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RESUMEN

Se aislaron amebas de vida libre (AVL) de la atmosfera de la Ciudad de San Luis Potosi en
cuatro estaciones de estudio, para establecer la diversidad, la proporcion de amebas patogenas y
su correlacion con los parametros metcorologicos.

Las muestras sc tomaron con periodicidad mensual, a 2 metros sobre el nivel del sueto con
el método “Impinger”, de octubre de 1990 a septiembre de 1991. Las cepas se cultivaron en medio
Agar no nutritivo con k. aerogenes muertas por calor, Las amebas se identificaron por caracteres
morfoldgicos de acuerdo con la clave de Page. Las cepas del género Acanthamoeba se cultivaron
en medio axénico para realizar las pruebas de patogenicidad por via intracerebral e intranasal en
ratones.

Las cepas obtenidas sumaron 53 en total, las cuales se encuentran distribuidas en 10 géneros.
De estos Acanthamoeba  presento la mayor diversidad con 13 especies, las cuales aparecieron en
cada una de las estaciones muestreadas predominado en la época de sequia. Le siguieron en nimero
los géneros Hartmannella y Vahlkampfia con 4 y 3 especies respectivamente, sin preferencia de
aparicion por una época del afio en particular.

La zona urbana tuvo el mayor niimero de aislamientos con 23 cepas, de las cuales 4. griffini
fue la unica especie patogena. La zona suburbana con 17 aislamientos presento 3 cepas no patogenas
con capacidad invasiva, en la zona centro-urbana resulto so6lo una cepa con capacidad invasiva de
las 9 aisladas, lo mismo que en la zona rural donde hubo 4 aislamientos.

La velocidad del viento y la evaporacion correlacionaron positivamente con la presencia de
amebas en el aire

La abundancia y diversidad de amebas de la atmésfera de la Ciudad de San Luis Potosi, son
el resultado de factores favorables en la resuspension y condiciones ambientales especificos de cada

zona de estudio.



INTRODUCCION

En el pasado, la observacion de los microorganismos en la atmésfera fueron motivados por
curiosidad, relacionados con la manera como se transmiten las enfermedades por el aire y el ciclo
de vida en ¢l planeta. Actualmente se conocen otros aspectos de gran importancia como la dinamica
de las enfermedades en plantas y animales, en el presente se evalian las cargas microbianas
atmosféncas que puedan determinar los niveles de contaminacion microbiana en el aire, por lo que
se han desarrollado instrumentos que detectan los microbios de la atmésfera. Las fuentes de los
microorganismos pueden ser de origen natural 6 agentes antropogénicos. Estos estudios han
permitido el control de los agentes de la peste microbioldgica y la guerra de los agentes biologicos
(Lighthart y Shaffer, 1995).

Los aerosoles biologicos se dispersan naturalmente por la tos, el estornudo, el aire y la
accion agitada del viento sobre Ia superficie del agua donde la materia microbioldgica esta
presente. Los aerosoles también se producen por medios antropogénicos, incluyendo el reciclado
de aguas residuales por irrigacion en aerosol (Moore et al., 1979), torres de enfriamiento y procesos
de tratamiento que incluyen sistemas por filtros percoladores y los lodos activados (Adams et al.,
1979; Fannin e al., 1976). Los aerosoles microbianos estan siendo generados por el hombre para
controlar insectos y microorganismos, el dafio por heladas a las plantas y el clima (las bacterias
suelen incrementar la produccion de nieve) (Mohr, 1991). La distribucion espacial de bacterias en
el aire esta relacionada con las masas de aire frontal, la actividad urbana y la altitud. Imshenetsky
et al, (1978) aislaron varios miles de bacterias por m*de 60 a 70 km sobre la superficie de la tierra.
También se ha calculado que un individuo puede inhalar alrededor de 50 pg de microorganismos
cada 24 horas (Gregory, 1971 citado por Nicholson, 1988).

La infeccion por aerosoles representa potencialmente un peligro para un sinniimero de
individuos, asi como para productos de importancia agricola, plantas y animales (Edmonds, 1979).
Representantes de diferentes clases de virus, bacterias, rickettsias, mohos y hongos son capaces de
iniciar una enfermedad de consecuencias de gran impacto para la poblacion. La epidemia de la plaga
del maiz causada por esporas aerotransportadas de Helminthosporim maydis en los Estados Unidos
en 1970, fu€ la causa del 15% de las perdidas (Edmonds, 1979). De la epidemia de la influenza de



1918 - 1919 resultaron 550,000 muertes tan solo en los Estados Unidos y 20 millones de muertes
ocurridas en total. Los estreptococos de la infeccion son dispersados por el viento hasta varios
cientos de kilometros bajo ciertas condiciones (Edmonds, 1979).

Muchas infecciones de microorganismos resultan poco interesantes para los acrobiologos
debido a la pobre estabilidad del aerosol y consecuentemente su rapido proceso de extincion.
Cuando se estan evaluando los posibles efectos de las infecciones de los microorganismos
aerosolizados sobre la salud, es sumamente importante determinar las caracteristicas de
sobrevivencia bajo diferentes condiciones ambientales (Mohr, 1991).

Las particulas viables importantes en acrobioliugia incluyen a los granos de polen, esporas
de hongos, las células de algas microscopicas, las células bacterianas suspendidas, los virus y los
protozoos (Smith, 1976; Schlichting, 1986). Todos ellos en sus formas de resistencia debido a los
bajos niveles de agua v de nutrientes que hay en la atmosfera, aunque rara vez se encuentran en su
forma activa pues mueren cn poco tiempo, a menos que estén protegidos de las radiaciones U.V.
y de la desecacion (Campbell, 1987).

Por lo general, los microorganismos se encuentran en el aire en cantidades pequeas en
comparacion con el suelo o el agua.

Por cada gramo de suclo agricola (en peso seco), existen millones de bacterias, cientos de
miles de propagulos de hongos, v descenas de miles de protozoos y algas (Campbell, 1987). Las
amebas de vida hbre (AVL) por sus caracleristicas son consideradas como los mas importantes
depredadores de bacterias en el suclo (Singh, 1975). Se ha calculado que los protozoos consumen
de 150 a 190 gramos de bacterias por metro cuadrado y por afio (Stout y Heal, 1976), lo que pone
de manifiesto la importancta de la depredacion hecha por los protozeos como un mecanismo de
liberacion de nutrientes (Stout, 1973). La densidad de las presas limita el crecimiento constante de
las amebas. Estas responden a los descensos en el nimero de sus presas enquistindose, lo que les
permite sobrevivir a la falta de alimento, a las sequias y a los cambios bruscos en las condiciones
del suelo (Anderson, 1988). Se ha hecho la estimacion de que las gimnamebas (amebas desnudas)
comprenden del 50 al 90% de los protozoos de 1a hojarasca y del volumen del suelo (Bamforth,
1980). Las amebas del género Acanthamoeba son las de mayor abundancia en este medio (Singh,

1975) v en el aire (Rivera ef «l., 1991a). Lo anterior tiene importancia porque a este género



pertenecen el mayor numero de cepas patogenas oportunistas, algunas de las cuales se han aislado
incluso del aire de la Ciudad de México (Rivera ef of., 1988, 1991a; Martinez, 1991).

El hecho de que existan tantas especies patogenas de este género podria explicarse por su
gran resistencia a los factores adversos que aniquilan a las demas. Estas amebas sélo invaden a un
organismo cuando ésle esta inmunodeprimido, es decir indefenso o debilitado. De hecho, para que
se desarrolle un caso de encefalitis amibiana granulomatosa (EAG), es necesario que el hospedero
tenga sus defensas muy bajas (Martinez, 1991).

Cualesquiera que sean los factores que deﬁpen la ecologia de las amebas de vida libre
patogenas y la epidemiologia de la MEAP, éstos incluyen la tolerancia a las temperaturas altas,
(mayores de 37°C) a las vaniacioncs de pH, a los niveles de O, disponible, a la competencia con otras
amebas y con los hongos, asi como con otros factores organicos e inorganicos que constituyen su
habitat (Schuster, 1979).

En general, las especies patogenas de Naegleria v Acanthamoeba son tolerantes a
temperaturas mayores de 37°C v menores de 50 C, aunque no todas las termotolerantes son
patogenas. Las Naeglerias patogenas se han aislado de aguas térmicamente contaminadas por
industrias o por actividades geotérmicas. N. fowleri es causante de la meningoencefalitis en
humanos. La mayoria de los casos estan asociados con nadadores y la infeccion ocurre cuando la
mucosa nasal s¢ expone a agua contaminada por trofozoitos de esta especie. Un punto determinante
en la invasiones de las especies de Naegleria es su habilidad en la locomocion (Thong y Ferrante,
1986).

El aire es el medio de transporte mas importante para los microbios, a través de él se
contaminan los depositos de agua (Rivera ef al., 1986b, 1988, 1989), los alimentos, ¢ incluso los
mismos seres humanos pueden ser colonizados por amebas transpaortadas por el aire y en tolvaneras
(Rivera et al., 1989, 1991a; Mergeryan, 1989). Las amebas de vida libre se distribuyen por todo el
mundo, se encuentran en las mas diversas regiones y en multitud de microhabitats. Entre los mas
comunes estan la atmosfera, la region de la rizosfera, la filosfera, el suelo, las particulas suspendidas
en el agua, sobre los hongos, en las cavidades de animales superiores e incluso en la region
nasobucotaringea de los seres humanos (Rodriguez, 1994).

Muchos microorganismos no tienen medios propios para incorporarse al aire, los del suelo



llegan a la atmosfera adheridos a particulas de polvo, el acrosol marino contiecne muchos
microorganismos y las actividades humanas acenttian los mecanismos pasivos de inyeccion a la
atmosfera porque crean turbulencias, perturban el suelo y destruyen la vegetacion.

Los lagos v los océanos son fuentes generadoras de aerosoles, tanto viables como no viables.
Los fenomenos que los producen son la impactacion del agua sobre un cuerpo solido, el
rompimiento de las burbujas y el choque entre el agua y el aire cuando este ultimo esta en
movimiento, El fenomeno de rompimiento de las olas del oceano es uno de los principales métodos
de formacion de los aerosoles (Nicholson, 1988). _

En el caso del suelo exiten tres mecanismos reconocidos de suspension de particulas, la
suspension, la formacion de crestas y el salto. La suspension es el proceso que arrastra a las
particulas de tamafios menores de 10 pm hacia la atmésfera. La formacion de crestas ocurre cuando
las particulas ruedan o sc arrastran por la superficie y su tamafio se asocia al intervalo de 500 a 1000
pum. Las particulas menores de 100 pm son suspendidas por el viento y las mas pequefias (< 10)
pueden suspenderse por un tiempo considerable. El tercer fenomeno se refiere a los saltos de las
particulas suspendidas de 100 a 500 um, las que son arrojadas casi verticalmente dentro del aire
(Nicholson, 1988).

La agitaciéon mecanica tambien induce a la resuspension y se puede explicar por el impulso
impartido sobre el material depositado. Por otra parte, las gotas de lfuvia también provocan la
resuspension de las particulas y la formacién de aerosoles del suelo v de la vegetacion (Nicholson,
1988).

El paso de vehiculos por un camino puede hacer que el material superficial se resuspenda
debido a la turbulencia inducida o por compartir la tension. Un mecanismo adicional que puede ser
importante en condiciones de sequia es la eyeccion de gotitas de aerosol (Jones e al., 1982
Nicholson 1988).

La estancia de las amebas en el aire depende por entero del movimiento de la atmosfera, de
su tamaiio, de su densidad, de su forma y de la altura a la que haya llegado. Por cso, la incorporacion
de las amebas al aire, su transporte y hasta su retiro no depende de ellas, sino de la dindamica
atmosférica (Rodriguez, 1994).

En su forma de quiste, las AVL pueden ser acarreadas hacia el aire mediante corrientes de



conveccion, sistemas frontales, turbulencias o burbujas adiabaticas de aire. El tempo v la distancia
a la que pueden transportarse depende de la altura a la que haya llegado y del tamafio que posean.
En general, las particulas de un diametro mayor de 20 pm sedimentan casi de inmediato y su area
de distribucion es aproximadamente de 100 m, mientras que las particulas de 10 a 20 um pueden
permanecer por un tiempo mayor y dispersarse mas ampliamente. Esto depende de las condiciones
atmosféricas presentes en el momento en que los quistes ingresan al aire, asi como el tiempo de
permanencia de la particula. Lo anterior tiene importancia porque la mayoria de las especies de
AVL tienen tamafios que se distribuyen en el intervalo de 6 pym a 15 pm. Se ha calculado que la
residencia promedio de estas particulas en la u-opésfefa baja (de 5 a 100) es de 4 horas a 2 dias, en
la troposfera alta es de una semana a un mes, en la estratésfera baja es de uno a cuatro meses v en
la estratosfera alta es de 6 meses a un afio. Por lo cual, la distancia a la que se dispersen dependera
de la altitud a la que hayan llegado y de la dinamica atmosférica que se desarrolle en tales estratos
(Schlesinger, 1979).

Los fenomenos que intervienen en el retiro de las particulas viables del aire son la
sedimentacion, la impactacion en superficies duras y blandas, la formacion de burbujas de aire en
calma (depositacion seca), la precipitacion pluvial (depositacion humeda) y la intercepeion
(Overrein, ef al., 1981). La lluvia puede lavar las particulas viables de la atmdsfera, pero también
puede resuspenderlas en los primeros 4 - 5 m sobre el nivel del suelo, por lo que no es un
mecanismo muy eficiente de retiro, sobre todo si se trata de una lluvia torrencial. La impactacion
en superficies duras y lisas (como los vidrios, los metales etc.) trae como consecuencia la probable
destruccion de los organismos por el efecto del impacto. Las superficies blandas provéen un soporte
de amortiguamiento que permite la sobrevivencia y la posterior reactivacion fisiologica (como seria
en el caso del choque con el agua, con la piel de algunos vertebrados, con superficies vegetales, etc).
La sedimentacion es un proceso que tiene que ver con la fuerza del movimiento del aire, el tamafio
y la densidad del organismo, pues cuando el aire pierde fuerza, las particulas de mayor peso bajan
inmediatamente y las otras lo van haciendo a una velocidad que va de acuerdo a su tamafio, su
forma y su densidad, hasta quedar depositadas en alguna superficie. La intercepcion es un proceso
stmilar a la impactacion, pero la diferencia esta en que en la pnimera el objeto que recibe a la

particula esta en movimiento, por lo que la intercepta, mientras que en la impactacion el objeto esta



estacionado (Overrein ef al., 1981).

Generalmente los factores que estan influyendo en la estabilidad del acrosol incluyen
propiedades fisicas v quimicas del acrosol, las condiciones del medio donde esta expuesto el aerosol
y la composicion bioldgica de los microorganismos (Mohr, 1991).

Al incorporarse al aire, las amebas interactian con los componentes de éste como cualquier
otra particula suspendida. El deterioro o reforzamiento de la sobrevivencia en ¢l aire, depende del
tipo v de las mezclas de fluidos suspendidos (Webb, 1965citado por Edmonds, 1979).

Los hidrocarburos y los compuestos organicos en general son los contaminantes mas
peligrosos para la salud humana, al mismo tiempo son los que revisten la mayor importancia para
el estudio de los microorganismos transportados por el aire. Los principales contaminantes que
afectan a los microbios son variados y se presentan en forma de gases y de aerosoles.

Cox (1987), Strange v Cox (1976), y Spendlove y Fannin (1982) han escrito en diferentes
articulos sobre la influencia de los contaminantes, las variaciones de presion y la proporcion de
aerosoles microbianos inactivados que se pueden presentar por cstacion. Entre los contamimantes
atmosféricos que mas han sido estudiados sobre la estabilidad de los microorganismos se encuentran
el dioxido de nitrogeno (NO,), ¢l dioxido de azufre (SQ.), y el ozono (Q ). Las respuestas de los
microorganismos a los contaminantes de la atmosfera estan regulados por factores externos a ellos
como la luz, la temperatura, la humedad, el viento, la precipitacion, la edad y la condicion de el o
los hospederos, la infeccion y la depredacion (Smith 1976). Los efectos causados por los
contaminates estan enormnemente infuidos por la humedad relativa. La viabilidad de algunos
microorganismos se ve sumamente afectada por un alto nivel de humedad relativa, mientras que en
otros la viabilidad se ve favorecida Cox (1968) mostro que la estabilidad de k. coli B aerosolizada
en la atmosfera que contiene gases inertes esta en funcion de la humedad relativa. Algunos
contaminantes reaccionan con ¢l agua para formar acidos (Ehrlich y Miller, 1971), y el pH del
medio ambiente juega un papel en la produccion de acidos y por lo tanto en la mactivacion de los
microorganismos aerosolizados.

Entre los parametros meteorologicos importantes en la determinacion de la sobrevivencia
de los organismos del aerosol, en orden decreciente de importancia se encuentran: la humedad

relativa, la temperatura, la concentracion de oxigeno y de radicales libres, la radiacion



electromagnética y el factor del aire libre.
Humedad Relativa
Los efectos de la HR pueden ser influenciados por el contenido de los fluidos suspendidos
usados para la aerosolizacion (Barlow, 1972 citado por Morh 1991), el contenido de fluidos
colectados y la prehumidificacion (Warren ¢/ al.,1969 citado por Morh 1991). Para algunos
organismos aerosolizados las vanaciones en la HR producen efectos mas profundos en la estabilidad

del aerosol que cuando la HR es constante.

Temperatura

Los estudios realizados sobre los efectos de la temperatura sobre la estabilidad del aerosol,
han mostrado que al incrementarse estd, tiende a disminuir la viabilidad de los microorganismos
aerotransportados.

Concentracion de Oxigeno

El oxigeno tiene efectos en la estabilidad del acrosol y en la capacidad de infeccién de
algunas bacterias (Cox er al.,1973). Los radicales libres del oxigeno han sido sugeridos como la
causa de esta inactivacion (Cox, 1987).

Radiacion Electromagnética

Se ha demostrado que la inactivacion de los aerosoles por la Radiacién Electromagnética
depende de la longitud de onda v por lo tanto de la intensidad de la radiacion Las longitudes de
onda mas cortas contienen mas energia y generalmente son mayores los efectos en los
microorganismos acrosolizados (Cox, 1987).

Factor del Aire Libre

El "Factor del Aire Libre" estd compuesto, muy probablemente, por los contaminantes
quimicos de la atmosfera como HCOH, CO, HCL, HF, C,H,, CH, y CH,. A esté fenomeno se le
atribuye la pérdida nocturna de la viabilidad de los organismos del aire (Cox, 1987).

Aparte de los efectos de los compuestos quimicos de la atmosfera, los organismos
aerotransportados estan expuestos a otros peligros de caracter fisico como la luz, la desecacion y
la destruccion por impacto. La luz tiene un efecto directo sobre el incremento de la temperatura,

pero éste no es el principal peligro, sino el que representa la exposicion de los organismos a los



rayos ultravioleta (Schlichting, 1964).

El enquistamiento es la manera como las amebas responden a cualquier variacion ambiental
que amenace su existencia. De esta forma, pueden sobrevivir a las sequias, a los cambios de pH, a
la falta casi total de oxigeno vy a la escasez de alimento. En su forma de quiste, las AVL pueden ser
acarreadas hacia el aire y de ahi pueden entrar facilmente al sistema respiratorio.

Debido a la diversidad de enfermedades que son el producto de los organismos
aerotransportados y al poco conocimiento que se tiene sobre su dinamica infecciosa, resulta
importante definir y explicar los distintos parametros que influyen en la estabilidad y sobrevivencia
de los microorganismos aerolizados.

San Luis Potosi es una ciudad con un importante desarrollo urbano, un rapido crecimiento
demografico y con problemas de contaminacion parecidos a los de la ciudad de México, lo cual nos
podria servir para comparar los resultados de los dos estudios y establecer las similitudes, asi como
las diferencias con respecto a la diversidad y namero de amebas en la atmosfera, con especial

atencion en las amebas patogenas o con capacidad invasiva.



ANTECEDENTES

El estudio sobre las poblaciones microbianas que se encucntran en el aire cobro auge a
mediados del siglo XIX durante la controversia acerca de la generacion espontinea y la manera
como se transmiten las enfermedades contagiosas. Durante esta €poca se realizaron varias
investigaciones que pucden considerarse como fundamentales en el desarrollo de la microbiologia
y fueron pioneras en el campo de la acrobiologia, como las llevadas a cabo por Spallanzani
(1776), Pasteur (1860), Pouchet (1860) y Maddox (1870)., (citados por Edmonds, 1979) y Koch,
1876 (citado por Brock 1978).

El quimico francés Louis Pasteur, el oponente mas poderoso de la generacion espontanea,
mostro primero que en el aire estaban presentes estructuras que se parecian mucho a los
microorganismos vistos en materiales en putrefaccion. Para ello hizo pasar aire a través de filtros
de algodon, cuyas fibras deticnen las particulas solidas. Después de que el algodon se disolvia en
una mezcla de alcohol y éter, las particulas que habia atrapado caian en el fondo del liquido y eran
examinados con el microscopto. Pasteur encontro que en el aire ordinario existen siempre diversas
estructuras solidas de tamaiios microscopicos y que se depositan constantemente sobre todos los
objetos (Brock, 1978).

Koch en 1876 observo que cuando una superficie nutritiva solida tal como una rodaja de
patata es expuesta al aire y después incubada, se desarrollan sobre ella colonias bacterianas que
tienen, cada una, forma y color caracteristicos. Koch infirié que cada colonia se habia originado a
partir de una sola célula bacteriana que habia caido sobre la superficie, encontrado nutricntes
adecuados y comenzado a multiplicarse. A pesar de que han transcurrido muchos afios desde estos
primeros trabajos, las investigaciones acerca de la dindmica de transporte y sobrevivencia de los
microorganismos del atre y en especial de los protozoarios y sus posibles efectos sobre otros seres
vivos continuan siendo limitados ( Brock, 1978).

En 1837 se mostré por primera vez la presencia de microorganismos en la atmosfera, al
encontrarse como la causa de la fermentacion y putrefaccion de materiales estériles (Schwann, 1837
citado por Lighthart, 1995). Otras investigaciones han mostrado la universalidad de los
microorganismos en la atmosfera (Tindall, 1876 citado por Lighthart,1995). Charles Lindbergh,
(1933 citado por Lighthart, 1995) descubrio microorganismos en el aire lejos de la superficie del
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mar, al tomar muestras desde un avion al pasar sobre el Oceano Atlantico y el mar Caribe..

La aerobiologia es una disciplina relativamente nueva que incorpora los campos de la
microbiologia, la meteorologia, la ingenieria y la fisica de los aerosoles. Los aerosoles bioldgicos
no fueron reconocidos como fuentes de enfermedades hasta principios de los afios 30 y no fue sino
hasta el desarrollo de la generacion militar y los métodos de muestreo de la segunda Guerra Mundial
que la naturaleza de la expansion de los aerosoles de infeccion comenzo a ser comprendida (Mobhr,
1991). No se conocia la expansion por acrosoles del virus de la rabia hasta finales de los afios 60's.
Solo recientemente se ha determinado que la concentracion de oxigeno y la prehumidificacion del
muestreo pueden tener un impacto significativo sobre la estabilidad total de los aerosoles
microbianos (Cox, 1966. Hatch y Warren, 1969). La aerobiologia fue considerada como una
disciplina cientifica en 1930, los trabajos se enfocaron sobre los procesos de suspension,
distribucion e inactivacion de los aerosoles. Beebe, (1959 citado por Mohr, 1991) present6 datos
que muestran que Francisella tularensis es inactivada por la radiacion U.V. dependiendo de la
longitud de onda (intensidad) y la humedad relativa. Hemmes et af., (1960 citado por Mohr 1991)
reportaron que la humedad relativa baja en invierno favorece la permanencia de los virus de la
influenza, mientras que en el virus de la polio la sobrevivencia se realza en ¢l verano cuando la
humedad relativa cs mayor. Se estudiaron los efectos de los iones en el aire sobre la estabilidad del
aerosol para Staphylococcus aureus y se observo que la estabilidad aumenta al doble con iones
positivos en el aire, y alrededor de tres veces con tones negativos. Asi Buckland y Tyrrel, en 1964
especularon que la sobrevivencia de los virus en acrosoles esta fuertemente relacionada con el
aumento de lipidos en la capsula. Cox et al. (1974) determinaron que la inactivacion de Serratia
marcescens por oxigeno es proporcional a la concentracion de éste elemento y al tiempo de
exposicion. Druett, (1973 citado por Mohr, 1991) establece que Staphylococcus aureus muy sensible
a las pequefias variaciones de presion del aire. Romney y Wallace, (1977 citado por Nicholson,
1988) concluyecron que la contaminacién foliar se debe a la depositacion de particulas
resuspendidas. Lassey, (1980 citado por Nicholson,1988) sugiere que la inhalacion de particulas
resuspendidas en las primeras semanas posteriores a un evento contaminante, podria ser al menos
tan importante como la inhalacion directa de la nube de contammates.

Durante mucho tiempo se pensé en el estudio de las amebas de vida lhibre como una
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cunosidad cientifica, hasta que se corroboro su capacidad de desarrollar enfermedades en los seres
humanos (Martinez, 1991). Algunas amebas de vida libre son agentes patogenos que pueden causar
enfermedades en el ser humano tales como queratitis amebiana (Kilvington er al., 1990),
meningoencefalitis amebiana primaria (MAP) o la encefalitis amebiana granulomatosa (EAG)
(Martinez, 1985), e inclusive instalarse en quemaduras infectadas vy en la nariz (Rivera er al., 1989).
Martinez y De Jonckheere (1981), discutieron cn especial el caso de 1a posible infeccion aérea por
Naegleria fowleri en un joven nigeriano, al que le produjo la muerte por meningoencefalitis
amibiana primaria (MAP). Entre los trabajos mas importantes sobre las amebas de vida libre (AVL)
pueden citarse los de Pushkarew, (1913 citado en Rodriguez 1994), Stevenson y Collier, (1962
citado por Edmonds 1979). Miquel cn 1883, encontrd un quiste de protozoarios por cada 10m* de
aire muestreado; Puschkarew en 1913, Hyman (1940) y Maguire, (1963) (citados por Edmonds
1979), reportaron protozoarios de la atmésfera y de agua de lluvia. Schlichting (1961, 1964 y 1969)
realizd diversos trabajos, todos ellos relacionados con la presencia, dispersion, viabilidad y
sedimentacion de los protozoarios de la atmosfera; asi como la implementacion de muestreadores
y técnicas de muestreo. Smith (1973) observo que la velocidad y la direccion del viento, la
precipitacion pluvial y el punto de condensacion del rocio son los parametros que afectan el namero
de protozoarios aislados del aire.

Rivera et al., (1986) realizaron un analisis de las amebas de vida libre (AVL) aislada del sur
de la Ciudad de México. Estableciendo que el género Acanthamoeba es el mas abundante en el aire,
seguido de Vahlkampfia, Harmannella y Naegleria en orden descendente. A partir de este trabajo
se ve la necesidad de realizar mas estudios que determinen la capacidad de sobrevivencia de amebas
de vida libre patogenas acrotransportadas en ambientes contaminados.

El estudio mds reciente sobre las amebas de vida libre de la atmasfera de la Ciudad de
Meéxico es una tesis de licenciatura (Hernandez, 1991), realizada en el Proyecto de Conservacion
v Mejoramiento del Ambiente (CyMA) de la ENEP-Iztacala.

Entre las conclusiones obtenidas, se menciona al género Acamthamoeba como el mas
representativo de las zonas estudiadas, la presencia de amebas patégenas en cada una de las zonas
muestreadas v a la especie Acanthamoeba polyphaga como la de mayor nimero de cepas patogenas

o con capacidad invasiva.
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OBJETIVOS

1) Determinar las especies presentes en cada una de las zonas de muestreo de la amosfera
de la Ciudad de San Luis Potosi.

2) Determinar la diversidad y proporcién de especies de Acathamoeba patogenas de cada

zona de estudio.

3) Correlacionar el numero de especies encontradas con los parametros meteorologicos.

4) Establecer el grado de similitud entre las estaciones muestreadas.
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MATERIAL Y METODOZO

A).Ubicacién geogrifica del drea de estudio.Gegraficamente el estado de San Luis
Potosi se encuentra al norte a 24°32', al sur a 21°10" de latitud norte; al este a 98°20', y al oeste
102°18' de longitud oeste.

El Estado de San Luis Potosi representa el 3.2% de la superficie del pais, se sitia en la zona
norte de la Republica Mexicana, colinda al norte y al noreste con Nuevo Leon, al sur con
Guanajuato y Querétaro, al sureste con Hidalgo, al este con Tamaulipas v Veracruz y al noroeste con
Zacatecas.

El area de estudio pertenece al municipio y cabecera municipal de San Luis Potosi, ubicada
a 22°09" latitud norte y 100°59'longitud oeste, su altitud es de 1860 msnm, presenta un clima seco
templado (BSk) que ocupa en general el 28.59% de la superficie estatal. Su temperatura media anual
es de 18.0°C y su precipitacién media anual es de 337.5 mm.

B):Ubicacién de las estaciones de muestreo.!)Zona Urbana - Localizada al sur de la ciudad
(Colegio Cervantes) se ubica a 22°08'1 7"latitud norte y 100°58'38" longitud oeste, su altitud es de
1870 msnm.
2)Zona Suburbana - Localizada al oeste de la ciudad (Parque de la Minera Morales) se ubica a
22°09'56" latitid norte y 10°59'42"longitud oeste, su altitud es de 1870 msnm.
3)Zona Urbana - Localizada cn el centro de la ciudad (Plaza ¢l Carmen) se ubica a 22'09'1atitud
norte y 100°58722" longitud oeste, su altitud es de 1860 msnm.
4)Zona Rural - Localizada a 9 km al noreste de la ciudad  (Escuela de Agriculiura) se ubica a
22°10'16" latitud norte y 100°57'45"longitud ocste, su altitud es de 1860 msnm (Mapa 1).

C):Recoleccion de muestras. La recoleccion de las muestras se realizo en la atmdsfera de
la ciudad de San Luis Potosi en cuatro estaciones diferentes: (fig.1)

1) Zona Rural - Localizada a 9 km al noroeste de la ciudad (Escuela de Agricultura).
2) Zona Suburbana - Localizada al oeste de la ciudad (Parque de la Minera Morales).
3) Zona Urbana - Localizada al sur de la ciudad (Colegio Cervantes).

4) Zona Urbana - Localizada en el centro de la ciudad (Plaza el Carmen).

Las dos estaciones urbanas presentaron un plano de urbanizacion diferente, en la plaza El
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Carmen existe pavimentacion, jardines, drenaje, amplio transito vehicular y peatonal, sin basura cn
los alrededores. En el Colegio Cervantes el panorama es muy similar dentro de la escuela, pero ésta
carece de pavimentacion a menos de 100 m de la estacion de muestreo y en las calles aledafias hubo
encharcamientos y basura.

La zona suburbana (Minera Morales) contaba con drenaje pero carecia de pavimentacion,
jardines cercanos y recolector de basura. La zona rural (Escuela de Agnicultura) se encontraba en
medio de una estacion meteorologica a 9 km de la ciudad, donde no hubo pavimentacion, pero
tampoco hubo basura.

Las muestras se recolectaron cada mes durante un afio de muestreo, el cual comprendio de
octubre de 1990 a septiembre de [991. Los muestreos se llevaron a cabo a 2 m sobre el nivel del
suelo, se burbujearon 1070 1 de aire en un matraz con 50 ml de solucion salina isotonica esterilizada
de Bold durante | hora. Esta solucion sirve como medio de transporte de las amebas (Rivera et
al..1991b). Se utilizé una bomba de succion en vacio de 1/2 caballo (HP) conectada a un rotametro
para controlar el flujo, y a un matraz trampa de 250 ml, previamente esterilizado y tapado con
aluminio (fig 2). El muestreo se realizo en todas las ocasiones alrededor de las 9 am en las cuatro
estaciones. Después las muestras se dejaron reposar durante 7 dias a temperatura ambiente para
favorecer la rehidratacion de los quistes (Rivera er al., 1987, 1991b).

D):Cultivo de recuperacién. Transcurrido el tiempo mencionado, las muestras se
concentraron por centrifugacion a 2,500 r.p.m. durante 10 minutos, se desecho el sobrenadante y
el sedimento se resuspendio en 2ml, de los cuales se sembro | ml en placas de agar no nutritivo con
E.aerogenes, muertas por calor (NNE) para determinar la presencia de AVL. Estas placas se
incubaron a 37°C, durante 15 ¢ 20 dias y se revisaron con el microscopio invertido cada 24 horas
para detectar el inicio del crecimiento de las colonias amebianas.

E):Cultivo monoxénice. La propagacion de las amebas se realizo en cultivo monoxénico,
en agar no nutritivo con Enterobacter aerogenes muertas por calor (NNE). En condiciones de
esterilidad, se tomaron bloques de aproximadamente 1 cm? de los cultivos con colonias bien
desarrolladas para transferirlas a nuevas cajas con (NNE) o a medio PBSGyE para axenizar las
cepas. Cada caja o tubo se rotulo con la nomenclatura correspondiente, anotando claramente la

fecha de resiembra. Las cajas nuevas sc colocaron en forma invertida en bolsas de pldstico y se
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mantuvieron en la cstufa bacteriologica a 37°C, observandolas durante los siguientes 4 dias para
corroborar que estaban creciendo bien y que no se habian contaminado por hongos. Mientras el
cultivo duro viable (un mes aproximadamente) se usaron las resiembras para el diagnostico
morfolégico, las prucbas de flagelacion, las prucbas de crecimiento a distintas temperaturas
30,37.42 y 45°C; asi como para las pruebas de axenizacion.

Para las pruebas de flagelacion, se colocaron bloques de 1cm? de agar con trofozoitos en
tubos con agua destilada, estos se incubaron por varias horas a 37°C. Cada hora se observo al
microscopio invertido para venificar la transformacion ameboflagelar.

F): Cultivo axénico. Las cepas con un buen crecimiento se mantuvieron en medio axénico.
L.a axenizacion consiste en hacer crecer las cepas amebianas en un medio sin la presencia de algiin
otro microorganismo (bacterias o levaduras), hasta obtener la cantidad suficiente para realizar las
pruebas de patogenicidad en ratones (Rivera ef al., 1991b).

Los medios de cultivo utilizados para el crecimicnto axénico de las amebas de vida libre
fueron el PBGSGYE (BIOXON), que contiene Peptona-Biotriptasa, glucosa, suero bovino y extracto
de levadura (Rivera er al ., 1987), la Bactocasitona (BCS) al 2%, el medio de imfusion cerebro-
corazon y el de extracto de higado. En terminos generales, estos medios consisten de una fuente de
carbono, péptida, sales minerales que regulan el pH y micronutrientes esenciales. Se vaciaron 2.7
mi del medio en tubos con tapon de rosca y se esterilizarona 121<C y 15 Ib. de presion durante 15
min. Cuando estuvieron a temperatura ambiente se inocularon con amibas y se les agregaron
antibidticos para evitar la contaminacion bacteriana. El periodo de resiembra se realizd una semana
después o mas, dependiendo del desarrollo de las cepas. Asi, en la primer prueba, ia resiembra se
hizo a los siete dias con un buen desarrollo de trofozoito y antes de que se comenzaran a enquistar.

G): Pruebas de patogenicidad. La patogenicidad de las cepas del género Acanthamoeba
se probo primero por inoculacion intracerebral, en un lote de 5 ratones de tres semanas de edad, con
0.02 ml. de medio (solucion page o medio de cultivo) con un minimo de 104 amebas, contadas con
la Camara de Neubauer, los ratones se observarén diariamente durante 3 semanas para determinar
los sintomas y su posible muerte. Las amebas se recuperaron de los ratones muertos o sacrificados
las amebas por cultivo del cerebro en medio (NNE). Los ratones que sobrevivieron después de los

21 dias de inoculados se sacrificaron para tratar de recuperar las amcbas (Martinez, 1985).
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Las cepas consideradas como patdgenas por inoculacién intracerebral, se probaron por via
intranasal, utilizando el mismo procedimiento mencionado anteriormente. Se busco recuperar las
amebas de los ratones que murieron después de la inoculacion intranasal mediante el sembrado de
porciones de cercbro, pulmon, higado y rifion en medio NNE. Los ratones que sobrevivieron mas
de tres semanas se sacrificaron para recuperar las amebas (Martinez, 1985).

H): Identificacion. Las amebas se identificaron por caracteres morfologicos, midiéndose
la longitud y la anchura de 50 quistes y 50 trofozoitos de cada cepa, asi como el nicleo y el
nucléolo. La identificacion se realizé con el microscopio de contraste de fases y se utilizaron las
claves taxonomicas de Pussard y Pons (1977), y Page, (1988).

I): Estadistica. Los datos meteorologicos fueron proporcionados por SEDUE de San Luis
Potosi, la estacion meteorologica de la facultad de Agricultura (UASLP), la facultad de Ingenieria
de la UASLP y estacion de monitoreo de la empresa Minera Morales,

La composicion de especies se trato estadisticamente a través de una prueba de "u" de Mann-
Witney de las cuatro estaciones muestreadas (Said y Zarate, 1984). Se busco correlacion estadistica
entre los parametros meteorologicos con las amebas aisladas y cada una de las cstaciones
muestreadas.

Se utilizo el indice de similitud de S¢rensen para comparar las diferentes estaciones

S$= 2 a/ a+D (Southwood, 1966)
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RESULTADOS
De las cuatro estaciones muestreadas entre octubre de 1990 y septicmbre de 1991, se obtuvieron en
total 53 cepas de amebas de la atmasfera de la ciudad de San Luis Potosi, distribuidas en 5 familias
y 10 géneros. EI mejor representado fue el género Acanthamoeba con 13 especies (la mayoria son
del grupo 11, 53.8%). Hartmannella, que le sigue en nimero, solo presento 4 especies, Vahlkampfia

solo tuvo tres y los géneros restantes tienen entre una y dos especies en total (Tabla 1),

TABLA 1. LISTADE ESPECIES

FAMILIA GENERO ESPECIE

Hartmannellidae Hertmarmella cantabrigiensis
p
vermiforis

ap
Cilaeseria mira

Acanthamoebidae rhysodes
-
polyphaga
iricmgniariy
lentrculata
Acanthamoeha palestinensis
culbertsoni
lupdunensis
griffini
casfrentixes
cexmerndeni
w»

LT TR

Vahlkampfiidae debilis
1 ahlkompfia lacusiris

p

Adelphamoeba sp
waleacysiis

Naegleria m
gruberi

Parateiramins Jugasus

Echincrreoebidae

Echinamoeba exunduns
sifvesiri
Vannellidae Plarvamoeh stenapodia
1 armella miri
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De las cuatro estaciones de estudio. Se aislaron 23 cepas de la zona urbana y 17 de la zona
suburbana. Estas estaciones son las que presentaron mayor diversidad y nimero de especies
comparadas con la zona centro-urbana y la zona rural donde solamente se obtuvieron 9 y 4

aislamientos respectivamente (Tabla 2).

TABLA 2. LISTA DE ESPECIES POR ESTACION

Estacion Sur Estacion Oeste Estacion Centro Estacion Noreste
(zona urbana) (zona suburbana) (zona urbana) (zona rural)
A.lugdunensis A.rhysodes A.polyphaga A.lenticulata
A.griffini Acanthamoeba sp A.lenticulata Hartmannella sp
A.polyphaga A.triangularis A.culberisoni H.vermiformis
A.griffini A.triangularis A. polyphaga H.canrabrigiensis
A.mauritaniensis A.palestinensis A.astronixis

A.polyphaga A.culbersoni Acanthamoeba sp

A.comandoni A.astronixis Vahlkampfiidae

Vahlkampfiidae A.polyphaga H.cantabrigiensis

Vahlkampfiidae Vahlkampfiidae Hceantabrigiensis

V.debilis V.debilis

Vahlkampfia sp H.vermiformis

H cantabrigiensis H.overmiformis

H.cantabrigiensis Hartmannella sp

H.vermiformis A.- galeacystis

E.exudans Naegleria sp

I silvestri P.- stenopodia

Fchinamoeba sp Vannella mira

P jugosus

Paratetramitus sp
A.- galeacystis
Naegleria gruberi
Glaeseria mira
A. culbertsoni*
Ordenados por estacién y generos de mayor Importancia. Periodo de muestreo octubre de 1990

a septiembre de 1991.

A= Acanthamoeba. V.= Vahlkampfia. H= Hartmannella.  A.- = Adelphamoeba galeacystis

P.= Paratetramitus. P - = Platiamoeba stenopodia. E.~ Echinamoeba. *('epa extraviada.

En la estacion sur (zona urbana) existia pavimentacion, sin embargo a cien metros de la zona de

muestreo ya no estaba pavimentado y se podian apreciar camulos de basura en las calles,
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encharcamiento, asi como heces fecales. La estacion centro (zona urbana) presentaba un panorama
diferente, pues la zona estd pavimentada, con jardines alrededor, recolector de basura, drenaje y
también heces de palomas alrededor de la plaza. La estacion oeste (zona suburbana) contaba con
drenaje pero carecia de pavimentacion, cobertura vegetal, existia basura en las calles y heces de
animales y de humanos. La estacion noreste (zona rural) que se encontraba a 9km de la ciudad, sin
pavimentacion, con poca cubierta vegetal pero sin la presencia de basura ni heces fecales. Aun
cuando se obtuvieron aislamientos a lo largo de casi todo el afio, la mayor proporcion de ellos se
presento en los meses de marzo a junio, disminuyendo en julio y aumentando nuevamente en agosto,
hasta decaer completamente en los meses de diciembre y enero. EI mes de abril y agosto fueron los
meses con mayor incidencia de amebas, en cada uno de ellos se obtuvieron 9 aislamientos, le

siguieron mayo, marzo y septiembre con 7, 6 y 6 aislamientos respectivamente. (Figura 1).

Fig 1. DISTRIBUCION DE AISLAMIENTOS POR MES
N°® DE AISLAMIENTOS

4] -1 T T T

OCT NOV DIC ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEF
PERIODO DE MUESTREQ 920-91

Por otro lado el género Acanthamoeba se presenté con mayor frecuencia en los meses mas secos

del afio, es decir, marzo, abril y mayo. Hartmannella aparcce cn abril y junio con la misma
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proporcion de dos aislamientos cada mes. Sin embargo el mes con mayor tendencia de aparicion
de dicho género es agosto, en la época de lluvia. El género Vahlkampfia se distribuye de manera
indistinta a lo largo del afio, pues aparece en el mes de noviembre, luego hasta abril y por dltimo

agosto, es decir, en las épocas fria, seca y lluviosa (Figura 2).

Fig 2. DISTRIBUCION DE LOS GENEROS PRINCIPALES
N°DE AISLAMIENTOS

g LV v P
OCT NOV DIC ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP
PERIODO DE MUESTREO 90-91

T

tﬁﬁ Acanthamoeba | | Hartmannella

Vahlkampfia

En cuanto a las estaciones de muestreo, como mencionamos anteriormente, la de mayor nimero de
aislamientos fue la estacion sur (zona urbana), con mayor nimero de amebas en los meses mas
calurosos (abril, mayo y junio) en julio decrecio el nimero de aislamientos, y nuevamente se
incremento en los meses Huviosos, agosto y septiembre. La zona suburbana que tiene el segundo
lugar en nimero de aislamientos, presenta su maxima frecuencia en los meses de agosto,

septiembre y marzo. Las amebas aisladas de la zona centro se distribuyeron de manera general a lo
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largo de todo el afio, aunque el mes con mayor frecuencia es abril con 3 aislamientos. Por ultimo
esté la zona rural, con tan solo cuatro aislamientos distribuidos en los meses de noviembre, abril y

Junio (Figura 3).

Fig 3. DISTRIBUCION DE LAS AMEBAS POR ESTACION
N° DE AISLAMIENTOS

o..'—. L . —— : -
OCT NOV DIC ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP
PERIODO DE MUESTREO 50-81

ﬁ SUR ( Z.urbana) OESTE (Z. suburbana)
ﬁ CENTRO (Z. urbana) M NORESTE (Z. rural)

De los diez géneros encontrados a lo largo del periodo de un afo, mas de la mitad del total de
amebas aisladas esta agrupado en los géneros, Acanthamoeba, Hartmannella, Vahlkampfia y
Echinamoeba, las que en conjunto hacen el 77% del total de aislamientos. Los géneros restantes

fluctiian entre el 4% y ¢l 2% del total de amebas muestreadas (Figura 4).
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Fig 4. PROPORCION DE AMEBAS POR GENERO

Acanrhamoeba 33

Faratetraming 3

Eohinareceba ¥
Frartmannalto 1

De las 22 cepas aisladas del género Acanthamoeba sélo a 18 de ellas se les realizo las
pruebas de patogenicidad, por haberse perdido en cultivo las cuatro restantes. De las cepas
inoculadas por via intracerebral (IC), solamente las especies A.triangularis y A.lerticulaia,
resultaron capaces de matar a los cinco ratones durante los 21 dias de incubacion que dura ia prueba.
Cinco especies mas (4. lenticulata con 2 cepas, A. palestinensis con una cepa, A. griffini con 3
cepas, A. polyphaga con 4 cepas, A. astronixis con una cepa), mataron solo 4 de los 5 ratones, y el
resto de especies matd de uno a dos ratones a lo largo de los 21 dias de incubacion. Del total de
especies sometidas a la prueba de patogenicidad intracerebral solamente cinco de ellas se
recuperaron del cerebro, entre éstas estaban aquellas que habian matado cinco y cuatro ratones.

Con respecto a las pruebas por via intranasal (IN), solamente 4 especies mataron ratones (4.
triangularis, A.griffini, A. lenticulata y A. polyphagu) entre ellas, solo A. griffini resulté ser
patdégena, ya que en ambas pruebas mato a 4 de 5 ratones. Las cepas de amebas de la prueba
intranasal (IN), una se recupero de los pulmones, otras dos tanto del pulmén como del riién y una
no se recupero de ningun érgano.

Al comparar los resultados de las pruebas de patogenicidad practicadas en los ratones
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podemos ver que existen diferencias, pues aquellas especies que habian matado ratones por via
(IC), no todas lo hicieron por via (IN); incluso podemos notar que diferentes cepas de la misma
especie se comportaron de manera distinta tanto por via intranasal (IN) como por via intracerebral
(1C). De las cepas de Achanthamoeba aisladas en éste estudio, solo una fue patogena (A.griffini),

seis resultaron con capacidad invasiva y el resto no fueron patogenas (Tabla 3).

TABLA 3. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD DEL GENERO ACANTHAMOEBA

GRO ESPECIE PRUEBA (IC) RECUPERACION PRUEBA (IN) RECUPERACION PATOGENICIDAD

(CEREBRO) P-R-C-N

M Arhysodes 1/5 - 0/5 - = = = No patogena

A.polyphaga  0/5 - /s - - - - No palogena
0 Amangwlaris  O/5 - /s - e m No patogena
W Alenticulara  4/5 - /5 R No patogena®
I Amangularis  5/5 - 2/5 + - - - No patogena®
Il A palesnpensis 4/5 + 0/5 - - - - No patogena®*
I A culbersom Cepa extraviadea
N Alugdunensis 2§ + 0/i5 R No patogena

Apobphaga  0/5 - 0/5 - - - - No patogena
0 Agriffimi 4/5 - 4/5 T Patogena
M Alenticulata  5/5 + /5 o+ . No patogena®
1 Apolyphaga  4/5 + 0/5 - e No patogena*®
I Agriffini 0/5 - 0/5 - - - - No patogena
I A mauritaniensis 2/5 - /5 - - - - No patogena
0 Alugdunensis  0/5 - /5 - - - - No patogena
I Aastronixis 4/5 t+ /5 - - - - No patogena*
Il Apohphaga 05 - 1/5 - .. No patogena
1 Acomandoni 0/5 - 05 .- - - No patogena
I Agriffini 0/S - 0/5 - - - - No patogena

*Cepas No patogenas con capacidad invasiva

e T e T T
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E1 53.8% de las especies de amebas del género Acanthamoeba muestreadas pertenecen al grupo [,

el 46.1% restante esta distribuido de manera proporcional en los grupos Il y I. A.griffin: que resulto

ser la Gnica especie patogena pertenece al grupo 11, las seis cepas no patogenas con capacidad

mnvasiva cstan distribuidas de manera indistinta en los grupos I v 11

La (nica especie que resulto ser patogena A.griffini y una no patdgena con capacidad

invasiva fueron aisladas de la estacion Sur (Z.urbana) en el mes de abril y mayo respectivamente,

tres especies no patogenas con capacidad invasiva se aislaron de la estacion Oeste (Z.suburbana),

dos en el mes de marzo y una en el mes de mavyo, las otras dos se aislaron de la zona Centro-urbana

y Noroeste (Z.rural) en marzo y abril respectivamente (Tabla 4).

TABLA 4. PROCEDENCIA DE LAS ACANTHAMOEBAS PATOGENAS

GPO ESPECIE PATOGENICIDAD ESTACION PERIODO 90-91
MES DEL ANO
I A rhysod No patog Oeste (Z.suburbana) Octubre
1 A polyphaga No patogena Centro (Z urbana) Noviembre
1l A tniangularis No patogena Qeste (Z.suburbana) Febrero
A lenticulata No patogena® Centro (7 urbana) Marzo
o A tnangulans No patogena™ Oeste (Z suburbana) Marzo
n A.palestnensis  No patogena® Qeste (Z.suburbana) Marzo
11 A culbersom Cepa extraviada
1l Alugdumensis  No patogena Sur (Z.urbana) Marzo
| Apolyphaga  No patogena Centro (Z.urbana) Abril
i A griffini Patogena Sur (2. urbana) Abnl
m A lenticulata No patogena* Noreste (Z rural) Abnl
1 A polyphaga No patogena* Sur (Z urbana) Mayo
1 A griffini No patogena Sur (Z.Urbana) Mavo
I A.mauntamensis No patogena Sur (7. urbana) Mayo
1 Alugdunensis  No patogena Centro (Z urbana) Mayo
i A astronixis No patogena* Oeste (Z suburbana) Mayo
n A polyphaga No patogena Sur (Z.urbana) Junio
u A.comandoni  No patogena Sur (Z urbana) JUrLo
I A griffimi No patogena Sur (Z urbana) Septiembre

*Cepas no patogenas con capacidad invasiva




Las Acanthamoebas patogenas y con capacidad invasiva se encontraron distribuidas de manera

general en las cuatro estaciones muestreadas, sin ninguna tendencia en particular por alguna

estacion de estudio.

Las cepas aisladas del género Acanthamoeba se encontraron distribuidas de manera aleatoria

en las cuatro estaciones muestreadas. Mas del 60% de las cepas de este género se obtuvieron de los

meses mas calidos del afio, marzo, abril y mayo; con aportaciones especificas de cada una de las

estaciones estudiadas (Figura 5).

Fig 5. DISTRIBUCION DEL GENERO Acanthamoeba
N° DE AISLAMIENTOS

OCT NOV DIC ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP

PERIODO DE MUESTREO 90-91

E] SUR (Z.urbana) | OESTE (Z.suburbana)
| | CENTRO (Z.urbana) [ | NORESTE (Z.rural)

Del total de cepas de amebas del género Acanthamoeba a las cuales se les realizo la prueba

de patogenicidad, ¢l 61% de cllas resultaron no patégenas, el 33% fueron no patogenas con

capacidad invasiva y solamente una de las 18 probadas resulté ser patogena (Figura 6).

26



Fig 6. PROPORCION DE Acanthamoebas PATOGENAS

| NO PATOGENAE lli

I L1% ]

| PaToGENAS 1]

1
L NO PATOGENAE (INVAEIVAE) 6|

Cabe mencionar que para considerar una especie patogena, esta debera matar a 3 o mas ratones de
los cinco utilizados durante los 21 dias de incubacion, tanto ¢n la prueba mtracebral (IC) como en
la intranasal (IN). Aquellas que son consideradas no patogenas pero con capacidad invasiva, es
porque en cualquiera de las dos pruebas antes mencionadas lograron matar a 3 de los cinco ratones
utilizados.

Al comparar las estaciones de estudio a través del indice de similitud de Sorensen, podemos
decir que las cuatro estaciones muestreadas son disimiles entre si, pues los valores de similitud
obtenidos entre las zonas de trabajo son muy bajos (Figura 7).

En forma ascendente los valores se presentaron de la siguiente manera: la estacion suburbana
con la estacion rural presentaron el valor mas bajo de 0.15, la estacion Sur-urbana y la rural

obtuvieron un valor de 0.26, la estacion Centro-urbana v la suburbana tuvieron un valor de 0.26, la
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COMPARACION DE LAS CUATRO ZONAS DE ESTUDIO
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FIGURA 8

estacién Centro-urbana y la Sur-urbana presentaron un valor de 0.35, y por tltimo la estacion Sur-
urbana y la suburbana obtuvieron un valor de 0.38. De hecho, 0.57 fue el valor mas alto de similitud
y se presentd entre las zonas con menor nimero de cepas aisladas (Centro-urbana y Noreste-
suburbana), cuando comparamos estas dos zonas con las de mayor nimero de aislamientos podemos
notar que las diferencias sc incrementan especificando caracteristicas particulares de cada una de
las zonas de muestreo.

En la correlacion estadistica (Prueba de “u” de Mann y Whitney) entre el nimero de
aislamientos registrados por zona de muestreo y los parametros meteorologicos, solamente la
Evaporacion con un valor de r = 0.99 y la Velocidad del viento con r = 0.77 resultaron tener una
correlacion significativa con la presencia de amebas. En contraste, los otros tres parametros
contemplados como: Temperatura, Humedad relativa y Presion barométrica que presentaron valores
bajos de asociacion, r=-0.09, = -0.46, r= -0.09 respectivamente, lo que indica que las variables no

tienen correlacion con la presencia o ausencia de amebas en la atmésfera.
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DISCUSION

Las amebas del género Acanthamoeba resultaron ser las especies mas frecuentes en la
atmosfera de las cuatro estaciones muestreadas. Otros géneros menos frecuentes o con densidades
bajas fueron: Hartmannela, Vahlkampfia, Naegleria, Echinamoeba, Paratetramitus y
Adelphamoeba. Las Acanthamoebas son las amebas mas comunes en el medio edafico y por eso son
comunes también en la atmdsfera, aim cuando las cantidades no sean proporcionales (Singh, 1975;
Page, 1988; Rivera et al., 1991). La abundancia en la atmésfera no depende Gnicamente de la fuente
de origen, sino de otros factores como las condiciones micrometeorologicas, la capacidad de
sobrevivencia bajo diferentes condiciones ambientales, la resistencia de cada microorganismo
aerolizado, su morfologia, su tamario y el desarrollo de estructuras de resistencia; de tal manera que
algunas de las especies de cualquier género pudieron verse favorecidas en su distribucion en ¢l aire,
ya que este proceso resulta ser un evento azaroso.

Las especies del género Acanthamoeba presentan quistes de resistencia que les permite
soportar factores ambientales como la desecacion que para otras amebas aerolizadas representa un
peligro latente. Lo anterior les permite colonizar y mantenerse en las regiones mas variadas,
aumentando sus posibilidades de sobrevivencia y viabilidad en la atmosfera.

Hartmannella v Vahlkampfia que siguen en namero de aislamientos, también presentan
quistes de resistencia que les protege contra la desecacion de la atmosfera. Las especies del género
Vahikampfia presentan un quiste con una capa gelatinosa (Page, 1988), la cual puede disminuir la
velocidad de desecacion, permitiéndoles una viabilidad mayor durante ¢l transporte aéreo.

Entre los géneros con menor frecuencia de especies en el aire se encuentra Naegleria con
solo dos aislamientos. Estas amebas son més comunes en el medio acudtico y edafico que el género
Vahlkampfia, sin embargo presentan quistes de baja resistencia a la desecacion, por lo que su
sobrevivencia en la atmésfera debe estar relacionada con una humedad relativa favorable.

De las cuatro estaciones muestreadas, en la zona rural es donde se esperaba el mayor nimero
de aislamientos por ser el suelo el habitat natural que han dominado con gran éxito las amebas. Sin
embargo, la mayor ocurrencia se dio en las estaciones de la zona urbana (sur) y suburbana
(Cervantes y Morales), las cuales en general comparten caracteristicas semejantes como la falta de

pavimentacion, basura en los alrededores y la presencia de heces fecales. Estas particularidades
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ambientales permiten explicar la similitud en los patrones de aislamiento de las dos estaciones, por
ejemplo, un suelo descubierto representa una fuente importante de formas bioldgicas de diferentes
tamafios como quistes o trofozoitos en posibilidades de ser resuspendidas, ofrecen microrrefugios
que los protejen de la desecacion y confieren condiciones favorables de humedad y alimento que
mantienen un crecimiento maximo de amebas. Ademas, en estas zonas existen fuentes locales de
microorganismos como son la basura, las heces y los encharcamientos que se encargan del refugio
y produccion de amebas. Por ¢l contrario, en la zona centro urbana con pavimentacion, jardines y
sin basura, la frecuencia y cantidad de particulas viables en posibilidades de resuspenderse es mucho
menor, pues la humedad es un factor determinante en este proceso (Nicholson, 1988), lo cual
explica por qué hubo menos aislamientos en esta zona. Por tiltimo la zona rural sin pavimentacion,
sin heces vy sin basura, presento la menor frecuencia de aislamientos, debido a la falta de fuentes
alternas de produccion de amebas como la presencia de camulos de basura, heces fecales y/o
encharcamientos. El aporte principal de amebas a la atmosfera esta determinado por el suelo
desnudo de la zona, cuyo proceso de resuspension no cuenta con la participacion vehicular como
en las otras zonas, reduciendo la liberacion y distribucion de amebas en la atmésfera.

El patron de aislamientos fue poco claro, su distribucion es irregular con cierta tendencia
a obtener mas amebas en la época de sequia. En ¢l verano, debido a las condiciones del tiempo,
caluroso, seco y polvoriento, las amebas son facilmente resuspendidas por la accion del viento sobre
las superficies secas e incluso por tolvaneras (Lighthart y Shaffer 1995). Las variaciones encontradas
en los meses lluviosos se pueden explicar por la funcion que juega la lluvia en los procesos de
incorporacion y retiro de las particulas. La lluvia provoca la resuspension de las particulas y la
formacion de aerosoles del suelo y de la vegetacion, pero a su vez ésta puede lavar las particulas
viables de la atmosfera. Lo antetior depende de la fuerza de la lluvia, pues una llovizna limpia mas
efectivamente la atmosfera que una lluvia torrencial de la misma duracion. Al término del segundo
evento citado se puede encontar una mayor cantidad de acrosoles que antes de presentarse éste
(Rodriguez, 1994).

Sin embargo, la distribucién irregular en los aislamientos a lo largo del afio, nos indica una
mayor mfluencia de las condiciones locales que de las condiciones generales del clima en las zonas

de estudio, lo cual hace pensar que los aislamientos de las amebas responden a factores
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microambientales y a la sobrevivencia de las amebas al transporte aéreo de largo plazo.

El género Acanthamoeba se presenta con mayor frecuencia en los meses mas secos del afio,
se debe principalmente a la capacidad que sus especies tienen de soportar los bajos niveles de
humedad relativa en la atmosfera, ya que el contenido de celulosa en las paredes de sus quistes les
permite soportar la desecacion. Hartmanncla y Vahlkampfia también presentan quistes de
resistencia, sin embargo, su distribucion se presenta de manera indistinta a lo largo de todo el aiio,
sin una tendencia clara sobre una u otra época del afio. Como se menciono anteriormente es
probable que su distribucion dependa mas de las condiciones particulares de cada zona (como las
fuentes locales de produccion de amebas y las actividades humanas que intervienen en la
resuspension de particulares viables) que de las condiciones meteorologicas generales.

Los microorganismos aerolizados importantes como agentes infecciosos, son aquellos que
presentan una gran estabilidad y capacidad de sobrevivencia bajo diferentes condiciones
ambientales. En éste estudio unicamente se probo la capacidad infecciosa del género
Achantamoeba, por qué a €l pertenece el mayor nimero de cepas patdgenas oportunistas, presenta
la mayor frecuencia de especies aisladas y una gran resistencia a las condiciones anoxicas.

La presencia de AVL patogenas en la atmasfera es de especial importancia, pues a traves
del aire pueden llegar a depositarse en la piel y las mucosas del cuerpo, a contaminar agua de todo
tipo de usos y, en general, colonizar casi cualquier tipo de habitat, pudiendo de esta manera llegar
a producir meningoencefalitis amebiana primaria (MAP) o encefalitis amebiana granulomatosa
(EAG), entre otras enfermedades.

Las variaciones mostradas en los resultados obtenidos de las pruebas de patogenicidad, se
pueden explicar por las diferencias en las vias de inoculacién. En la prueba intracerebral, las amebas
se inoculan directamente en el cerebro, logrando su crecimiento maximo, pues en este ambiente con
una temperatura estable (caliente), con alimento y sin competidores, aumenta la capacidad
infecciosa de aquellas que son patdgenas u oportunistas. Sin embargo, debido a que el inoculador
puede lesionar el cerebro de los ratones con la aguja de la jeringa no se debe descartar la posibilidad
de muerte por un procedimiento inadecuado en la inoculacion.

En la prueba intranasal, la ameba se instala primero en la mucosa nasal y posteriormente

migra hasta el encéfalo a través del nervio olfatorio, por lo que esta técnica se Utiliza generalmente
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para confirmar los resultados de la prueba intracerebral.

Entre los factores que pueden estar influyendo en la naturaleza infecciosa de las AVL, estan
su origen vy concentracion, las condiciones meteorologicas a las cuales estin sujetas y las
propiedades fisicas de las particulas como el tamafio v composicion. Por ejemplo, las particulas con
tamafios menores a 10 pm como es el caso de las AVL (cuyos quistes estin en el rangode 2 a 5 uym
de didmetro y ademas con voliimenes de 4 a 65000 pm' Schlichting, 1969), son de gran importancia
porque facilmente pueden llegar al tracto respiratorio. Por otro lado, la concentracion de
contaminantes en el medio puede aumentar o disminuir en las especies patogenas la capacidad de
producir enfermedades, segun el estado del hospedero y el del huésped.

De acuerdo con nuestros datos la tinica especie que resultd patogena fué A.griffini
(comprobada por ambas pruebas), lo que indica que es una especie potencialmente patogena para
el hombre.

Por el contrario, las cepas no patogenas con capacidad invasiva sélo mataron a tres de los
cinco ratones en cualquiera de las dos pruebas, y s¢ lograron recuperar de pulmén y/o rifion, lo cual
manifiesta su capacidad de producir enfermedades en aquellos individuos inmunodeprimidos. De
hecho, para que se desarrolle un caso de encefalitis amibiana granulomatosa (EAG), es necesario
que el hospedero tenga sus defensas muy bajas, de lo contrario la infeccion por Acanthamoeba no
se llevara a cabo, pues en la sangre de los seres humanos se han encontrado anticuerpos contra estas
amebas (citado en Rodriguez, 1994).

En las cuatro estaciones muestreadas se encontré por lo menos una especie patogena o con
capacidad invasiva estuvo presente, lo cual resulta de sumo interés, pues indica por un lado su
capacidad de distribucion y por otro su importancia como agentes infecciosos, y mas aiin si sc toma
en cuenta que la hora y la altura a la que fueron aisladas es la de mayor actividad humana.

El hecho de que las cepas aisladas pertenecientes al género Acanthamoeba se encontrasen
distribuidas de manera aleatona en cada una de las zonas muestreadas, principalmente en los meses
mas secos del affo, indica la gran capacidad de resistencia a las condictones de cambios extremos
y desfavorables como temperaturas altas, bajas concentraciones de oxigeno y vanaciones de pH, que
presentan las especies de este género. Esto, aunado con su gran estabilidad en la atmosfera y

capacidad de producir enfermedades, resalta la importancia de su estudio principalmente en las
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zonas de gran actividad urbana.

El indice de similitud de Sorensen, nos reafirma que la diversidad y nimero de especies
obtenidos por estacion muestreada es el resultado de condiciones ambientales especificas de cada
zona de estudio, es decir, el éxito de una especic para colonizar y establecerse en un habitat esta en
funcién de los factores ambientales presentes, como la disponibilidad de alimento o la temperatura
del lugar. Asi, en la zona urbana y suburbana, aparte del suelo desnudo como medio natural, existen
depésitos de basura y encharcamientos importantes en la produccion de AVL. Otro factor
importante de cada zona son sus particularidades de urbanizacion, pues las actividades humanas
acentian los mecanismos de incorporacién de particulas a la atmoésfera. Por ¢jemplo, el paso de
vehiculos por un camino puede hacer que el matenal superficial se resuspenda debido a la
turbulencia inducida.

La zona centro por un lado presenta gran actividad urbana, pero por otro tiene pocas fuentes
descubiertas de produccion amebiana. En cambio en la estacion rural cuenta con una fuente
importante de amehas como es el suelo desnudo, pero con una actividad urbana practicamente nula.
Por lo que en esta zona predomina la suspension de particulas por vientos fuertes que las transportan
a grandes distancias.

La evaporacion y la velocidad del viento fueron los unicos parametros con correlacion
positiva sobre la presencia de amebas en la atmosfera.

La velocidad del viento tiene diferentes implicaciones en el retiro y entrada de
microorganismos a la atmosfera. El iempo de permanencia y la distancia que alcancen depende de
la altura a la que hayan llegado, del tamafio que poséan y de las condiciones atmosféricas presentes
en el momento en que los quistes ingresan al aire. Si solamente llegan a la turbulencia cercana al
suelo, lo cual estaria relacionado con el movimento de carros, la lluvia e incluso el trajin de la gente,
seran acarreados dentro de los primeros 100 m de distancia de la fuente. Esto implica que las
amebas obtenidas de los muestreos realizados, son en gran medida el resultado de la dindmica
atmosférica presente en cada zona de estudio. Si las particulas son arrastradas por corrientes de
conveccion, o por condiciones del tiempo que involucren sistemas frontales, se pueden dispersar
entonces sobre decenas e incluso cientos de kilémetros. Desde la zona rural que se encuentra a 9

km al noroeste de la ciudad v de donde se mueven las masas de aire hacia las demas estaciones de
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muestreo, pudieron haberse distribuido varias amebas en su forma de quiste, y haberse sedimentado
en la zona cuando el aire perdiera su fuerza o cuando las particulas se impactaran sobre una
superficie blanda o dura . En la sedimentacion las particulas de mayor peso bajan inmediatamente
y las otras lo van hacicndo a una velocidad que va de acuerdo con su tamario, su forma y su
densidad, hasta quedar depositadas sobre alguna superficie.

En el transporte a largo plazo, los principales factores que afectan la sobrevivencia de las
AVL son la exposicion a a los rayos ultravioleta y la sequia, los que en conjunto son responsables

de la eliminacion de la mayoria de los microbios que ingresan a la atmasfera (Schlesinger, 1979).

La importancia de la evaporacidn para la sobrevivencia de los microorganismos aerolizados
se debe principalmente a que la humedad en la atmaésfera reduce los efectos de la desecacion en los
organismos aerotransportados, al mantener rehidratadas a las particulas de los aerosoles previas al
muestreo. Lo anterior resulta importante principalmente para aquellas amebas que no presentan
quistes de resistencia a la sequia, como en el caso de las especies del género Naegleria (Schlesinger,
1979).

De igual manera, la presencia de una microcapa de agua en el aerosol que contiene a los
microorganismos, les sirve como un filtro de proteccion contra los rayos ultravioleta.

Sobre ios efectos de la humedad relativa en la sobrevivencia de los microorganismos
aerolizados, juegan un papel importante el contenido de fluidos colectados y la prehumidificacion
(Warren, ef al., 1969 citado por Kyle, 1985). Para algunos organismos aerosolizados las variaciones
en la HR producen efectos mas profundos en la estabilidad del aerosol que cuando Ia HR es
constante.  Por ultimo, los estudios hechos para determinar los efectos de la temperatura sobre
la estabilidad del aerosol han demostrado que los incrementos en la temperatura, tienden a disminuir
la viabilidad de los microorganismos aerotransportados (Dimmock, 1967 citado por Edmonds,
1979).
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CONCLUSIONES
** E| método de muestreo de Impinger, utilizado para el aislamiento de las amebas de vida

libre demostro su utilidad y confiabilidad en el transporte y conservacion de las (AVL).

** La abundancia y diversidad de las amcbas encontradas en la atmosfera de la Ciudad de
San Luis Potosi son el resultado de factores favorables en ¢l proceso de suspension y de condiciones

ambientales especificas de cada zona de estudio

** El género Acanthamoeba fue el mas abundantes en diversidad y nimero de especies por

cada zona de estudio, con excepcion de la estacion rural.

** El nimero de cepas patdgenas y no patogenas con capacidad invasiva del género
Acanthamoeba fue bajo en comparacion con los resultados obtenidos en la atmosfera de la ciudad
de México, lo que podria explicarse por la densidad y tipo de contaminantes existentes en cada
atmosfera, para lo cual es necesario un estudio mas extenso con objetivos especificos sobre la
relacion de contaminantes y la presencia de amebas patogenas en el aire.

** La presencia de por lo menos una especie con capacidad invasiva del género
Acanthamoeba en cada estacion muestreada confirma su importancia en la salud de los seres

humanos.

** La sobrevivencia de los microoganismos al transportc ¢n ¢l aire esta en funcion de

aquellos factores que reducen los efectos de la radiacién ultravioleta y la desecacion.

** En la estacion urbana, la suspension de particulas en los primeros 6 m depende en gran

medida del movimiento vehicular, la lluvia y las actividades cotidianas.

** El mayor namero de aislamientos se presento en las zonas con depositos de basura y
encharcamientos donde la produccion de amebas se ve incrementada por la abundancia de materia

organica y bacterias.
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