar enfriar y guardar en refrigeracion hasta su uso.

Anexo 3. Medio de cultivo Chang.

Peptona Biotriptasa 16.6 g
Dextrosa 2749
Na2HPO4 159

KH2POa4 09g
Agua destilada 1000 ml
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" X = 1433uS/cm * 10000ppm = 1% salinidad « 1uS/cm = .640ppm

(uS/em) (ppm) (1,433uS/cm) (.640ppm)
— |—4 — —
% uS/cm X 108 /em 917.12ppm

= 0.091%salinidad

v (ppm) (Yosalinidad) . (10,000ppm) (1%salinidad)
7 ppm 917.12ppm

Anexo 4. Procedimiento para calcular el nivel en promedio de la salinidad en los tres canales de riego, para su
comparacion con los parametros de Lam et al., (2019).

El promedio de salinidad (1,433 uS/cm) se mide en “uS/cm”. Para pasarlos a la unidad “ppm” se uso el conversor en linea
(Lenntech), donde 1uS/cm es igual a 0.640ppm. Ya teniendo la equivalencia entre “uS/cm” y “ppm” se calcula cuantas ppm
tiene 1,433 uS/cm (promedio obtenido de los tres canales de muestreo) obteniendo un valor de 917.12 ppm, mismo al que

se aplica la equivalencia de Lam y colegas (2019) donde 10,000 ppm es igual a 1%salinidad resultando el valor %salinidad.

45



Anexo 5. 2 Mostly cysts. b Mostly nonviable. Tabla de pardmetros de salinidad para
crecimiento amebiano (Lam et al., 2019). El valor obtenido en este estudio se localiza

entre los valores en negritas.

%

0.208

0.307

0.387

0.5

0.585

0.707

0.8

1.0

1.2

14

1.6

1.8

2.0

2.2

24

2.6

3.0

3.2

3.4

3.6

The effect of salinity on survival of Naegleria fowleri

24h
Viable
Viable
Viable
Viable
Viable
Viable
Viable
Viable
Viableb
Viable®
Viableb
Cysts
Cysts
Cysts
Cysts
Cysts
Cysts
Nonviable
Nonviable
Nonviable

Nonviable

48h

Nonviable
Nonviable
Nonviable
Nonviable?
Nonviable?
Nonviable?
Nonviable®
Nonviable®
Nonviable®
Nonviable®
Nonviableb

Cysts

Cysts
Nonviable
Nonviable
Nonviable

Nonviable

72h
Viable
Viable
Viable?
Viable?
Viable?
Viable?
ViableP
Nonviable
Nonviable
Nonviable
Nonviable
Nonviable

Nonviable

96h
Viable
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Viable?
Viable?
Viable?
Viable?

Viableb
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