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RESUMEN N

Las amebas de vida libre (AVL) son importentes desde el punto de- vista ecologico como .
depredadoras de bacterias y algunos géneros tienen importancia médica ya que pueden
provocar enfermedades falales en el hombre. En este estudio se determind la presencia de AVL -
en los canales de riego en el Valle de Mexicali, Baja California. Se recolectaron muestras de
agu> en 16 canales de riego durante tres ocasiones, tomando. muestras a varias profundidades.
“"Las muestras de agua se concentraron por centrifugacion y el sedimento se sembrd en el medio
especifico agar no nutritivo con Enlerobacter aerogenes (NNE), las amebas se identificaron
morfologicamente, se realizaron pruebas de’ transformacion: amebofiagelar, tolerancia a la
temperatura, y se analizé la relacion de algunos pardinetros fisicoquimicos como temperatura del
agua, temperatura ambiental, pH, oxigeno disuelto, conduclividad, sofidos suspendidos
coliformes totales, y bacterias mesofilicas asrobias con la presencia de los aislados amebianos.
Se aislaron 53 especimes amebianos de los géneros Naegleria, Vahikampfia, Hartmannelia,
Acanthamosba, entre otros, predominando los géneros Naegleria y Acanthamoeba, lo que
posiblemente se explica por 13 resistencia de los quistes de estos orpanismos. Los géneros
menos abundantes fueron: Amoebas, Venella y Platyamoeba. La mayor abundancia y diversidad
de organismos se obtuvo en el mes de octubre, con el mayor nimero de aislados en la
superficie se considera que la presencia dé amebas puede asociarse con las particulas
suspendidas en la interfase agua-aire, donde tienen mayor probabilidad de sobrevivir debido a
una concentracibn adecuada de oxigeno, pueslo que son aerobias estrictas. En el Oltimo
muestrec se aislaron amebas a dos terceras partes de la profundidad total y sedimento adherido
a ias paredes de los canales (perifiton), obteniendo 14 y 13 aislamientos respectivamente. Los
mayores nameros de aislamientos por canal durante los tres muestreos se presentaron en el
canal Coronita y Ladrillera 1l con 9 y 8 aislamientos respectivamente a nivel de superficie. Ef
analisis estadistico de Pearson indica que no exisle una correlacién significativa entre los
aislamientos obtenidos y los paréametros fisicoquimicos medidos en los cuerpos de agua.

ABSTRACT

Free living amosbae (FLA} are microorganisms ecologically important as bacteria predators even
though some genera have medical importance because they can cause fatal illnesses in the man.
In this study the presence of potentially pathogenic FLA was determined in ifrrigation canals in
Mexicali Valley, Baja California. For one year samples of water in 16 irrigation canals were
collected at several depths and concentrated by centrifugation, sediment was seeded in Petri
dishes with specific non nutritive agar with a monolayer of Entercbacler aerogeres (NNE). FLA
were identified by contrast phase microscopy, enflagellation test and it's tolerance to high
temperature. Physicochemical parameters such as water and environmental temperature, pH,
dissolved oxygen, conductivity, suspended solids, total coliforms, and mesophilic bacteria were
not correlated when compared statistically with the presence of isolates. 53 amoebic isolated
belonging to genera Naegleria, Vahikamplia, Hartmannella, Acanthamoeba, were obtained.
Naegleria and Acanlhamceba, were the most abundant genera which is possibly explained
because the resistance of the cyst of these microorganisms to environmentat factors. Smaller
amounts of FLA belonging to Amoceba, Vanella and Platyamoeba were collected. The greater
abundance and diversity of isolates were obtained in October, with the most important number of
isolates in surface waters the presence of amebas at this level can be associated with the
suspended panticles in the phase water-air, where they have greater probability to survive due to
an adequate concentration of oxygen since they are strictly aerobic. In the last sampling most
amoebae were isolated at two thirds of the total depth and also in sediments adhered to the walls
obtaining 14 and 13 isolates respectively.



1. INTRODUGCION

1.1 Antecedentes

Antonie van Leeuwenhoek fue la primera persona en observar protozoarios de vida libre en 1674
y VVon Rossenhof fue el primero en observar AVL en 1775, Felix Dujardin en 1841 fue el primero |
en observar y reportar a las amébas de vida libre, agruparias y nombrarlas Amoeba Iirnéx (Rivera
et ai., 1991). En 1905 en Alemania, Vahlkampf describid fas amebas limax. En 1909, Nagler

7 describié las caracler(sticas morfoldgicas de A. hartmanni. En este mismo afio en Alemania
Hartmann descubrié a una ameba parasi{a. En 1911, Aléxeieff describio la mitosis de las ametbas
fimax y establecié los géneros Hartmannelia y Naegleria. '

Los primeros anos del siglo XX fueron de gran actividad para determinar qué organismos eran '
los causantes de las enfermedades y se acufd el términc "amebas coprozéicas”, responéab@s
de 1a disenteria amebiana; durante este periodo se separaron !08 protozoarios parasitos de los
de vida libre. Para 1530 el interés en estas amebas fue en descenso y el estudio de la
bacteriologla se incrementé en hospitales y laboratorios de investigacion. En este afio Castellanii
reportd amebas creciendo en cultivos de levadura, y en el mismo afio, Douglas denominé a esta
ameba Hartmannefla castellanii. Un afo mas tarde Volkonsky describid varias amebas de vida
litre y las agrupd dentro de tres géneros: Harimanneifa, Acanthamoeba y Glaeseria.

Singh en 1952 separd a las entonces hartmanelas en dos grandes tipos de amebas, basandose
en sus caracteristicas de division nuclear y las incluyd en las familias Hartmannellidae y

Vahlkamphidae. En 1956, Jahres not6é contaminacidn amebiana espontanea en cultivo de tejidos
debido a Hartmanneila spp.

Hasta ese momento solo se les conocia como habitantes inocuns del ambiente. Sin embargo
Culbertson, en 1958, encontro un efeclo citopatico de este lipo de amebas en cultivos celulares
de rifidn de meno y declard que las amebas tienen un potencial patdgeno. Los primeros casos en
los gue se determind como agente infectante a N. fowleri se reportaron en Australia, donde se
aislé y tipifico por Fowler (Fowler y Carter, 1965). Poco después, Butt reporté en Florida E. U,
lres casos mas donde lambién los afectados fallecieron (Butt, 1968). Aunque no era claro en
esos momentos. la sintomatologia de estos casos sento las bases de las caracteristicas clinicas
y patoldgicas de la enfermedad y su agente causal. No obstante los primeros casos de
meningoencefalitis en humanos debidamente comprobados provienen de hace apenas unas

décadas, porque anleriormente, se crefa que todos los casos comprobados de MEAP se deblan
a N. fowleri {Carter, 1970).



Posteriormente, se reconocieron casos por amebas del género Acanthamoeba (Jager y Stamm,

- 1972; Robert y Rorke, 1973). A medida que se fueron conociendo mas los aspectos de las

infecbiones, se encontraron diferencias que llevaron a proponer el-lérmino de encefalitis
amebiana granulomatosa (EAG) provocada por las amebas del género-Acanthamoeba (Martinez-

y Amado-Ledo, 1979). Page (186€) redefinic los géneros Hartmannella Alexeieff, 1912 y
Acanthamoeba Volkonsky, 7931, : ;

1.2 Amebas de vida libre

Las amebas de vida libre (AVL) son organismos unicelulares asexuales, eucariontes, de
clasificacion artificial cuyo tamafio oscila entre los 7 pm y 70 um. Se denominan amebas

anfizdicas, término que describe la capacidad de vivir con dos formas de vida: como organismos
de vida libre y endoparasitos.

Las AVL forman un pequefio de grupo de protozoos de importancia médica y ecoldgica, debido a
que como no tadas son oportinistas (i.e. Naegleria) son capaces de producir infecciones en el

sistema nerviose central (SNC), en 1os o0jos y en la piel entre otros. Las AVL son cosmopclitas y
se les encuentra en suelo, agua y atmosfera.

Constituyen del 50 al 90% de los protozoos heterotrofos en el suelo y se encuentran entre los
mas importantes depredadores de bacterias en dicho habitat (Weekers y Van Der Drift, 1993). Su
habitat natural es casi cualquier ambiente de Ia biosfera, en donde los medios contaminados con

materia urganica son la principal fuente de AVL, polencialmenie patbgenas (Sawyer, 1989).

Una caracteristica importante de las AVL es que las lemperaturas elevadas favorecen su
proliferacién por lo que se encuentran mas cornunmente en aguas termales. Lo anterior
demueslra la ubicuidad de las AVL, lo cual asociado a su potencial patégeno las hace posibles
agentes causales para los humanos, de danos cerebrales, pulmonares, oculares e incluso de la
muerte (Rivera et al., 1992, 1994). En este sentido, el estudio de AVL ha demostrado que existe
un grupo restringido de estos organismos que provucan infecciones severas en el hombre y que
amerita mayor atencion.

1.3 Ecologia



Iﬂ_as_AVL_viven en una amplia diversidad de ambientes, desde un pequeﬁd charco hasta en los
sedimentos de agua de mar, lagos congeladas de Noruega y de la Antartica; habitan en las
interfases: agua-suelo, agua-animal, agua-planta, agua-aire, donde se alimentan de bactenas,
hengos, levaduras, algas y protozoarios incluyendo amebas (Rivefa et al, 1987), Ademas de
astar ampliamente dispersas en el suelo, estas amebas colonizan exitosamente el agua y el aire,
desde donde pueden invadir a los individuos que tengan contacto con ellas. También se les halla
en el tracto digestivo de aves, mamiferos (John y Hoppe, 1990), reptiles (Suster et al., 2003),
peces (Dykova et al., 1999).

Eslos organismcs han sido aislados de una amplia variedad de fuentes: albercas (Preston et al.,
2001). de las aguas termales naturales (Rivera e! al., 1989), de descargas de aguas termales
contaminadas (De Jonckheere y Van De Voorde, 1976), de lagos (John y De Jonckheere, 1985;
Detterline y Wilhem, 1691), de rlos (Ettinger et al., 2002), ds plantas de tratamiento de aguas
residuales (Rivera e! al., 1983}, de sedimenlcs de estanques (Kyle y Noblet, 1988), de aguas
embotelladas (Rivera ot al., 1981, Fluvia of al,, 1983a, b). También se han encontrado como
“microbiota normal” de la mucosa nasal (Ceiva et al,, 1973; Rivera et al,, 1983, De Jonckheere y
Michel, 1988; Meyeryan, 1391), asi como en suelos agricolas fertilizados con agua residual y
residuos organicos, y en la arena de las playas (Sawyer, 1989). Las AVL también pueden
hallarse suspendidas en el aire y en las gotas de la lluvia, en su forma quistica (Rivera et a/.,
1987; 1988; 1992, 1994); en muestras de polvo provenientes de hospitales, recamaras,
comedores, cuartos de descanso (Miller, 2000}, heces fecales de humanos, perros y ganado,
ademas de areas recreativas y deportivas no forestadas (Meyeryan, 1991).

Como habitantes comunes del suelo, desempenan un papel importante en los ecosistemas como
depredadores de bacterias, esta interaccion es relevante en la estabilidad y productividad de (a
comunidad microbiana, principaimente en el crecimiento de la raiz de las plantas, mineralizacion
y cicio de los nutrientes (Jjemba, 2001); la tasa de eficiencia de transformacién de estos
organismos es del 40%, ademas de representar una reserva de carbong y minerales cuando
forman quistes (Anderson et al., 1978)

Las temperaturas que normalmente toleran las AVL estan entre los 10 y 30°C, por debajo de los
4°C, solamente especies resistentes al frlo como A. polyphaga que ha sido aislada de la
Antartica pueden sobrevivir, Especies termotolerantes como N fowleri se desarrollan y
sobreviven en cuerpos de agua por arriba de los 35°C, ciertas especies de Harimannella pueden
tolerar temperaturas por arriba de 48°C. Los factores que controlan la ecologia de las AVL

patégenas, incluyen la resistencia a altas temperaturas (mayores a 37°C), veriaciones de pH,



oxigeno, competencia con otras amebas y hongos, asi como la eficiencia en la transformacion de
la biomasa (Griffin, 1983). Es asi como se estatiiéce una premisa: todas las especies patbgenas
son termotolerantes, pero no todas las termotolerantes son patégenas; esle es un criterio para

separar las posibles especies patdgenas y de aquellas dificiimente patdgenas para el hombre
(Rivera et al., 1393).

Amebas patdgenas han sido aisiadas de aguas contaminadas témmicamente por plantas
generadoras de energia, las lemperaturas de aisiamiento oscilan entre los 10 a 37°C durante el
invierno y 35 a 37°C durante el veranc en regiones templadas (De Jonckheere, 1981). El
enquistamiento es la manera como las amebas responden a condiciones ambientales adversas,
los guistes pueden sobrevivir a condiciones adversas como sequias, cambios de pH, falta de
alimento y oxigeno; el trcfozoito puede tolerar la safinidad y la presi¢n osradtica, asl por ejemplo
Acanthamoeba tolera condiciones exiremas y ha sido aislada de sedimentos a 2,500 m de
profundidad.

Las AVL son capaces de establecer refaciones simbibticas con otros microorganismos como
bacierias, virus, viriones, micoplasmas y otros protozoos (Newsome el al, 2001} Estas
interaccicnes pueden conducir a 13s amebas a la muerte o sobrevivencia. Un ejemplo de esta
relacién es Legionshia pneumophila. Legicnella puede sobrevivir dentro de la células de
Acanthamoeba (Cirillo et al, 1999; Wineka-Krusnell et a/ 2001, De Bucck et al, 2004), otras
ocasiores la endosimbiosis provoca gue las amebas proliferen =n medio axénicos (Old y
Darbyshire, 1980). Otros reportes sefalan un incremento en la virulencia de Acanthamoaba con
endosimbiontes gramnegativos y Chiamydra (Fritsche ef al, 1998). También pueden establecer
reiaciones con casi todos los vertebrados (Visvesvara, 1930, 1991), se desconoce si algunas de
estas infecciones en animales funcionan como portadores o reservorios de las infecciones
humanas, pero el tipo de especies de amebas varia de acuerdo a las caracteristicas de los
animales, como temperatura del cuerpo, pelo, piel y diete (Meyeryan, 1981). Algunas AVL
pueden sobrevivir en el microambiente creado por el cuerpo como nasofaringe, cavidad nasal y

oral (Skocil et al., 1972; Rivera, 1984), también pueden proliferar en quemaduras o infecciones
de la piel {(Rivera et af, 1989).

En la atmosfera, las AVL pueden encontrarse de manera individual, formando agregados o bien
adherirse a particulas de polvo. Su sedimentacion dependera, ademas de su tamafio en el aire
en calma, de ios procesos atmosféricos, tales como la difusion turbulenta en el viento y la
conveccion térmica. En la atmosfera 12 viabilidad de las células transportadas dependera de la
velocidad del viento, el tiempo de permanencia en el aire, la humedad relativa, la luz solar y las

sustancias suspendidas en la atmosfera (Rodriguez-Zaragoza, 1994), ademas pueden estar
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‘sujetas a ser retiradas de la atmosfera por Ia Huvia, la nieve y el granizo, asi como por i3

depositacion, en 1a que juegan un papel impoitante el tamario y la forma del organismo (Rivera et

" al. 1987, 1994).

1.4 Giclos de vida

Los ciclos de vida de las AVL comprenden una etapa de trofozoito gue se alimenta y repioduce y
una fase quistica,-como una forma de sobrevivencia a.condiciones adversas. Las caracteristicas
de los ciclos de vida, de las amebas paldégenas se describen a continuacion:

La ameba patdgena Nasgleria puede presentar formas amebofiageladas, una fase transitona
flagelada que no se alimenta ni se divide. Los trofozoitos se enquistan en condisiones adversas y .
sobreviviven bajo esfas condicionn_as adversas por mases o ailos. El tofozolto es la fase invasiva
de N. fowleri, 1a infeccidn se adquiere por la aspiracién de agua que contenga amebas, por la
cavidad nasal, atraviesan el neuroepitelio oifatorio, penetrando a la cavidad craneal, quistes y
formas flageladas pueden llegar por este medio y entrar e€n contacto con el buibo offatoric,
revertiendo a trofozoitos, para iniciar la invasidn. Unicamente se encuentran trofozoltos y no
quisles en las areas mas afectadas del huésped (John, 1983). A diferencia de Naeglena,
Acanthamoseba no presenta una fase flagelar. La puerta de entrada puede ser a través de la piel
o mucosas, asi como la aspiracion de agua o aire conlaminados con trofozoitos o quistes y
causar enfermedad fatal en el SNC, los ojos v otros érganos (Rivera af al_, 1984).

1.5 Taxonomia de las amebas de vida libre

El estudio de las AVL esta basado en ciasificaciones que contemplan criterios morfologicos del
trofozoito y de! quiste. Sin embargo, debido a que las caracteristicas morfologicas son
compartidas por varias amebas, se dificulta la identificacion y es necesario considerar otros
criterios como son: formas de crecimiento en cultivo, tolerancia a la temperatura, ultraestructura,
requerimientos nutricionales y patogenicidad, entre otras. Page en 1966 contribuy¢ al estudio
laxonomico de las AVL, cuya clasificacion se apoya en caracteristicas de ultraestructura,
inmunotdgicas, estructuras nucleares, formas de locomocion y patron de division durante la
mitosis. Page (1988) continud separando el género Acanthamoeba del genero Hartmannelia con
base en su locomocion, formacion de acantopodos y morfologia del quiste El sislema
laxonomico que describe con precision el lugar que ocupan las principales familias de amebas
dentro de! grupo de los prolozoos, se debe a Page (1988) y se muestra la tabla 1.

Tabla 1. Ubicacidn taxondmica de fas principales amebas de vida libre (Page, 1988).



Reino Protista - Haeckei, 1866

Subreino Protozoa Goldtuss, 1818, emend. Von Siebold, 1846..
Phylum Sarcomastigophora Honigberg y Batamuth, 1963.
Subphylum Sarcodina Shmarda, 1871
Superciase Rhizopodea Von Siebeld, 1845
_ Clase Lobosea - : Carpenter, 1861.
. Subclase Gymnamoebla Haeckel, 1862
Orden Euamoebida S . Lepsi, 1860 -
Familia Harimannellidae : - Volkonsky, 1931; emend. Page 1974
Hartmannella, Sarcamceba, Glaesena
Cashia .
Familia Vahlkampfiidae Jollos, 1917
Vahlkamphia, Naegleria, Tetramitus ’
Orden Leptomyxida ' Pussard y Pons, 1976; emend. Page, 1987
Familia Leptomyxjdae Pussard y Pons, 1976; emend. Page, 1987
-- Laplomyxa : S .
’ OrdenAcanthopodma Page, 1976

- Familia Acanthamoebidae Sawyer y-Griffin, 1975
Acanthamoeba, Protoacarthamoeba o

Recientemente se han desamollado nuevas metodologias diagnésticas como la evaluacion
electroforética de las proteinas y las enzimas; se emplea frecuentemente en la elucidacion de los
patrones de relacidn y diferenciacitn genética a nivel de especie en algunos protozoos de dificil
clasificacion, logrando asl, caracterizar cepas que desde el punto de vista morfologico pueden

resultar muy parecidas o a veces idénticas (De Jonckheere, 1984; Fields ot al., 1990; Khan el al,,
2002).

Las técnicas inmunoldgicas como la inmunoflorescencia indirecta, se basan en el uso de
antisueros (De Jonckheeie, 1934); la técnica de ELISA (ensayo de inmunoabsorcidn ligado a una
enzima) {Marciano-Cabral, 1987). otras pruebas se apoyan en la tincibn de organelos gue
requieren alrededor de 20 segundos para realizarlo (Pirehma ef al., 1998).

El empleo de otras técnicas facilitan e incrementa el nimerc de muestras que se pueden
procesar al mismo liempo, logrando identificar organismos a nivel de género en cualros horas,
que puede ser importante para determinar el éxito en el tratamiento de un pacienie. Un ejemplo
es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), la cua! ha sido
empleada para detectar y determinar AVL en tejidos como cornea (Howe ef al., 1997), cerebro y
liguido cefalorraquideo y en el ambiente (Brown y De Jonckheere, 1984; Marciano-Cabral el af
2003: Shehan e! al., 2003); también ha comenzado a ulilizarse sondas de ADN en la deleccion
de AVL patbgenas (Sparagano, 1993); palrones de bandeo de ADN mitocondyial con enzimas de
restriccion (Milligan y Band, 1988, Yagita et al., 1999; Walochnik et al., 2000; Huang et al., 2004).



La prueba de PCR, es un metodo enzimatico in vilro que efectia miles de coh‘las de un
7'-segmemo de ADN preselecc»onado Para llevar a cabo esia lécnica son néecesarios dos
ohgodesoxmuclebhdos sintéticos (forward y “reverse”, que son los lnumadores 0 primers), la
" enzima ADN polimérasa termoestable y los cuatro desoxirobonucleosidos trifosfatados activos en .
un ADN templado y una solucion amortiguadora (Spéragano, 1993; Johnson, 2000).-

. 4.6 Enfermedades pof amebas de vida libre

El"estudio de estas amebas de vida iibre sefiala que las enfermedades que afectan al ser
humano incluyen a los.géneros: Naegleria, Acarnthamoeba, Balamuthia y Hartmannella (Shuster,
2002} Los signos y sintomas producidos por las AVL patégenas se agrupan en lres
_enfermedades bien definidas: la meningoencefalitis amebiana primaria (MEAP), causada por
" Naegleria fowleri, 1a encefalitis amebiana granu'romalosa (EAG), -en ambas enfermedades se

afecta el sistema nervioso central La otra es la queratitis. amebiana cronica, causada por '
Acanihafnoeba spp.

En el caso del género Acanthanioeba son varias las especies que resultan patdgenas para el
humano (Tabla 2). Se comportan coma organismos oportunistas, pergue incluso habitan en las
fosas nasales de humanos (Cerva et al., 1873; Rivera et al,, 1986). Para que Acanthamoeba
logre infectar se deben conjugar factores de ﬁredisposicién como embarazo, alcoholismo,
quimioterapia, radioterapia, didlisis, transplantes, etc., yio asociacidon con enfermedades como
sindrome de inmunadeficiencia adquirida (SIDA), diabetes, neumnonias, otitis, faringitis, cirrosis,
hepatitis, (Martinez, 1991 Gordon el al., 1992, Weldon-Linne, 1992; Miliar, 2000, Marciano-
Cabral et al., 2000, 2001; Seijo et al., 2001).

Tabla 2. Infecciones humanas causadas por amebas de vida libre (John, 1993;).

Especies Infeccién Infeccidn Infeccidn en otros tejidos
en el SNC  ocular
Acanthamoeba astronyxis X Nédulos hnfaticos, adrenales y piel,

{ulceraciones), liroides y senos nasales
Pulmon (neumonta) préstata, hueso,
musculo y piel

Higado, bazo, \tero y piel

A, castellanii X X

A culbertson|
A halchetli X
A palestinensis
A. polyphaga
A. rhyzodes

>
>

Hartrannella vermiformis
Balamuthia mandrillarns
Naeglena fowieri

SNC: Sistema Nerviaso Central.

Pulmon

XM XXX
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El principal padecimiento -causado por este género es a nivel del SNC donde provoca ia -
enfermedad llamada encefalitis amebiana granulomatosa (EAG) o acantameﬁbsis; -esta
. patologia presenta un large curse clinico con signos y sintomas neuroldgicos que dependen del
sitio dafiado; 'a via de entrada de estos organismos puede‘ser a través de la piel o de ias
mucosas y por aspiracién nasal de agua o aire contaminados con amebas o quistes, las lesiones
se caracterizan por ser granulomatosas, encontrando en ellas- tanto trofozolitos 'corﬁo quistes
(Garcia et al ., 1997, Migueles y Kumar, 1998;). ) ’ ’ -

La EAG lambien puede ser causada por ofro tipo de amebas. Visvesvara y colaborado}es'
(1990). aislaron una ameba leptomixida del cerebro ‘de un mandril con encefalitis, que era
considerada como un organ‘gsmo inocuo del suelo, .a la que denominaron mas larde Balamuthia
mandrilianis, advirtiendo sobre_el potencial peligro de esta ameba como agente etiologico de
encefalitis en humanos. Recientemente, Gordon (op. cit.) senalaroﬁ que el curse prolengado de
1a enfermedad y la presencia de grénulomas en el cerebro y la biel del paciente, producidos pbr
Balamuthia mandrillaris, son muy parecidos a los de la infeccion cldsica de EAG producida por
Acanthamoeba spp. En México, Jaramillo y colaboradores (1989), informaron el primer caso de
infeccién por Balamuthia mandrillaris, identificando lesiones necro-hemorragicas en el encefalo,
el mesencéfalo, el puente y el bulbo. En Venezuela, Rodriguez y colaboradores (3998),
reportaron dos cascs "de EAG por B. mandrillaris en individuos aparentemente
inmunocompetentes. Esta especie ha sido identificada por pruebas de inmunofluorescencia en
35 casos post mortem de encefalitis amebiana en humanos y en tres casos en animales (Huang
et al, 1299). Sin embargo, 8. mandrillaris crece en una gran variedad de cultivos celulares de
mamiferos y mata a ios ratones después de una inoculacidn intranasal o intraperitoneal, en un
pericdo de 8 a 10 dias (Campos et al, 1999; Pritzker et al, 2004). Gelman y colaboraderes

(2001), repartaron el primer caso de infeccion por Sappinia diploidea en un individuo con sinusitis

Ademas, el género Acanthamoeba produce queratitis ocular en usuarios de lentes de contacto
independientemente de su estado de salud (Kilvinglon et al., 1891, Martinez, 1983, 1985, Nerad
el al. 1992). La invasion es directa en la cornea después de un fraumatismo, también la
queratitis amebiana ha side relacionada con los portadores de lentes de contacto (Froumis et al.,
2001). el empleo de soluciones salinas de limpieza preparadas en casa y la desinfeccién poco
frecuente o inadecuada de 1as lentillas (Niederkarn et al., 1998, Tomlinson et af., 2000;).

La mayoria de los casos de la MEAP ocurren principalmente en individuos jovenes cocn una
historia previa de haber estado practicando actividades relacionadas con el agua (Wiley el al,,
1987: Visvesvara et al., 1990, Gordon et al, 1992, Fiordalisis, 1992; Cabanes, 2001). El

padecimiento es de deseniace rapido y fatal. La mayoria de los casos de MEAP ocurren durante
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los meses de verano, cuando la temperatura ambiental es aita. Esta enfermedad ha sido

~ reportada en palses como Bélgm Repubhca Checa, Gran Bretaﬁa Auslralla Estados Unidos y
México (Rwera etal., 1984) :

1.7 Estado actual del problema -

En el mundo se han reportado 250 casos de memngoencefahtls por AVL hasta julio de 1989 (Ma
el al, 1990). A pesar de no conocerse la verdadera frecuencia de infecciones en humanos por
las amebas de vida libre, se sabe con certeza de 340 casos de Infecciones del SNC a nivel

mundial causadas por diches organismos (Rodriguez et al., 1998). La mayoria de los casos se
" han debido a N. fowteri. Aproxlmadame_nte 56 casos han sido a causa de Acenthamosba o de
alguna otra AVL {Visvesvara y Stehr-Green, 1990).

Los estudios de AVL en México se iniciaron por Rivera y colaboradores (Rivera y Paz, 1878,
Rivera et al., 1984), quienes reportaron amebas del género Naegleria en reservorios naturales de
agua dulce de la Ciudad de México y a N. fowieri de agua de piscnas de la misma ciudad
{Rivera el al., 1983) Se han reconacido hasta el momento en México 10 casos de MEAP post
mortem (Valenzuela et al., 1984; Lopez-Corelta et al., 1989 Lares-Villar et al,, 1993) y dos mas
mientras los pacientes se encontraban vivos (Rodriguez-Pérez, 1984).

Algunos reportes sefialan a Naegleria lovaniensis no patégena a pesar de haberse aislado del
liquido cefalorraquideo (Rivera et al., 1988). N. lovaniensis es altamente virulenta en ralones, sin
embargo no se han demostrado infecciones en el hombre (De Jonckheere, 1984)

En México existen las condiciones climaticas adecuadas para el desamallo de AVL pattgenas y
los casos de EAG y MEAP representarian sole una pequena parte de |05 que en realidad pueden

existir. Es posible que algunos casos de EAG sean atribuidos a infecciones bacterianas o virales
{Rivera el al., 1989).

En la actualidad los métodos con los que contamos no retnen los requerimientos de rapidez,
especificidad, sensibilidad y confiabilidad para diagnosticar Acanthamoeba. Los crilerios
morfolégicos no son todo lo adecuados que deseariamos, y deben combinarse con las
caracteristicas de lermotolerancia, virulencia en animales de laboratorio y variabilidad genética
de los aislados de Acanthamoeba, para tener un diagndstico mas preciso del oiganismo. Por ello
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se pretende implantar el uso de la técnica del PCR con iniciadores eé;}eclﬁébé de las amebas
~ aistadas pare la diferenciacion especifica y ripida de acantanebas patdgenas.

1.8 Justificacion - -

_ En Mexicali, Baja California, desde 1990 se han reportado broles-y muerie anuales de encefatitis
(de 5 a 13 casos en cada ocasion) sin precisar el origen de la mlecdbn._lros report_es clinicos

sefalan a los meses de agosto y septiembre, una época de calor extremo para ese estado del o

pais (Onuveros 1995) Las autoridades del instituto Mexicano del Seguro Social del estado de
Baja Celifonia se mteresaron en explorar los posnbles agentes causales de los brotes y tipificar
la infeccion con el objetivo de buscar bactenas y virus, la causa mas comin de este

padecimiento. Los estudios no se enfocaron en la busqueda de AVL, sin embargo, Jas pruebas
resultaron negativas y la enfermedad incierta (Ruiz-Matus, com. pers.).

Los expedientes r;wédicos de los pacientes que fallecleron en Mexicall indican un antecedente
previo a la enfermedad, fue el hecho de haber nadado en los canales de riego en la zona. Dichos
canales son ulilizados por 1a gente, sobre todo en el verana, para nadar y mitigar el excesivo
calor de la zona de Mexicali que en algunos lugares puede alcanzar mas de 55°C, pudiendo
llegar la temperatura del agua a 40°C; temperatura ideal para el desarrollo de amebas
patégenas. Ante posibles nuevos brotes de encefalitic se presenlo este trabajo para la bisqueda
de amebas patogenas que pudiera estar implicada en el origen de la enfermedad reportada en
esla zona geografica. Los muestreos en !a zona podrian demostrar la presencia de amebas que
pudierar estar relacionadas con los casos de encefaliis mencionados. Lo anterior justifica el
inicio de un estudio global, biomédico y ecoldgico, de tos organismos aislados en Mexicali B. C.
De aislarse amebas patogenas de esos canales de riego, se podria establecer la participacidn de
las AVL como el posible agente causal de las infecciones y ello permitiria hacer el seguimiento
ecolégico y biomedico de esta ameba, y con elio aplicar el conocimiento generado para fa
prevencion de mas brotes de encefalitis causadas por amebas patogenas.

Algunos casos de encelfalitis han side reportados cerca de ia frontera con México y han
justificado la necesidad de cooperacidn entre México y los Estados Unidos para hacer estudios
en nuestro territorio con el objeto de detectar los factores de riesgo que puedan ayudar 2 la

prevencion y control de la encefalitis amebiana en ambos palses (De Napoli, 1996; Levy, 1998},



2. Descripcién del area de estudio.

2.1. El estado de Baja California

La penlnsula de Baja California, esta situada en el noroeste de la Repuablica Mexicana, cuenta
con una superficie de 70, 470 98 km? colinda al norte y al este con Estados Unidos de América,

el estado de Sonora y e} Golfo.de California; al sur con el Golfo de California »y_el municipio de-
Ensenada; al oeste con los municipios de Ensenada, Tecate y Estados Unidos de América; y

ocupa el doceavo lugar como entidad lederativa en funcién de su extension (3.76% del territorio
nacional). ’ '

CALIFORNILA.

Figura 1. Ubicacibn geografica de la peninsula de Baja California, en donde se localiza la zona
del valle de Mexicali.
*Poblacion



2.2 Localizacion.

Mexicali nombre geografico que identifica 2 la localidad (18% de la superficie del estado funge
como cabecera del municipio del mismo nembre y ciudad capital del estado de Baja California
esla situada en la parte noroeste de la Peninsula Baje Californiana, con coordenadas
geograficas de 32° 39 48" de lalitud norte, 115® 28' 4" de longitud oeste y ura altura de 3 metras
respecto al nivel del mar (Figura 1}. s -

Ei top6nimo Mexicali, al igual que el de la vecina poblacion de Caléxico, en Estados Unidos,
surgi6 de la combinacion de las palabras México y California, nombre dado por el coronel
Agustin Sanginés, en marzo de 1902, al visitar el lugar con objeto de revisar las cbras de
irigacidn que se eslaban realizando (INEGY, 1993). Su poblacion esta constituida por 505 016
habitante.s (INEGI, 2002), se dedica principalmente a la acﬁvjdad‘ agricola; se cultiva trigo,
cebada, algodén, alfalfa, avena, ademas de sandia, melbn. malz, vid y frijol. importante también
es Ia actividad industrial, sobre todo la retativa al procesamiento de alimentos y la maquila. En
Mexicali se localiza la maxima concentracion fabril de! estado. Turisticamente la ciudad posee la
infraestructura suficiente para recibir visitantes de todos los niveles, es decir, tiene holeles,
restaurantes y centros recreativos de diversos tipos.

2.3. Fisiografia

El area de estudio se encuentra dentro de las provincias de la Wapura sonorense, gue
comprende la subprovincia del Desierto de Altar. En esencia define un sistema de topoformas
con una extensa Hanura con desarrollo de Jomerio con bajada, lomerio con llanura, y campo de
dunas. Las elevaciones topograficas varian desde el nivel del mar hasta los 2,080 msnm,

elevacidn maxima que corresponde a la Sierra La Laguna (CGSNEGI, 1995).

2.4 Geologia.

De acuerdo a la carta geologica de la CGSNEG! (1995), se encuentran dos tipos de suelo:
suelos cualernarios y terciarios, conformados principalmente por roca sedimentaria, se presentan
mezclas de arenisca-conglomerado, lutita-arenisca; y roca Igneo-intrusito-acido, metalvocanica,
la edad gecldgica data del cretacico.

2.5 Clima

En el Vaile de Mexicali, de acuerdo con la canta estatal de climas de CGSNEGI (1995), el area
de estudio presenta un clima muy seco y calido BW(h'), la precipitacion mas alta se da en los
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meséé. de égdstb é .septiem'bre c'on ﬁedias de 45 a 49 mm, by las minimas se registran en abril,
mayc y junio, son inferiores a los 4 mm. la precipitacién media anual es de 76.8 mm; la
temperatura media anual es entre 22 a 24°C, la temperature extremas maxima mensual

corresponde a agosto con 45.9°C, la temperatura  minima mensual se registra en el mes de
enero con 14°C (CNA.A 1998).

26 Veggtacion

De acuerdo a la carta de uso de suelo y vegetacion (CGSNEGI, 1996), la vegetaéibn de la zona
se encuentra dominada por manchones de matorral sarcocaule, las especies mas
representativas son Ambrosia dumosa (hierba del burro), Larea lridentata (gobernadora),
Fouguieria splendens (ocolillo, palo adan), Alrplex sp. (chamizo), Aloysia sp. (vara duke),
Clopipia suaedasfolie (saladilla), asf como escasa vegetacion de besque de encino-pino (1% de
la superficie municipal).

Es importante resaltar que la vegetacidn ha sido fuertemente alterada principalmente por las
actividades humanas, como son el crecimiento de la poblacidn, las actividades agricolas e
industriales, que han ocasionado que la vegeatacion original se esté perdiendo. Por otra parte, la
peblacién uliliza las planlas mencionadas en forma muy variada, ya sea como uso medicinal,
ornamental y combustible, ademas de servir como material de construccion,

2.7 Hidrologia

El Valie de Mexicali es una extensa regidon que esta muy cerca del Valle imperial en el sudeste
de California. Es un ambiente desértico donde existe un extenso sistema agricola que depende
de una compleja red de canales artificiales y cuerpos de agua para su irrigacion, que se ofiginan
del Rlio Colorado, que inicia en las partes altas de |las montafias Rocosas del Colorado. El agua
proviene del deshielo y las lluvias de esa region y se complementa por los rios Gunnison, Green,
San Juan, Little Colorado, Virgin y Gila. La corriente principal |a constituye el rio Colorado, el cual
es de caracter internacional. Al entrar en la Republica Mexicana cruza de norte a sur al Distrito
de Riego 014, dividiéndose en dos regiones agricolas, ubicadas en ambas margenes del rio, el
Valle de Mexicali y el Valle de San Luis, formando la parte mas baja de la cuenca. E! recorrido
total en nuestro pais es de 183 km y aporta 2650 millones de m® anuales de agua. Lo reducido
de la cuenca del rio Colorado y la escasa precipitacion en tersitorio mexicano, traen como
consecuencia que practicamente no existan escurrimientos. Las dos regiones son regadas por
gravedad, asi como con pozos de bombeo; las aguas que se utilizan son diferentes en cuanto a
su composicion quimica, siendo de mayor salinidad las aplicadas en el Valle de San Luis por
utilizar aguas de drenaje agricola del Valle de Yuma, Arsizana (CGSNEG!, 1996).
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2.8 Agricultura

La agricultura que se efectua es de riego con labranza fnecanizada, se emplean fertilizantes y
) pesticidas. Las técnicas de riego utitizadas son por gravedad y goteo. Los cultivos principales
. son 'en‘generél de ciclos anuvales y perennes. Se cuh‘rva-haba_ Sandia, ‘melon, lechuga, repo:io,
hlgodbn cebada, alfalfa, frijol entre olros. Se obtienen rendimientos medios o alios de los

principales cultivos, por lo que la produccion se destina al comercic nacional, internacional,
regional y al autoconsumo. o
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3. OBJETIVOS

' 31 vajefivo general

Determinar la presencia y d-stnbucron de las AVL potencialmente palégenas en 16
canales de riego del Valle de Mextcah Baja California.

32 Objetlvos particulares -
Aislar e ldentificar las amebas de vida hbre de los canales de riego del Valle de
 Mexicali,
. Determinar la frecuencia de las amebas de vida libre en los canales de riegc
. Conocer fa relacion entre la presencia de estas amebas con ia aparicion de bacterias
totates 'y coliformes fecales y los parametros ambientales (lempératura amblental y del
agua. oxigeno disuelto, pH, conductividad, cloro libre residual y sélidos suspendidos).
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4. MATERIAL Y METODOS |
41 7Métodos de éampfo. ‘

Se llevarcn a cabo tres ‘muestreos para esté trabajo, "comp?eﬁdiehdo aquellas épocas mas
calurosas det afo r.‘,oﬁn marcados cambios aﬁ'obiéntales de temperatura, esto con el fin de evaluar
. silas temperaturas ambientales elevadas en.MexécaIi tienen 'ir_,\ﬂuencia'en la poblacion de AVL y
relacionar su presencia en el agua con los brotes de encefalitis que se dan anualmente en la
regidn. Los meses considerados fuéron marzo de 2002, septiembre de 2002 y octubre de 2003.

© La seleccion de los cana]és de agua de riego en Mexicali, Baja California, se hizo con los
criterios de cuales aran los mas populares para nadar y porque en la historia cMinica de varios de
los padentes reportados con encefalitis se anoté que habian nadado en a'lgunos de esos

cuerpos de agua, una a dos semanas antes de haber adquirido la mfecc:én (Lares y Ontiveros,
com. pers.) (Lares-Villa et al, 1993).

Los canales muestreados (primero y tercer muestreo realizados en marzo de 2002 y octubre de
2003) fueron los siguientes:

Independencia ({Ley)
Abasolo

Tulicheck Ejido Xochimilco
Canal Irapuato

Ladrillera 1

Ladrillera 2

Alimentador del Norte (Chuma)
Represa Morelos

Coronita

Silva Sur

Nayarit

Oaxaca

Morelos (independencia)
Moarelos (chapoteadero)
Sitva Sur 2

Islas Agrarias B
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Para el segundo muestreo (septiembre de 2002), por cuestiones técnicas. se eligieron los
“"siguientes siete canales: R

Coronita- -~ —--—
Nayarit

" Oaxaca -

Canal irapuato

Islas agrarias B
Abasolo
Independencia (Ley) -

4.2 Muestreo y procesamiento de las muestras
. La toma de las muestras de agua para lo$ andlisis de -I_aboratorio se efectud .de la siguiente
manera; N

Para la identificacion y cultivo, se tomaron muestras de 1 L de agua, de cada uno de los canales,
en frascos de polipropileno de boca ancha previamente esterilizados. En todos los casos las
muestras de agua fueron transportadas al laboratorio a temperatura ambiente en 32 horas.

En el muestreo | y I! se tomaron muestras a 10 cm por abajo de la superficie, sin embargo para
el muestreo !l se analizaron otras profundidades de los cuerpos de agua que originalmente rio
estaba contemplada en los objetivos del trabajo. Para determinar la presencia de 'eslos
organismos en olras zonas del cuerpo de agua, se tomaron muestras de agua a 10 cm. por
debajo del espejo del agua (iguat que en el muestreo | y I} Debido a que los canales son muy
someros y su profundidad varia entre 0.30 cm a 2.6 m se decidié tomar muestras a dos terceras
partes de de la profundidad total (Tabla 18. Apéndice 2) y una tercera muestra que consistio
tomar sedimento adherido a la pared del canal (perifiton).

4.3 Medicién de factores ambientales.

Determinaciones en el campo. Las determinaciones de los factores fisicoquimicos se realizaron
superficialmente con el fin de establecer su relacién con los aislamientos amebianos obtenidos.
Pruebas realizadas para el muestreo |,y 1i:

Conductividad, con el conductimetro Walklab Trans Instruments LTD.

pH, con un potenciémetro pHTestr 2 Oakton Instruments.
Oxigeno disuelto (OD) con un oximetro digital Hanna Instruments modelo HI 9143.
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Termperaturas con un termometro digital Hanna modelo HIS050. .

Coliformes totales determinadas con un kit dé muestréo™ Coli Count Water Tester “Millipore
Bedferd,‘MA_

Pruebas adicionales realizadas para el muestreo Iii.

Bacterias heterdtrofas totales determinadas con un kit de muestreo Total Count Water Tester
Millipore, Bedford MA.

Cloro libre residua! determinado por el método cblorimétﬂqo orlotoluidina con el Kit-para
determinar cloro libre Hanna HI3B31F. R ’

Solidos suspendidos, fijos y volatiles. Muestras por duplicado fueron enviadas en un lapso menor
de 48 horas al laboratorio de Bioprocesos Ambientales del Instituto de Ingenieria Ambiental de ta
UNAM para ser determinadas de acuerdo al método 2540.D, segun APHA, (1992).

4.4 Métodos Experimentales
4.4.1 Aislamiento y cultivo de AVL

Aislamiento de amebas de amebas de vida libre se realizé por concentracidn de 1as muestras por
filracion y centrifugacién. Las muestras se procesaron segun el método descrito por De
Jonckheere (1987) para aislar amebas de vida libre.

Volimenes de agua de 50 mL se centifugaron a 1500 x g durante 1C minutos, se desechd el
sobrenadante y el sedimente se incculd sobre placas con medio de agar no nutritivo con
Enterobacter aerogenes (medio NNE) muerta por calor (65°C durante 30 minutos, Apéndice 1) la
cepa bacleriana es empleada como fuente proteica para que las amebas se alimenten (Rivera el
ai., 1981, De Jonckheere, 1987; Kalinina y Page, 1992).

Las placas de Petri inoculadas de esta manera se guardaron de forma invertida dentro de bolsas

de plastico, para evitar su desecacion (Delatre y Oger, 1981; Martinez, 1885, Rivera ef al, 1992,
1994). '

Los cultivos en agar se incubaron a 37°C por 24 horas con el fin de obtener un crecimiento de
todas las AVL. Transcurrido este tiempo las placas fueron observadas bajo el microscopio
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invertido Nikon TS 100 y se separarcn de cada placa de agar NNE todos aquellos organismos de
forma y tarnafio diferentes extrayendo un troze de agar en condiciones de esterilidad. Este .
procedimiento de clonacién sirvio para aislar cada una de las Cepas. Las amebas separadas de
asta forma fueron sembradas en medio NNE nuevo y se reincubaron a 37°C por otras 24 horas.

442 Icienﬁﬁcacibn marfologica.

La identificacién de las AVL se realizo con base en caracteristicas morfologicas. El paso inicial
fue la observacion de los trofozoftos y guistes en un microscopio de contraste de fases,
utilizando las claves taxondmicas de Page (1966, 1975, 1978,1988) y de Pussardd y Pons
{1977). Las muestias fueron observadas directamente a 40 X. Se tomaron las medidas de 50
trofozoitos (Jongitud y ancho) y 50 guistes (diametro), reponanda media moda, rango, desviacién
estandar, tamano de la muestra. Se registraron las diferentes formas adoptadas por el trofozolto
y quiste de cada uno de los organismos identificados.

Para obsetvar los aislados, se hicieron preparaciones tefiidas con la tincion tricrémica de Gomori
{modificada por Cerva, 1971). Se hizo el registro fotografico de estas preparaciones en el

fotomicroscopio a 800 y 100G X en contraste de fases. Detalles de la tincion empleada puede
consultarse en’el Apéndice 1.

4 4.3 Prueba de transformacion amebollageiar

Todos los aislados se analizaron para determinar si tienen capacidad de transformacion
ameboflagelar.

Esta prueba consistié en colocar gotas de agua destilada sobre ta superficie de una caja de NNE
inocutada con la ameba que se sospechaba pertenecia a la familia Vahlkampfiidae y se incubt a
37°C durante dos horas. La placa se observd con el microscopio invertido a intervalos de 30
minutos para observar la presencia de formas flageladas Cuando esta prueba era positiva las
amebas se clasificaban en la familia anterior con posibilidades de tratarse de Naegleria fowleri
{(Rivera y Paz, 1978, Rivera, ef a/, 1978 a, b; De Jonckheere, 1988).

4.4 4 Axenizacion

Todos los organismos amebianos que se desarrollaron, se pasaron a un medio liquido libre de
bacteria con suero fetal de bovino. La impontancia de axenizar a los aislados es para asegurar

que en las pruebas de palogenicidad con ratones y en las pruebas de biologia molecular,
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tengamos a la ameba sin ninguna contaminacion bacteriana que pudiera producir errores en los *
resultados. Los trofozoltos se transfirieron a los tubos de cullive con medio liquido cortando
pequefios trozos de las placas de agar NNE en donde se enconiraba crecimiente amebiano y se
incubaron a 42°C, manteniendo los Alubos»incﬁnados y sin agitad()n con el fin de que las amebas
pudieran adherirse a |a superficie del tubo (Dé :Johckhéere, 1987).

Los medios liquidos que se utilizaron para axenizar. fueron: medio PBSGM (Phosphate
Bactocasitone Serum Glucose Medium) o medio Chang,' Bactocasitona al 2% y medio PYNFH,
(Phosphate: Yeast: Nucleic acid: Folic: Hemin), (Ver Apéndice 1), para evitar contaminacion
bactariana, se agrego penicilina sodica, estreptomicina y kanamicina en concentraciones de-200
ug/mL, las amebas no se ven afectadas por los antibidticos. o

4.4.5 Analisis estadistico A

En el andlisis estadistico, se obluvo el coeficienlte de correlacion de Pearson (prueba
paramétrica) entre la presencia o ausencia de amebas y todas las variables ambientales

medidas en las colectas, los calculos fueron realizados en el programa Statistica version 6.0,
1988,
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5. RESULTADOS

5.1. AVL en lés muestras colectadas.

Se reaﬁzéron tres muestreos en 16 canales de riego en el Valle de Mexicali, Baja California,
durante marzo y septiembre de 2002 y octubre de 2003 con el fin de detectar y determinar la

_ disribucion de AVL en los canales de riego.”

. En el muestreo | (Tabla 3) se estudiaron 16 canales de tiego en el Valle de Mexicali, en el Estado
de Baja California, durante el mes de marzo de 2002. Nueve de los canates fueron positivos en
la deteccion de AVL dando un tolal de 16 aislamientos. Los géneros de amebas mas
frecuentemente aislados fueron Naegleria y Hertmannelia con cuatro aislamientos, siguiéndole
Vahlkampfia, con tres. E| mayor numero de aislarientos {tres) se present6 en ei canal Coronita

con tres y el menor numero en los canales Silva sur, Represa Morelos y Nayaril con un solo
aislamiento.

El 75% de los aislamientos de AVL con mayor potencial patégenc (Vahlkampfia, Naeglena,
Acanthamoeba y Hartmannella) fueron obtenidos en los nueve canales gue resultaron positivos
en la deteccidn de AVL.

Tabla 3. Géneros aislados de AVL determinados en muestras de agua superficial de canales de
riego. Muestreo |, marzo, 2002

Lugar Vahikampfia Naeglerla Hartmannella Acanthamosba Rosculus  Willsertfa  Totalde
aislados

Coronita 1 1 1 3

Abesolo 1 | 2

Ladcrillera | 1 1 2

Ladridera If 1 1 2

Tulicheck. 1 1 2

Ejido

Xochimilkco

Morelos o

{chapoteadero)

Independencia 1 1 2

(Ley)

Silva sur 1 1

Represa 1 1

Morelos

Nayarit 1 1

Subtotal 3 4 4 1 3 1

Total 16

En el muestreo Il (Tabla 4) corresponde al mes de septiembre de 2002, se estudiaron siete
canales de riego, los resultados muestran un tolal de ciete aislamientos de AVL. El canal de

riego con mayor nimeros de aisiamientos de AVL resultd ser Islas Agrarias, estas pertenecen a

25



los géneros Nasegleria y Vahlkampfia, en el canal Oaxaca ro se obtuvieron aislamientos. Los
géneros de amebas mas frecuentemente aislados tueron Naegleria, Vahlkampfra com tres y dos

aislamientos respectivamente, también se aislaron crganismos del género Thecemoseba.

Tabla 4. Géneros zislados de AVL en muestras de agua superficial. Muestreo I (Sepﬁemﬁre
2002). ’

Lugar Naegleria Thecamaeba Vahkampiia Acanthamoebs Total ds
. . . aislados
Coronita 1 0 0 0 1
Nayarit 1 0 Q 0 1
Oaxaca 0 0 0 0 0
Irapuato 0 1 0 Q 1
Islas agrarias B 1 0 1 0 2
Abasolo 1 0 -0 0 1
Independencia (Ley) ¢] G 1 0 1
‘Subtotal ' 1 2 0

Total 7

En el muestrec Iil (Tabla 5), realizado en el mes de octubre de 2003, trece de ks dieciséis
canales muestreados fueron positivos en [a deteccién de AVL, los canales Alimentador Norte,
Silva sur y Silva sur 2, se encontraban secos al momento del muestreo, cbteniendo un total de
30 aislamientos. En el canal Coronita se regisaé el mayor namero de aislamientos con cinco,
corespondientes a los génercs Vahikampfia, Nasgleria. Hartmenneila, Acanthamoeba y
Amosba, Yos cuatro primeros con polencial patogeno, mientras que el canal Tulicheck-

Xochimilco, Independencia Morelos, Represa Morelos y Oaxaca registro el menor nimero de
aislamientos con uno.

Los géneros mas frecuentemente aislados fueron Naegleria y Acanthamoeba con seis
aislamientos, Vahlkampfia con cuatro. En este sentido 40% de los aislados de AVL. con mayor
potencial patogeno (Nasegleria, Vahlkampiia, Hartmannella y Acanthamoeba) se concentraron en
los canales Coronita, Ladritlera 1I: Nayarit, Islas Agrarias e Independencia (chapoteaderc). En el
muestreo |1l se aistaron génesos indcuos hacia el ser humana como Mayoredla, Amoeba, Vanella
y Platvamoeba ausentes en los dos primeros muestreos.
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La abundancia y distribucién de organismos encontrados en cada canal y en las tres diferentes
tomas de la muestra en este muestreo Il se presenta en la Table 6. El- mayor nimero de
aislamientos tantc en superficie como en per.ﬁton fue para el canal Coronita y Ladrillera Il con
tres aislamientos asi como-canal Abasoclo y Ladrillera Il con dos aislamientos respectivamente. -
*.'En el muestreo a dos tercios de profundidad total el mayor nimero de aislamientos se obtuvo en
los canales Coronita -Represa Morelos & Irapuato con tin aislamiento.

'Ei mayor nimero de aislamientos considerando el tlpo de muastreo se registrd en el penﬁlon con
13 aislarmientos y 14 en el muestreo superficial y ta menor se reygistro a 2/3 de proTundidad con
dos aislamientos. EI muestreo superficial presentd el mayor nimero de aislamientos de géneros
potencialmente patlégenos con diez predominando Acanthamoseba y Naegleria.

) 'Tablia'_& Géneros amebianos aislados en diferentes microhébitats durante muestreo i,

" _Ejido ¢ canal ] . uR
Muestreo superficial Muestreo 213 Perifiton
Irapuato Acanthamoaba spp. Rosculus Pilatyamoeba -
Represa Movrelos Nasgleria
Ladriliera 0 Rosculus Naeyloria
Acanthamoeba spp. Vaneila
Willaertia
Morelos {Independencia) Thacamosba
Morelos (chapoteaderc) Maaglera Vahikampfia
Oaxaca Naegleris
Independencia (Ley) Rosculus Vanefla
Islas Agrarias B Vanella Acarthamoeba spp
Hartmannefia
Abacolo . Vahtampla
Willaeitia
Coronita Acanthamoaba spp. Vahikampfia Amoeba
Hartmannella
Naeglera
Tulicheck Ejido Xochimilco, Acanthamoeba spp
Nayar#t Naegienia
Ladrillera Acanthamoeba spo. Mayoreila
Cana! alimentador norte
Silva sur*
Silva sur 2*

* Canales secos

Finalmentle los géneros mds frecuentemente aislados fueron Naegleria, Vahlkampfia y

Acanthamoeba can 32 organismos, mientras que Mayorella, Amoeba y Thecamoeba presentaron
tres aislados (Tabla 7).

Tabla 7. Total de Géneros amebianos aislados en los tres muestreos en Mexicali, B. C.

Género No. de aislamientos
Naegleria 13
Vahlkampha 9
Acanthamoeba 9
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Hartmannelia

_Rosculus
Willcertia,
Vanella-

_ Thecamoseba
Mayorefla
Ameeba .
Piatyamceba
Totat

NoiLsapwond

w

En la Tabla 8 se muestra el namero de aislamientos obtenidos durante los tres muestreos, con
53 gimnamebas, - - ‘

_ Jabla 8. Nimero de aislamientos por canal en ires_muvo;c‘tr_eos en Mexicali, B. C.

Lugar : No. de aislamientos

Coranita

Ladriflera Il

Abasolo

Irapuato

Islas Agrarias B

Nayarit

Ladrillera |

Morelos (Independencia)

Fulicheck Ejido Xochimilco
Independencia (Ley)
Represa Morelos

Morelos (chapoteadero)
Oaxaca

Canal alimentador norte
Silva sur

Silva sur 2

Total

flocoANNLWWWALSERAN®O

Tomando en consideracién la toma de la muestra en superficie durante los tres muestreos, el
mayor nimero de aisiamientos se presento en el muestreo | con 16. Los canales que mostraron
un incremento en el numero de aislamientos respecto del muestreo | al realizado en el mes de
octubre (muestreo II1) fueron: Ladrillera Il con un incremento de frecuencia de 2 a 3 aislamientos,

también ocurrieron aumento en lrapuato, Chapoteadero, Independencia Ley e Islas Agrarias B.

La ubicacitn espacial de los aislamientos amebianos en los diferentes canales estudiados se
muestran en la figura 2.Un aspecto interesante es la proximidad gue guardan los diferentes
aislamientos con la poblacién humana. Unicamente Independencia ley, dentro de la ciudad de
Mexicali, el resto corresponde a la zona rural, dotados con los servicios publicos indispensables,
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excepto los ejidos Silva sur y Silva sur 2 7Lacrjrilier; i ry 1, qué Vt‘:;recen demsistema de
alcantarillado, sin embargo utilizan fosas sépticas para sus necesidades fisioldgicas, no obstante -
se descarla la infillracién de desechos humanos hacia los cuerpos de agla, 't;uesto que los
canales estan revestidos de-concreto. - - -

No. Canales de . Alslado  Género
H - MUBSreo amebiano
L 1 independancia - 2 Vehikemplia
! (Ley) ) K
. 2 Coronita . b Nasaglaria
. 3 Tuficheck Ejido ¢ - Hartmennella
< Xochimico
. 4  Irapuato d Acanthsmoeba
: 5 ' Istas agraras B - 3 Rosculus
a 8.~ Abssolo -- r Wilgartia
7~ Nayart e Thecamoebe
8 Owmcy - h Mayorela
9 Sivesur2 i Amosba
10  Siva sur J ~ Vanella
11 Mormelos
(Independencia)
12 Morslos
(chapoteadero)
13  Canal
alimentador
norte
14 Ladrilleral
15  Lagrilera il
16 Represa
Morelos

Figura 2. Ubicacion espacial del total de los géneros amebianos aislados determinados en los

tres muestreos en el Valle de Mexicali, B. C (muestreo |: marzo. 2002; muestreo II: sep. 2002,
muestrec llI: oct.2003).

5.2. Factores ambientales

5.2.1. Determinaciones en campo.

Temperatura del agua.

De 1a informacion contenida en las figuras 3, 4 y 5 se resumen las temperaturas medidas durante
los tres muestreos, la menor temperatura registrada coirespondio para el canal Represa Morelos
con 16.0°C y la temperatura mayor fue de 31.8°C para el canal Irapuato en el muestreo II,
tambien se observa que en el transcurso de los tres muestreos hubo cambios drasticos en la
iemperatura det agua, en el muestreo | se presentaron las temperaturas del agua mas bajas las
cuales no sobrepasan los 20°C , excepto en el canal Morelos (Chapoteadera) con 25°C, los
valores que se alcanzan en el muestreo |l son de 30°C a excepcion del canal Coronita y Oaxaca.
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En ei muestreo I} hubo un comportamiento homogéneo no hay una separacidn marcada en la
“temperalura en los diferentes canales que va desde los 20.8 a 28.1°C. - '

..

E

Canales
DAgua SAlslados BAmbiente

Figura 3. Temperatura del agua y el ambiente v nimero de aislados de AVL durante el muestreo

I, marzo 2002. El digito sobre la barra de los aislados representa el nimero de amebas

recuperadas de cada canal.
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Figura 4. Temperatura del agua y el ambiente, y nimero de aislados de AVL durante el muestreo
It, septiembre 2002
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Figura 5. Temperatura del agua y el ambiente, y numero de aislamientos de AVL durante el
muestreo I}, octubre 2003.

Temperatura del ambiente.

De la informacion contenida en las figuras anteriores (4, 5 y 6) se representan la temperatura
ambientai en el transcurso de los tres muestreos. En la Figura 3 se observa que el valor minimo
fue para el canal Abasole e independencia Ley con 21.0°C en el muestreo | y la mayor
temperatura se registro en el canal Coronita con 47.8°C en el muestreo Il (Figura 5). Cabe
sefialar que los valores de la ternperatura ambiental para el muestreo | fluctuaron entre los 20 y
36.5°C (Figura 3), como se puede ver en |a figura 4, en el muestreo |l se presentaron los valores
mas altos sobrepasando los 40°C, excepto los canales Nayarit y Coronita. En el muestreo Il la
temperatura vard en B8°C con respecto al muestreo Il, los canales Coronita y Tulicheck Ejido
Xochimilee alcanzaron los 45°C en el altimo muestreo (Figuras 4 y 5).
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Oxigeno disueito.

En las figuras 6, 7 y 8 se representa la concentracion de oxigeno disuello a lo targo de los tres
muestreos. En ellas se cbserva que la minima concentracidn se -encontr6 en el canat lrapuato
con 3.1 mg/L en el rnuestreo HI (Figura 8) y la mayor concentracién fue de 18.7 mg/L en el caral
Ladrillera I! (Figura 7) en el muestreo . Este parametro presento una gran variacién en los
canales de riego durante los tres muestreos de forma tal que los valores ebtenidos van desde los
10.5 mg/L para el canal irapuato, en muestreo | hasta 3.1 mg/L 2n el muestreo II1,- en el caso del
canal Ladrillera It, la variacion fue de 18.7 mg/L en el muestrec { disminuyendo a 5.7 mgiL en el
muestreo lil; en el canal Ladrillera | ocurmié una disminucién de oxigeno disuelto de 10.3 mg/L en '
¢l muestreo | y en el muestreoill 3 5.1 mg/L.

20
18 ) ]
16 | '
14 n
12 :
oD mgiL 104 |
el
645
adl"
241"
1

Figura 8. OxIgeno disuelto, durante el muestreo i, marzo, 2002.
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Figura 7.0xigeno disuello, durante el muestreo I, septiembre, 2002.
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Figura 8. Oxigeno disuelto, durante el muestreo Il), octubre 2003

pH

Los valores de pH de las figures 9, 10 y 11 muestran las medicionss de pH encontrades en los
tres muestreos. Las mediciones de pH indican un valor minimo de 7.7 en el canal lrapuato en e!
muestreo 1 (Figura 9) y e! mayor valor de 9.7 para el canal Morelos (independencia), en el
muestreo Il (Figura 11). Los valores para los olros sitios de muestreos indican gque los canales
de riego no estuvieron sometidos a cambios de pH amplios, oscilando entre 8.0 y 8.9 de pH en
los tres muestreos, variaciones de una unidad se registraror en el canal Coronita (8.4) en el
muestreo | que ascendié a 9.2 en el mueslreo 11l & Morelos (Independencia) que registro un pH
de 8.4 en el muestreo | gue ascendit a 9.7 en el muestreo 1L
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Figura 11. pH del agua, durante e! muestreo Ill, octubre 2003

Conductividad.

;

En las figuras 12, 13 y 14 se observan los valores de conductividad encontrados en los canales
de riego para los tres muestreos. El valor minimo encontrado fue para el canal Morelos
{chapoteadero) con 903 (uS/cm) en el muestreo | (Figura 12) y el valor maximo fue de 5322
nSfcm para el canal Irapuato en el muestreo Il (Figura 14). Los valores de conductividad
medidos en lodos los canales de riego se mantuvieron estables durante los tres muestreos, no

rebasando los limites de 2000 pS/cm. Esta observacion se aplica individualmente para cada
canal de riego.
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Figura 12. Conductividad durante el muestreo |, marzo 2002
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Figura 13. Conductividad durante el muestreo il, septiembre 2002
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Figura 14. Conductividad, durante ei muestreo 1li, octubre 2003

Cloro libre

Con los antecedentes dei muestreo | y I, se realizaron para el muestreo Ill la determinacion de

cloro libre, ios datos medidos en todos los canales de riego mostraron ausencia de cloro
{<0.0tmgiL).

Coliforrnes totales

En las figuras 15, 16 y 17 se representa el numero de coliformes totates en UFC/100 mL
{unidades formadoras de colonias UFC) registradas en los tres muestreos, se observa ademas
que el valor minimo fue de >0.5 UFC/100 mL para Tulicheck Ejido Xochimilco, Siiva Sur y
Morelos (chapoteadero) mientras que el canal lrapuato presentd el valor maximo con 2900
UFC/H00 mL en el muestreo | (Figura 15), asimismo se observa una disminucion del nimero de
coliformes totales en el canal trapuato y Coronita en el transcurso de los muestreos, se destaca
también que en e! resto de los canales hubo un aumento en la concentracion de coliformes
durante los analisis, Esta observacion se aplica individvalmente para los canales Morelos
(chapoteadero) y Tulicheck Ejido Xochimilco que muestran un aumento de >0.5 UFC a 600 y
1800 UFCHOG mL de agua respectivamente. En la Figura 17 se puede observar que en el
muestreo |ll se presentaron los valores mas elevados de coliformes totales y en el muestreo | los

valores mas bajos. Durante las observaciones de campo fue posibie detectar viviendas y en ta
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periferia de los campds agl;lcolas el cambio de uso de suelo 2 fabricas maquiladoras por o que R
es posible que existan vertidos ilegales de aguas residuaies, lo que exphcaria Iz presencia de
coliformes totales. T
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Figura 15. Coliformes totales durante el muestreo |, marzo, 2002
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Figura 16. Coliformes totales durante el muestreo !, septiembre, 2002
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Figura 17. Coliformes totales durante el muestreo Ill, octubre, 2003

Bacterias heterotrofas totales

£1pu

4
FORION P |

En la Figura 18 se muestran los resultados de baclerias heterdtrofas lotales determinados solo
en el muestreo HI, la concentracion maxima fue de 4.32 X 10* UFCHM00OmML en el canal lrapuato. y

la minima de 2.3 X 10° UFC/100 mL en Represa Morelos.
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Figura 8. Bacterias totales durante el muestreo lll, octubre, 2003
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" Durante el muéstreo lll, los canales de riego no esluvieron sujeios a variaciones en el pH y
oxlgeno disuelto, las mediciones a diferentes profundidades asi lo indican. Por ejemplo, el cana

- -- Tulicheck Ejido Xozhimilco con 2.6 m de profundidad, el pH en la superficie-y a dos tercios de
profundidad, registro un pH de 9.2; el canal Represa Morelos con 2.5 m de profundidad presenté
el mismo comportamiento, tal vez por lo somero de-los canales.

5.2.2 Determinaciones de parametros fisiccquimicos complementan’bs.

Para el muestreo !l se midieron aquellos parametrus relacionados con la materia organica
presente en los canales de riego. Los andlisis aplicados fueron sélidos suspendidos totales
{SST), solidos suspendidos fijos (SSF) y sélidas suspendidos volatiles (S5V).

En la Figura 19 se muestran os resultados de los obtenidos para los solidos suspendidos en los
canales de riego. La concentracién maxima fue de 228 mg/l. (SST), encontrada en ¢l canal
Irspuato, 'a menor concertracion se regisird en el canal Represa Morelos con 4mg/L de SST.
Los valores obtenidos de este parametro para el resto de 105 canales de riego oscilan por debajo
de los 100 mg/L, a excepcién del canal Islas agrarias que alcanza valores de 169 mg/L de SET. '

s § § ¢ § £ § §# § ; ¢ i
2 A A T U T T A R
4 s = " g H
]
Canales

OssT BSSF QSSV

Figura 19 Sélidos suspendidos durante el muestreo Iil, octubre, 2003
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5,2.3 Prueba estadlstica.

Para establecer de manera confiable una posible relacién entre las amebas aisladas y los
parametros ambientales medidos, se obtuvieron los indices de correlacién de Pearson (prueba
estadistica paramétrica). En el andlisis se emp'earon dos conjuntos de-dalos cada vez, para

buscar una posible relacién entre el nimero de aislamientos contra cada uno de los parametros
- _ﬁsiooqu'imic_os analizados {Tabla 9).

Tabla 9.Coeficientes de correlacién de Pearson entre nimero de aistamientos y los parémetros
fisicoquimicos, N=30

Variable 1 Variable 2 R’ P
.. Aiglamientos Temperatura del 0.0766 0.923
Superficle agua
o Temperatura 0.0798 0.644
arnbiental ’
“pH -0.0360 0.835
oD -0.0206 0.859 -
Conductividad 0.0226 0.896
Coliformes. 0.0658 0.703
totales
Barterias totales 0.5355 0.590
" Sohdos 0.5185 0.680
suspendidos
totales
Sdlidos 05229 0.670
suspendidos Mjos
Sondos 0.4944 0.086
suspendidos
volatiles
Aislamientos Bacterias lotales 02144 0.482
213
Sdlidos 0.1569 0.519
suspendidos
totales
Solidos 0.1370 0.655
suspendidos fijos
Sdlidos 04051 0.170
suspendidos
volatiles
Aislamientos Bacterias totales n.3818 0.198
parifiton
Sdtidos 0 2849 0.345
suspendidos
{otales
Sélidos. 2.3188 0.288
suspendxios fijos
Sélidos 7 1955 0.522
suspendidos
voldtiles

En e! apartado de discusion de resultados se comentaran las cifras obtenidas con esla prueba
estadistica.
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5.3 ldentificacion de los aislamientos.

5.3.1 Morfologla. Mediciones morfométricas

De la tacta 10, 11y 12 destaca las estifriaciones obtenidas de amebas creckias en medios NNE
. de 7ai0diasdec —ec1m|ento a temperatura ambiente de los tres muestreos realizados durante
el presente estudio.

Tabla 10.Morfometria; Estimacidn de trofozoltos y quistes de AVL aisladas de los cariales de
riego en Mexicali, B. C. Muestreo | (marzo, 2002)

lntewalo () med:a (K;. Desviacsén ‘estandar (DS), tamafio de la muestra (n); Moda (mo); medida

en micrometras

Lugaf AVL aislada trofozolto quiste amehofiagelado
largo ancho
Coronita Naegleria 1=7.03-16.45 1=3.05-11.75 1=7.05-11.75.
ssp X=11.94,0552.26 | X=8.93,05<2.25 X=9.87,05=1.26
mo=14,1,n=50 mo=7.05; =50 Mo=9.40, n=50
Tukchek Ejido Vahikamplia |1=7.04-30.55 23594 1=7.05-11.75
Xochimilco aberdomica | X=15.55; DS=8.4 | X=6.48; DS=2.40 X=10,25,05=1.82
m5=11.75n=50 | mo=4.7 n=50 Mon11.75, n=50
Ejido Nayarit Naegleria 1= 9.56-23.9 I= 2.39-9.56 1=4,78-11.95
gruberi X= 14.62, DS=|X=578;,DS=1.69 |X=7.46,DS= 240
a3 mo=4.78 n= 50 mo=7.67, n= 50
mo=11.95; n=50
Silva sur Vahfkampha | 1=9.48-33.18 X=|1=4.74-11.85 1=4.74.9.48
inomata 16.47, DS=€. 51 X=9.0; DS=4.87 |X=7.42,D5=20
mo= 11.85; n=50 |me=7.11;, n= 50 mo=7.31;n=50
Represa Naeglaria 1= 7.17-21.55 1=2.39-11.56 1=4.74-9.48
Maorelos ssp X=12.01;D8=3 42 | X=5.44,D5=2.26 X=9 01, DS=2.3
mo=11.95,n=580 | mMo=717;n=50 mo=948:n=50
Ladrillera | Naogleria 1=7.05-14.1 1=2.35-7.05 1=7.05-11.75 Largo | A. A
fowlerni X=9.87.:05=1.84 |X=50;D5=112 X=8.79;05=1.56 post. |am.
mo=9.4,n=50 mo=4.7.n=50 mo=9.4:n=50 1222 |948 1474
Ladrillera i A casteffanii | 1=11.95-16.02 1=4.78-9.56 1=7.05-16
X=11.95DE=2,30 | X=5.78:P5=1.23 *®=13.9505=2.46
mo=14.02,n=50 | mo=4.78n=50 mo=14,20,n=50
A. polyphaga IR=6.3-23.2 t=478-7.3 X=6.72|1=9.4-17.95
X=14.0,D5=2.9 :DS=31 X=12.8;08=3.5
mo=13.20;n=30 mo=5.8;D51.6 mo=16.8,n=50
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=105.18

F : 112239717, ]i:w-ﬂ.a
culibersoni | X=14.96:05=1.27 | X=6.56,0S=3.1 X=17:D5=1.9
- : - | mo=15.3:n=50 mo=5.1,n=50 mo=16,n=50"
Ejide  Morelos | Rosculus 1=6.9-25.2 125780 =2.377.11
canal lthacus X=12.1:DS=396 |X=4.2:DS=1.86 X=5.02,D5w=1.47
indépendencia mo=16.50:n=50 | mo=2.37'n=50 | mo=4.74,n=50
Canal Abasoio | Roscalus | FTA123.7 F2.37.726 4784 7
- {ithecus | X=13.0.082572 I'X=4.0.05=2.0 X=6 3DS=198 |
mo=14.52:n=50 | mo=2.37:n*50 mo=4.7,n=50 {

Tabla 11. Estimacién de trofozoilcs y quistes de AVL aisladas de los canales de riego muesireo

Il (septiembre, 2002). Intervalo (i);- Media (X); Desviacion estandar (DS) Moda; tamaiio de la

muestra (n); medida en micrometros.

Lugar -

Nayarit

Qaxaca

Irapuaio

Abasalo

Independencia Lay

AVL zislada Trolozolto

- Large Ancho
=9.8-18.8 =47
X=13,77 DS=2.64 X=7.0 DS=1.61
mo= 14.1 =40 mo=7.05 n= 50

N. fowlen - -

- I= 26.07-68.73 1= 21.33-35.55
X=48 67 DS=11.30  X= 28.82 DS=5.28
mo= 47 .47 n=50 mo=23.7 n=50

Thecamoeba

Vahikampfia 1=14.4 1=4.7-11.85
%=23.0D5=4.15 X=7.61 DS=1.81
mo=25.85 n=50 m=7 05 n=50

Naegferfa spp.  1=11.75-23.50 1=7.0511.75
X=18.52 0S=3.44 X=7.94 Dg=2.6
mo=21.15n=50 mo=7.05 n=30

N. fowien =14.22-37.22 1=7.05-14.%
X=23.35DS=6.45 ¥=7.94 DS=2€
mo=25.85 n=50 mo=7.05 n=50

Vahtamphia

(-) aislamiento negativo

Tabia 12. Estimacion de trofozoltos y quistes de AVL aisladas de los canales de riego mueslireo
Il (Octubre 2002). Intervalo (1); Media (X); Desviacién estandar {DS) Moda; tamafio de la

muestra (n); medida en micromelros.

Quiste

1=4.7-11.75
X=7.09 DS=1 61
mo=7.05 n=50

R7.11-14.22
X=9.72 DS=1.61
mo=7.05 n=50

= 7.05-11.75

X= 10.25 DS=1.82
mu=11.75 n=50

1=7 05-14.1
X=1152 DS=2.34
moe=11.75 n=50

=7.11-14.22
X=11.71 DS=2.22
mo=14.22 n=50

1=09.48-16.45
X=12.32 DS=1.96
m=11.85 n=50

trofozoilo quiste
Lugar AVL aistada
algo ancho
Roscidus thacus = 04.11.75 md.,7-9.4 1=4.7-9.4
X=12.22; DS=1.66 X=7.38; D5=1.58 %=7.14;DS=104
mo=7.05; n=50 mo=7.05; =50 mo=7.05; n=50




Platyamoeba

frapuato tm11,75-25.85 R=7.059.4 =11 75-23.5
X=21.09; DS=3.53 Xa7.75; D5=1.07 X=18.0; DS=4 0 ;
mo=23.5; n=50 mo=7.05; n=50 mo=21.15; =50 |
Acanthemoeba spp I=11.75-30.55 m11,75.21.15 1=8.4-18 45 \
e . »{ X=20.74:068=637 - X=18.40; DS=2.05 X=12.89 DS=1.71 |
. mo=2).5; n=50 mos18.8; =50 ma311.75 6=50
Represa Morekos Naegieria spp =18.8-25.88 =9.4-11.75 1= 7.05-11.7%
' . X=24 0: DS=2.17 X=10.20, DS=1.12 X=g. 60, DS=1 47
moe25.88; n=50 - ma=11.75; n=50 mo=11.75. n=50
Willaertia magna 1=23.547 1211.75- 25.85 =14-1-25.85
X=40.00, D5=8.74 Xw20 48, rm50. X=21.87. DS=372
‘me=37.8; n=50 mo=23.5; n=50 moz23.53; (w50
Rosculus ghacus 1=9.4-14.1 |n4.7-0:4 =4 71175
. o . X=11.47, DS=1.80 X=7.24; DS=1.47 Xa7 84.0522 05 |
.- o mo=11.75! ar 50 mo=7.05; =50 mo=T.04; n=50 i
Lagnitera il Vane#a spp B 16.45-282 7.05-16.45 sin Guiste
A= 23.31; DS=3. N1 Amw12.20; DS=2.33 '
- mo=23.5 n=50 mo=13.52, n=50 :
Naegiaria spp . =14,1-28.2 =7.05-11.75 I=11.74-21.15
X=23.70; DS=3.57 X=8.93; DS=1.88 X=1565 DS=2.84
. mo=323.5; n=40 mo=7 05; ne50 me=18.45; =50 _
Acahamosbe spp I=11.7%.28.85 I=11.75-18.8 F9.4-141
. - X=18.71; DS=3.30 | X=12.83; DS=1.57 Ax12.85; DS=1.38
. mo=15.45, n=50 mo=11.75; n=50 mo=11.75; n=5Q
Indapendencia Ejido Morelos Naegleria spp =9.4-14.1 Ra7.05-14.1 :
Aw13-58; DS=2.58 X=9.18; DS=3.01
. mo=23.5; n=s0 mo=11,785; n=50
\ahikamoda aberdoncs =11.75-188 =4 71178 1=4.7-7.05
Ingependencia (chapoleadern) . X=18.80; DS=2.85 X=8.39; 05=175 X=g. 53, DS=0,94
Ejido Morelos mo=13.8; n=50 mo=7.05; n=5C mo=7.05; n=50
Naagieria spp R=7.05-25 85 Rw7.05-14.1 R=7.06-44.1
X=17.02; D§32.50 Xw6,18; DS=3.01 An8.9; D5*2.09 )
_ mo=23.5. n=80 mo=11.78, n380 mo=9.4. =50
Nasgiena spp I=11.75-16.45 1=7.05-11.7% F47.04
Ejido Qaxeca X=18.83; DS=1.72 X=8.50; DS=1.48 A=7.05, DS=1,24
mo=18.48; =50 mong 4, 7.05; n=50 mo=7.05, n=50
Independencia Ley, Centro de | Thecamoeba =ed4-14.1 =7.05-11.75 ND
Maexicai X=13 88; DS=1.08 X=10.2: DS=1.48
mo=14.1; nasd mos11.75; n=50
HastrranneNi vermilomes =11.75-25.85 =7.05-14.10 ND
X=21.10; DS=4.27 X=9.10; DS=2.28
mox25 85 =50 mo=0.4: n=50
Ejido 1slas Agrarias Vane#a spp. 1=16.45-30.55 I=7.05-18.2 -| s quiste
X=24 94, DS=3.82 Xm11.70, DS=28.4
mo=28.2, =50 mo=11.75; =50
Acanthamoeba casteisny =11.75-0.55 m11.7521.15 =11.75-21.15
X=20.7: DS=8,37 X=18.40,05=2.84 X=14.1; DS=1.94
mo=23.5; n=30 mo=11.75; =50 mo=11.75: =50
Colonia Abasolo Wiklaerlia magne 1=23,5-47 =11.75-23.5 |=14,1-25.85
X=37.89; DS=4.65 A=17.58; DS=4.6¢ X=2237; DS=2.47
mos47; na5) mo=23.5, n=50 mo=23.5: n=50
Vahianpha spp =14 1-32.25 =7.05-14.1 1=7.05-14 1
X=23.34; DS=6.44 X=19.08; DS=2.58 X=11.84; D§=2.57
no=25.85; n=50 mo=9.4; =50 mo= 14,1 =50
Ceronita Col. Ahumacitas Amoeha spp 1=18.8-51.7 1214.1-37.8 E14.1-188
X=38.4; DS=8.09 Xn25.24; DS=7.20 X=16.12 DS=2.0
mo=35.25, n=50 mo=28.2; n=50 mo=16.45, n=50
Coronta Col. Al [ verméo 1=21.15-37.6 =8.4-188
X=27.97, DS=5.2| X=12.70, DS02,79
mo=25.85; n=50 mo=11.75; n=50
| Acantramoeba spp 1=11.75-28.2 =8 4-16.8 =7.05-16.45
X=17.37, D5=5.42 X=12 70; DS02.79 X=12 12, 05=205
mo=14.1, n=50 mo11.75 n=50 mo=11.75; n=50
Vahkampha spp 1=14.1-25.26 1=7.05-16.45 129.4-14.1
X=327.54;, DS=4 46 %=10.85; DS=2.20 X=1148; DS=1.74
mo=25.85; n=50 mo=11.75; n=50 mo=11.75; n=50
Naogieria spp 1=23.5-39.95 =11.75-2585 =14.1-10.8
X=34.0; DS=7.30 Am19.65, DS=3.9 X=10.30, D=2.25
mo=39.95, n=50 mo=23.5: n=50 mo=18.8, n=50
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Ejido Xoch:mrico Canal Tucnek | Acantiramoeba spp =16 45-25.85 =14.1.23.5 J=11.75-14.1
. X=22.94. DS=2.47 A=19.24.05=4.60 X=12.83; DS01.18
. . - - mo=18.8: n=50 . mo=18.8; nu50 mo=1t 75 14.1 n= 50
Vahlkampfia atberconica 1=23.5-35.25 =4.7-18.8 =5.4-141
' . . X=30.69;: 062330 - Xn10.33; D522 688 . . . .| Xw12.40: DS=1.453 . .
Epdo Nayarit moa30 55:n= 50 mo=9.4 n=S0 mo=11.75; =80
Neegiens spp. =11,7525.83 1=7.05-11.75 E7.05-14.1
) e - T 1 X=1562;, DSE2 35 X=8.68. D5=2.25 A=0 80; OS=1.50
mo=z3 5 nas0 mo=11.75:n=50 | mo=p.4: n=50
Mayorede spp =16 45-23.5 - =g 4-14.1 i $=14.1.25.85
. X=19.85; D9=1.98 Xn20.48.0524.72 X=21.87; DS=3.72
‘Ladrillera N : mo=18.8; n=50 mo=23.5:nm50 . m=23 53 n=50
Acanthamoeta spo 1=11.75-30.56 =11.7521.15 - 1175141
’ X218.28, 058522 - | X=14.0; DSw225 X=12.78; DS=1.88
Mol } Sy T Mo=14.1; n=50 Tro=]1.75; n=80

Las mediciones de los aisiamientos permitieron identificar ios diferentes organismos tanto en su
fase de trofozolto como de quiste. La media minima promedio.del largo y ancho de la- fase del
trofozoito para el aislado Naegie'ﬁa es de 0.5 ym y pm 9.87 um respeciivamente fue aisladl del
canal Ladrillera I. Sin embargo, ta media méxima de largo y ancho corresponde para el aislado
Nasglenia detenﬁinado en el canal Nayarit y Coronita con una estimacién de 6.98 pm y 14.62 pm
respéctivamentq. El tamaiio promedio de jos quistes igualmente muesfra diferencias, la media
minima comesponde al aislado Naegleria del canal Nayarit con 7.46 um, la méaxima promedio es
de 9.87 um aislade en el canal Coronita. El género Vahlkampfia muestra diferencias menos
pronunciadas, el promedic minimo del jargo del trofozolto corresponde al alslado del canal
Tulicheck Ejido" Xochimilco con 15.55 pm una diferencia de 2 um respecto al aistado determinado

en el canal Silva sur, el promedio maximo del ancho del trofozoito corresponde al aislado del
canal Sitva sur con 9.0 pym.

El género Rosculus ithacus muesira eslimaciones similares, 2l largo minimo es de 12.1 pm
aislado en el canal Independencia Ley y el minimo ancho del trofozoito es de 4.0 pum del aislado
en el canal Abasolo. La estimacion maxima del jlargo del trofozolto es de 13.0 pm del aistado en
el canal Abasolo, el maximo del ancho del trofozoito es de 4.2 pm del aislado en el canal

Independencia. El tamafio promedio de los guistes de ambes aislades es muy similar de 5.0 ym
¥y 5.3 um.

En relacion al género Acanthamoeba se identificaron tres aislados diferentes. A. castefianii, A.
polyphaga y A. cuitbersoni, E! minimo y maximo del largo del trofozolto oscilo entre 6.3 a 23.2
nm que corresponde a A polyphaga, sin embargo, el promedio de 14 pm es compartido con A
cuitbersoni, las diferencias en el ancho promedio del trofozolto entre los tres aislados son

notables, alrededor de 7 pm. La descripcidon de los géneros se puede consultar de manera mas
detailada en el Apéndice 3.
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- 5.3.2 Pruebas de flagelacion y temperatura.”

‘Las taplas 13, 14 y 15 resumen los resultades de la identificacién de los aislamientos de- AVL
basados en criterics de pruebas de flagelacién y temperatura de crecimiento.

£n el primer muestreo cualro de los dieciséis aislados fueron positivos, Neegleria y Wilaertia, en
el muestreo il se obtuvieron resultados similares. En el muestreo Ill siete aislados presentaron
flagelacitn positiva, en los géneros Naegleria y Willaerlia.

De ios 53 aislamientos sometidos a cuétm tempersturas de crecimiento, 100% de los
aislamientos presentd un crecimiento a 37°C en un perlodo de mcubacsbn de 24 horas, mentras
que el 70% de los aislados se desarrollo a 40°C, requiriendo un periode mayor de’incubacion (48
horas), algunos géneros comenzaron a engquistarse como Rasculus, Willeertia y Vahlkempha.‘

Los aislamientos crecidos a 42°C, representaron el 28%, géneros como Vanella, Mayorelia no
desarrollaron quistes sometidos a temperaturas de 42 y 45°C, el pericdo de incubacicn fue de
120 horas, en tanto que el 13 del total de los aislados es capaz de crecer a 45°C y mantenerse
sin enquistarse durante 48 horas, después de este lapso de tiempo comenzaron a enquistarse.
El género Vahlkampfia aistado det canal Abasolo creci6 rapidamente en menos de 48 horas.

Tabla 13. Resuitados de las pruebas de fagelacidn y temperatura, de los aistamientos
amebianos del muestreo |.

Ejido o canal AVL aislada Flagelacién Temperatura de crecimiento
37°C  A0PC 42°C_ 45°C
Represa Morelos Naegienia + + - - -
Willaertia * + + - +
Ladnileral Naegreria spp. + * - -
Acanthamoaba castelianii - + - -
Acanthamoeba - + - - -
Ladrilera Il polyphaga
Acanthamoeba - + - -
cuibetsond
Independencia Ejido Morelos Hartmannela vermiionnis - + + - -
Rosculus ithacus - + + - -
Abasolo Rosculus fhacus - + +
Hartmannella vermifomis - + + . -
Coronita Vahikampfia enterice - + + * -
Naegieria spp. + + + -
Vahikempfia - + + -
enterica
Ejido Xochimilco Canal Tulichek Vanlkampfia - + + - -
aberdonica
Hartmannelia vermiformis - + + - -
Ejido Nayarit Nasegleria spp. + h - - -
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Tabla 10. Resultados de la prueba de ﬁagelacion y temperatura de los éislédo_é am

muestreo Il .
EJido o canal AVL aislada  Flagelacion Temperatura de crecimiento
L : “37°C 40FC 42°C 45°C
Corcnita Naegleria fowleri + + + + +
Abasoio Naeglaria fowferi + + + + +
Irapuato Thecamoebs . - + - -
Ejido Islas Agranias Vahikamphie - - + - -

Independencia Ley Centro de Mexicali

Vahikempfia spp. +
Naeglaria foven  +

+ + +°

Ejido Nayarit

Tabla 11. Resultados de las pruebas de
amebianos del muestreo JI.

ebianos del

flagelacion y temperatura, de los aislamientos

Ejido o canal AVL aisiada Fiagslacion Temperatura de crecimieito
IPC A0°C 42°C 45°C
Represa Morelos Naeglera + + + - -
Lacritera | Acanthamosba - + + - -
Mayoreids - + + - -
Ladrillera Ul Acanthanosba spp. - + Co* - -
Vanells spp. - + - - -
Willeortia magns + + + - -
Rosculus ithecus - + + - -
Nasgloria spp. + + + . ~
Independencia Ejido Morelos Thecamooba - + - - -
Abasolo Vahikamplia - + + + +
Wiaertia magna + + + - -
Coronita Vahkampfia - + + + -
Acanthamoeba - * * - -
Naogleria spp. + + + - -
Hartmannefla vermiformis . + + . -
Amoeba - + - - -
Ejido Xochimilco Canal Tulichek Acsnthamoeba - * + + -
Ejido Nayarit Naegleria spp. + + + - -
Vahikampfia - + + *
Independencia Ejdo Morelos Thecamoeba - + - - -
Ejido Qaxaca MNoegleria spp + + + - -
Irapuato Acanthamoebe - + + + -
Rosculus ithacus - + + -
Platyamoeba - + - . -
Ejido Islas Agrarias Acanthamoeba + * + -
Hartmannella verriformis - + + - -
Vaneila - + - - -
Independencia Ley Centra de Mexicalh Rosculus ithacus + + - -
Vanelia - + - - -
Independencia (chapoteaderc) Ejido Morelos  Naeglaria spp. + - + - -
Vahikampfia - + + + +
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DISCUSION.
Las AVL estan distribuidas mundialmente, sin embargo la composicidn de especies en un lugar,
depende dei sitio en particular. en gue momenlo liegan, en que etapa fisioidgica se encuentran,

L las condiciones fisicoquimicas. la presencia de depredadores y la calidad del alimento
. {(Rodriguez-Zaragoza, 1994). :

A pesar de que son cosmopoliiés no es posible emitir una explicacion simple para la presencia
de las AVL en estos cuerpos de agua, es claro por principio que los organismos con mayor
abundancia corresponden a géneros coimo Naedan‘a, Vahlkamphia y Acanthamoeba. Respeclo a
este Ultimo género son abundantes debido bosiblemente a que son resistentes a condiciones
sxtremas, c;ondicién dada por la estructura de su quiste constituida de celulosa (Bonilla et al.,
1999). Ademas, la fase de trofozolto tolera variuciones a las condiciones de pH, temperatura y
disponibilidad de oxigenc disuelto (John, 1993; Rodriguez-Zaragoza, 1994). Los resultados
encontrados en el presente estudio, coinciden con los trabajos realizados en otros ambientes
acuaticos en los que un alto porcentaje de organismos pertenecientes al género Naegleria,
Vahlkampfia y Acanthamoeba predominan frecuentemente (Kyle y Noblet, 1986; Rivera et al.,
1993; Sadak et af, 1997 y Bonilla et al 1999). No puede asegurarse si estos géneros {ueron
aislados en estado de quiste o trofozollo, por las razones antes expuestas. Géneros como
Vanella, Platyamoeba, Amoeba y Mayorella, se encontraron en menor ndmero, debido a que
algunos géneros no forman estructura de resistencia (quiste) como es el caso de Mayorella y
Vanslla. Es comun que las AVL se delecten con baja frecuencia en las etapas tempranas del

desarrollo de una sucesidn y son muy abundantes entre el vigésimo v quincuagésimo dia de la
misma (Anderson, 1988).

Los resultados indican un incremento en €l numero de aislamientos a medida que se realizaban
los muestreos, los canales de riego estan sujetos a flujo cuando las compuertas son abiertas,
evento que provoca el aumento o disminucion de fas poblaciones de AVL (Kyle y Noblet, 1986).
Otro evento importante a considerar es que el Valle de Mexicali es una region agricola, con
suelos desnudos, sujetcs a vientos, las cuales transportan suelo hacia los canales de agua; el
flujo vehicular también participa en este fenomeno, algunos reportes senalan que poblaciones de
gimnamebas presentes en el suelo también se pueden enconirar en ambientes acuaticos
(Banforth, 1985; Rodriguez-Zaragoza, 1994).Puesto que las AVL son habitantes comunes def
suelo, en su forma de quiste hacia la atmosfera y pueden entrar en contacto con la personas,

infeclando a individuos sanos, como es el caso de Acanthamoeba en la queratitis ocular, las
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corrientes de viento son comunes en el Valle de Mexicail. El sisiema de riego empleado en los
'campos agricolas’es por inundacion o anegamiento y por-surcos. las AVL pueden desprenderse
del agua en forma de aerosoles, las amebas viven sobre la superficie, adheridas a particulas
flotantes en la columna de agua o-en los -sedimentos, por lo que es un resgo para los
trabajadores. Es comun que eventos nalurales y artificiales camblen la composmén de un
cuefpo de agua o suelo (Lewontin, 1993) Las aclividades del hombre realizadas .en el rlo
Colorado en los lmcws del siglo XX ha impactado de forma negativa en la flora y fauna del Gotfo
de Cahfomua (Glenn et al, 2001) La construccion de presas y obras de irrigacion y la utilizacitn
del agua en la industria y consumo urbano, influye en las pcblacionas amibianas al modificar su
comportamiento natural, promeviendo que especies nativas ‘sean desplazadas por otras mas
resistentes, también afecta el comportamiento de los depredadores que controfan las
poblaciones amibianas (Kyle y Pitman 1985; Rivera ot al., 1983; 1994)

Durante los tres muestreos, el aislamiento de AVL de la capa superficial del agua fue evidente,
posiblemente como resultado de ja depositacion de quistes transportados por el aire, las amebas

pueden sobrevivir en la capa superficial o por debajo de ella, puesto que la utilizan como susirato
(Finlay ot al., 1988).

El aislamienté de Naegleria fowleri de los canales de riego apoya Ia hipttesis de la aspiracion da
estos patdégenos por personas que nadaron durante jos brotes de MEAP en Mexicall durante
1989 y 1990, La temperalura de! agua no fue muy alta (maximo 31.8°C) en el canal Irapuato
durante el muestreo Il, sin embargo permitié aislar naeglerias patégenas (N. fowler) y no
patogenas (N. gruberi). Este hecho es importante puesto gue la temperatura por armriba de los
30°C favorece pero no es indispensable para el crecimiento de amebas del género Naeglena
(Kadlec et al., 1978). La ausencia de cloro y presencia de materia organica son variables que
favorecen el crecimiento y proliferacion de las Naeglerias {Rivera et al, 1988; 1990). E!
aisiamiento de N. fowleri durante el muestreo | y U coincide con los reportes de Lares-Villa ¥
colaboradores (1993) guienes aislaron N. fowleri en los canales de riego de Mexicali con
temperaturas que ascilaban entre los 28 ¥ 32°C, muy simitares a las registradas en el presente
trabajo. No obstante que los canales son para uso de riego agricola, 1a poblacion las utiliza para
nadar y mitigar el excesivo calor que prevalece en la region, el aislamiento de AVL
polenciaimente patégenas de la superficie del agua facilita la inoculacion directa de amebas
como N. fowleri y Acanthamoeba las cuales entran en contacto con la mucosa nasal o los ojos,
individuos con posibles infecciones en la piel, se introducen en los canales de agua
exponiéndose a acantamebas oportunistas. La concentracién minima para desarrollar MEAP
asociada con praclicas recreativas como natacién o buceo es de 1 a 10 amebas de N. fowleri por
litro {Cabanes et al., 2001)
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Las diferencias de temperatura del agua encontradas en las canales de riegc obedecen al
compertamients de la temperatura ambiental, ef registro dereste Gltimo parametro se realizo a
diferentes horas de! dia. Durante el muestreo | ia medicion de la temperatura de agua en los
cansies Morelos (chapoleadero) Irapuato, !slas Agrarias 3. Independencsa Ley se efectud en
" elintervalo de la 4:00 y 7:00 PM, el registro de kes parametros ambientales en los canales Silva
' sur, Silva sur 2; Ladrillera | y Il se efectud entre las 12:00 y 3:30 pm, por lo que el efecto de la
temperatura en el agua se incrementa. Este mismo comportamtento se observa en los muestreos
i y 1I. El promedio de temperatura ambiental para,e! muestreo |, H y Il es de 28.6,41.2y 36.5°C
respectivamente. El registro de teniperalura media mensual que reportd el INEGI {1999) para e!
pericdo de 1986-1999 para los meses de marzo, septiembre y octubre es de 18.8, 30.6 y 25.4°C
raspectivamente.
La temperatura ambiental es: un faclor que debe considerarse cuando se busca AVL en
ambientes acuaticos. A\gunos reportes sefiatan la relacion directa que existe enlre la presencia
de AVL con potencial patddeno con la temperatura ambiental y !a temperatura dei agua (Cain et
al., 1984; Lares-Villa ! al., 1983, John, 1993; Rivera e! al., 1993; Kivingtor: et al., 1993). Page
(1988), De Jonckheere (1984) y Rivera et al (1988) sefialan que es posible aislar amebas
desnudas en un ambilo de temperatura de 10 a 30°C. Es importante sefalar que la medicion de
_ambos parametros de temperatura se realizo en los 16 canales a diferente hora del dia.
Es evidente por consiguiente, que las diferencias de temperatura del agua en los canales
estudiados en un mismo muestreo, pueden ser explicados por el hecho de que el agua recibe los
rayos solares directamente, esta radiacion por 1o tanto eleva la temperatura del agua durante el
transcurso del dia.
Las AVL son organismos aerobios estrictos, y las condiciones anaerobias son toxicas para
algunas AVL como Hartmannella, Vahlkampfia y Naegleria (Kyle y Noblet, 1986), sin embargo
estos cambios inducen la formacion dei estado del quiste de las formas trofica y flagelada como
respuesta natural contra condiciones adversas (Rivera et al., 1993. La concentracidn de oxigeno

disuelto {OD) nos sefala indirectamente en que fase se encuentran estos organismos.

Acanthamoeba puede resistir bajas concentraciones de oxigeno o condiciones microaerciilicas
por ejemplo A. casteflanii resiste condiciones anaerobias empleando una ruta altema metabdlica
de transporle de electrones que no es inhibida por H,S (Lloyd, et al., 1881}

Estos datos indican que las concentraciones de oxigeno disuelto no son un factor limitante para
la ausencia o presencia de AVL. Estudios realizados por Tume y colaboraderes (1997) sefalan
que las amebas del género Acanthamoeba sometidas a una concentracion de 21% de oxigeno
no tienen ningln efecto en trofozoitos; una concentracion de 5.2 % produce un efecto de

enquistamiento. En los tres muestreos las condiciones de OD rebasan el 100% de saturacion

51



para todos los canales estudiados, excepto Coronita y Nayarit con el 56 y 80% de saturacion de
oxigeno respectivamente en-el muestreo If. :

Las altas concentraciones de OD son explicadas por la aita actividad fotosintética realizada por
la presencia' de una planta vascular acuatica llamada Hydrifla verticillata;, dichas concentraciones '
son ideales para el desérrollo de peces. Las observaciones de campo confirmaron la presencia
de Tllapia,' un pez introcucido en los cahale_s para controlar el crecimiente de la planta referida.

H. verticillata es una planta acudtica que crece enraizada y tolaimente sumergida prefiriendo
aguas someras, lransparentes y con movimiento moderado, se adapta a distintas calidades de
agua, desde las oligotréficas 2 las eutréficas, y aln tolera aguas alcalinas y salobres (Cook y
" Loond, 1983, citado por Novelo y Martinez, 1987). Cubre grandes extensiones del cuerpo de
agua por medio de la reproduccion vegetativa, tubérculos y los turiones que se desarrslian an las
axiia$ de las hojas, estas estructuras son las responsables de las reinfectaciones de la planta
(Otvera, 1989). Los canales son someros, el flujo de comiente es a favor de la pendiente lo que
incrementa et contaclo y el aporte de oxlgeno del aire, ja toma de la muestra es el transcurso del
dla por lo que la productividad fotosintética es alta lo que explica los valores elevados de oxigeno
disuelto.

El Ambito de pFI que las AVL bueden soportar esla entre 4.6 a 9.5 (Kyle y Pitman, 1985). Por lo
que este factor no fue limitante en 1a presencia o ausencia de estos organismos. En general, las
AVL desnudas y testadas son resistes a cambios de pH, son muy abundanles a pH de 7.6,
alqunas pueden tolerar pH de 8.6 o mas (Page, 1988). Acanthamoeba tolera pH en un ambito de
4-12 dos genes regulan esta capacidad PHR1 y PHR2 (Khan, 2003). Los valores de pH basico
registrado en los canales de agua, pueden atribuirse a un eslado de crecimiento explosivo de las
macrofitas que al consumir el CO, disuelto en el agua desequilibra la relacion acido-base de
esta, desplazando el pH a condiciones basicas. La planta puede usar el CO; que fue liberado
duranle la respiracién noctuma antes que otras plantas se activen, siendo mas eficiente el uso
de este compuesto que de HCO, (Olvera, 1989).

La legislacién para aguas de uso agricola que contempla la Ley de Derchos en Materia de Agua

2001 en su artlculo 278-B da valores de criterios ecotdgicos de calidad det agua para pH en un
ambito de 6.0a 5.0,

La conductividad permite estimar la cantidad de sales. Las AVL son de amplia tolerancia; asf
especies de Acanthamceba y Hartmannela son lolerantes a cambios de salinidad de las aguas
donde estan en su forma tréfica y el quiste es resistente al ataque de cloro (Rivera et al., 1994).
Valores de >3 gramos (3000 puSicm) se consideran agua salina, afectando negativamente Ia
riqueza de especies. Por debajo de este ambito es clasificada como agua dulce con un
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incremento en la riqueza de especies. Las concentracionies altas encontradas en el canai

Irapuato es debido a que es.un canal ceérrado. el agua se estanca, favorece la evaporacién y

genera una alta concentracion de sales, sin embargo, fue posible aislar amebas del généb'
Thecamoseba, Acanthamoeba, Roscuius'y Platyamoeba. Al parecer tal resistencia se debe al’
quiste y la capacidad de los trofozoitos de tolerar cambios de salinidad, presi#bn osmotica
(Rodriguez-Zaragoza, 1996). Gallegos y colaboradores (1999) iograron aislar amebas en un

ambito de alcalinidad de 319 rng!L a 560 mg/L en aguas subterraneas del Valle del Mezquital. en

Hidalgo; este factor no es limitante en la presencla o ausencia de las AVL. La Iey de Derechos en

materia de Agua (2001) en su articulo 278-B para uso agricala no contempla un critersio de

calidad de agua para este parametro, sin embargo valores de referencia  parmisibles

intemacbmles indican conductividades de 50 a 1500 'pélcm para agua po!_able‘ la mayoria de

los canales de agua estudiados se ajustan a este ambito. Todas las AVL son sensibles al cloro

libre, es el factor mas inhibitorio. E género Naegleria fowleni es mas sensible que fas cepas no

patégenas del mismo género. los quistes de N. fowleri son destruidos a concentraciones de 0.5

mg/L de cloro, los trofozoitos del genero Acantharﬁoeba son resistentes a concentraciones de 4

mg/L después de tres dias de exposicion (De Jonckheere y De Voorde, 1976), las mediciones de

cloro libre realizados en todos los canales durante el muestreo |l indican valores menores al

iimite da deteccidn cero, por lo que favorecen el desarrollo sin restriccion de los organismos que

nos ocupan en el presente estudio.

Las AVL son depredadoras de una amplia variedad de microorganismos, bacterias gram-

negativas y en menor cantidad de gram-positivas (Wang y Ahearn, 1997), asi como de levaduras

y algas (Marciano—Cabral, 1997).

Ciertos estudios de nutricidn amebiana sefialan que las amebas pueden provocar una
disminucién en la poblacién de bacterias de 10* a 10° por gramo de suelc (Habte, 1978; Bryant,
1982), sin embargo la capacidad es diferente para cada especie de ameba; 600 a 3 600 células
de Rhizobium melitoti son necesaras para producir un trofozolto de Hartrnannella, 800 a 7 500
células de Xantomona campesiri para producir un trofozoito de Naegleria sp (Danso, 1975) y 8
300 celulas de P. paucimabilis para producir un trofozoito de A. poiyphaga (Bryant, 1982).
Durante los tres muestreos los valores de coliformes totales variaron en los tres muestreos en
este sentido Bohn y Buchouse (1985) sostienen que cambios ambientales diarios y pericdicos
alectan las pobtaciones de coliformes totales, observaciones de campo indican que los canales
de riego fluyen de manera continua lo que impide la acumulacion de fnateria ofganica y de
bacterias. Los canales de riego estan revestidos de concreto per lo que se descarta la infiltracién
de desechos humanos hacia los cuerpos de agua. Las aquas utilizadas en el riego, estan sujetas
en su calidad microbiologica después de su conduccién a través de las presas, caldas de agua y

canales donde se retienen sedimentos por perfodos diversos en ambos pafses en ef tratado
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establecido en 1947 en el temitorio nacional se encuentran sujetas a tratamiento por dos plantas
de tratamiento que también son destinadas a consumo humano. Sin embargo en el muesteo 1l
se aisld el genero Platyamoeba y Rosculus, es comun la presencia de este lipo de organismos
en cuerpos de agua ligeramente contaminados (Page, 1988). ) )
Este parametro no tiene una influencia decisiva para la presencia orausencia de AVL en los
canales de riego, puesto que este ti;io de or§a'nismos se alimenta ademas de levaduras, hongos'
y ciliados (Marciano-Cabral, 1987). _ ’

Los solidos suspendidos comprenden las ls;;s@ancias orgénicas e inorganicas disueltas o
suspendidas en al agua, la Ley de Derecho en Materia de Agua en su articulo 278-B para uso
agricola coniempla un criterio de caldad de agua para este parérneti’o en 500 mg/L., valor que -
no sobrepasan ninguno de los canales estudiados. En este muestreo ill se aislaron 30 AVL, 14
en la superficie, 13 en el perifiton y 2 a 2/3 de profundidad. Estos resultados coinciden con les
reportes de Kyle y Noblet (1985) y G'Dell (1979) quienes aislaron amebas de la columna y la
superficie del agua, puesto gue las amebas pueden asociarse con las particulas suspendidas
donde se encuentran la interfase agua-aire, donde tienen mayores oportunidadés de sobrevivir
debido al efecto de concentracion de los nutrientes. Es importainte sefialar el aislamiento de AVL
en sedimentos adheridos a la pared de los canales ko que incrementa el riesgo a la salud
humana. Estos microorganismos se transportan hasta estos lugares por efecto de las corrientes
(situacion comun en los canales de riego), manteniéndose adheridas debido a la produccion de

material extraceiular que esta compuesta de proteinas y polisacaridos, ademas de fuerzas
electrostaticas.

Es importante sehalar que el aislamiento de los géneros como Acanthamoeba y Hartmannelia,
incrementa el riesgo a la salud humana, puesto que juegan un papel como vehiculos de
transporie de baclerias patogenas (Marciano-Cabral et al., 2000), como Legionella, Listeria y
Vibrio, protegiéndolas ce condiciones adversas, lo que perrnite ia supervivencia, replicacion y
diserninacién de dichas bacterias en ecosistemas naturales y artificiales.

Respecto a la temperatura algunos reporles (Rivera et al, 1993; Lares- Villa, 1983;) sefialan una
relacion directa entre la lemperatura y el numero de amebas, al analizar la informacion contenida
en la tabla se aobserva que no exisle una relacién entre el numero de aislamientas con la
temperaturas del agua y del ambiente con valoras {r'=0.0166, P=0.923) y (= 0.0798 y p=0.644),
Sin embargo la presencia de amebas tiene una explicacion, estos organismos se adaptan a un

amplio ambito de temperatura lo que influye en los valores obtenidos.
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" Eri relacioh al oxigeno disueto y pH se encontrd una refacién inversamente proporcional,” es
decir que a mayor concentracion de OD en el agua, el nimero de aislados disminuye, sin
embargo, se contrapone con lo reportado con la literatura que sefiala que estos organismos
toleran amplios &mbitos de pH y las AVL son orgaﬁismos aerobios. Otra posibilidad es
considerar que las altas concentraciones de OD permita el crecimiento de ciliados, flagelados y
‘ nematodos que contrblen las poblacione; de amgba_s (Finlay et al., 1988).

£n relacion al resto de los parametros fisicoquimicos no se encontrd correlacion aiguna con el
nimero de aislamientos obtenidos. B

En i muestreo 1li se refizjd una ligera comrelacion directamente proporcional enire los aislados
amebianos obtenidos en el perifiton y las variables ambientales cotrespondientes a las bacterias
tolates (*=0.5355, P=0.59) y SST {r*=0.5185, P=0.69), es decir gue a mayor concentracién de
bacterias y sélidos suspendidos existe una mayor cantidad de amebas, aunque marginaimente
con bajas probabilidades. Rodriguez-Zaragoza (1954) sugiere una posible relacion entre la
disponibilidad de bacterias como alimento y la presencia de AVL en el agua.

El analisis dé correlacién de Pearson no mostré alguna relacion estadistica que irdique cierla
presencia o ausencia de los organismos estudiados con alguria de las variables medidas, por
ejemplo con la temperatura de! ambiente y del agua (0.0166 y 0.0178 respectivamente). Sin
embargo existen algunos reportes que mencionan que las épocas mas calurosas del afio existe
un incremento en los casos de meningitis en casos de AVL (Lares-Villa, 1993; Rivera el af 1884;
1995). El Valle de Mexicali posee las caracteristicas ambientales adecuadas para la
supervivencia de AVL, particularmente las especies patdgenas. Fue posible presenciar en el
recorrido por 1os canales de riego a jovenes sumergiéndose al nadar en eslos cuerpos de agua.
Actividad que es frecuente debido a las altas temperaturas que se alcanzan durante el dia. Sin
embargo no puede afirmarse de manera calegoérica 'que no exisla una correlacién entre las AVL y
alguno de los parametros medidos. Los estudios de Kyle y Noblet (1986) y O'Dell {(1879) sefialan
gue el crecimiento y fa proliferacion de estas poblaciones pueden explicarse como una accién
conjunta entre los parametros considerados en este estudio.

Rodriguez-Zaragoza (1994), sugiere que la lemperatura, pH, OD y la presencia de bacterias
estan relacionadas en la abundancia de las AVL, sin embarge, no es posible establecer con
claridad si algunos de eslos parametros estan relacionados con ia presencia de amebas en el
agua.

La estimacion en el tamaito y forma del trofozoito y quisle, asi como las caracteristicas de

comportamiento en la locomocién permitié diferenciar tas AVL aisladas a nivel de género con
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exactitud. Sin embargo, la identificacion a nivel de especie no es sencilla por varios factores. Las
AVL similar a otros protozoos es asexual, un género con varias especies puede comprender una
mezcla de cepas patég'enas y no patégenas. Por ejemplo, un aislado patégeno como N. fowleri
con un tamafio promedio de 8.79 pm ro se diferencia ;igniﬂcativamen!e de Naegleria gruberi no
'pétOQeno con un tamafo promedio de 7.46 pm (Tabla 10). Las diferencias observadas en el
tamano de los quistes y trofozoitos aislados en los canales de riego pueden explicarse como
resuita,do a diferencias en el estado fisiclogico o a condiciones de cultivo (Weekers, 1993}, por lo
gue la identificacion de las amebas debe ser empleada con precaucion cuando existen
condiciones de cultivo, ya qua inclusc pueden llegar a refiefarse en diferencias en ios patrones
isoenzimaticos incluso dentro de la especie (De Jonckheere, 1983), no- puéde coﬁocerse sila
variacidon es a causa de la dieta o a la presencia o ausencia de nufrientes.

Las o‘on;iicibnes del medio de crecimiento pueden causar la seleccién de subpoblacioneé d;e
trofozoitos {Rivera, 1984). Estas aseveraciones son evidentes an el trofozolto de Acanthamoeba,
la Iongilud del trofozoite en locomocion es de aproximadaments 20-40 um (Pussard y Pons,
1977), lo cual no coincide con los resultados obtenidos en el presente trabajo, ei aislado
Acanthamoeba determinado en el canal Ladrillera Il en el ambito del trofozoito es de 11.95 a

18.02 ym. Por lo que la identificacién se apoyo principalmente en las caracteristicas det quiste.

Un segundo aspecto a considerar en la identificacidn morfolégica es que si bien se trala de
organismos clonados, las clonas muestran solamente el ambito del fenotipc del genotipo de la
clona, por lo que es posible medir la variacidén dentro de una clona, pero es dificil determinar el
ambito de variacién dentro d= una especie. Un tercer elemento es el manejo de los organismos
en el momento de !a identificacion, la colocacién de gotas en el portaobjeto conteniendo las
amebas y su posterior colocacion de cubreobjetos, estan sometidas a deficiencias de oxigeno,
presién y evaporacion, juegan un papel en el comportamiento y forma de las amebas,
incrementando la dificultad en la identificacion.

La temperatura en que se presentd un optimo crecimiento de los diferentes aislamientos de AVL
correspondid a 37°C | los aislamientos al ser sometidos a temperaturas de 42° y 45°C se
enquistan después de un tiempo y comienzan a morir, los trabajos realizados por Scaglia y
colaboradores {1987), Sawyer y colaboradores (1998), Bonilla y colaboradores (1999), sefialan
que las amebas toleran temperaturas de crecimiento in vitro a 37°C, Acanthamoeba crece a
42°C, pero comienza a enquistarse, géneros como Vanella, Harmannella crecen a intervalos de

temperatura entre 21 a 37°C, resultados que coinciden a los haliazgos del presente trabajo.
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VIIi. CONCLUSIONES

Los aislamientos de amebas de vida libre recolectadas en 16 canales de riego agricola en
Mexicali en el estado de Baja. Califomnia, estuvieron representada por 53 aislemientos que
Lcorrespondieron a cuatro iqrdenes. cinco familias 'y once géneros: Naegleria, Vahlkampfia,
Hértmannella, Roscqlus, Wiliaertia, Thecamoeba, Mayorella, Vanella, Amoeba y Platyamoeba.

Los géneros méas abundantes fueron Naeglena, Acanrhambeba, Hartmannelia. Tres aislados
fueron icentificados como Naegleria fowleri y tres aislados como Acanthamosba castellanii, A.
polyphaga y A. cultbarsoni, especies reportadas en I2 literatura como potencialmente patogenas

ko que implica un factor de riesgo para los baflistas gue se ponen en contacto con este tipo de
aguas. »

Durante todos los muestreos se aislaron consistententemente organismos amebiancs a partir del
agua de riego de los 1€ canales estudiados.

De los canales Ladrillera | y 11, Coronita, Tulicheck Ejido Xochimilco, lrapuato, Islas Agrarias,
Abasolo, Independencia Ley, Silva sur, Represa Morelos, Nayarit, Qaxaca y Morelos
(chapoteaderos se obluvieron especies de amebas potencialmente patdgenas y de elios
Coronita, Abasolo y Ladrillera |l representaron los sistemas que tuvieron el mayor niimeros de
aisladcs patdgenos.

El mayor nGmero de aisiamientos amebianos se obtuvo en el mes de octubre con 30
aislamientos, marzo con 16 y el mes de septiembre con 7 aislamientos.

Las condiciones flsicas y quimicas del agua de los canales no presentaron factores de beneficio
o de inhibicién determinantes para la presencia o ausencia de ias AVL, las concentraciones de
alimento incluyendo bacterias coliformes, lotales y solidos suspendidos pudieron ejercer una
cierta influencia en el crecimiento de las amebas, pero ella no fue significativa.

La temperatura ambiental y del agua no tuvo influencia en el desarrollo de ‘as poblaciones de

AVL, es decir, no se encontrd que a mayor temperatura mayor némero de aislamientos, la
prueba estadistica asi lo comprueba.

La ausencia de cloro en el agua, es un factor que posiblemente influyé en la presencia de
amebas en los canales de riego.
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APENDICE |.
Medios de Cultivo y Tinciones
Medio agar no nutritivo con Escherichia coli: (NNE).

La cofnposicién y preparacion del medio se da de acuerdo con De Jonckheere {1984)

NaCl.. e e 0.1204g.
MgSO.TH 0. ....0004g"
CaCl;Hzo ............ 0.004 g
Na;HPO, .... 0.192g
KHPOu oo 0.132¢
Bactoagar............cooecvcvieinciie 15 g

Se mezclan en seco todos los ingredientes y se disuelven todos los componentes en 500 ml de
agua destiada, aforando la mezcla @ 1000 mi e hirviéndola hasta disolver totakmente el agar.
Enseguida. se esteriiza en una autoclave a 121°C por 20 minutes. E! medio se distribuye en
cajas Petri estériles (capa delgada), aguardando una hora hasta gelificar. Se adiclonan 5 gotas

- de una suspension concentrada de agua destilada con Enterobacter aerogenes (en suslitucion
de E. coli) muetia a las placas de agar, luego, se extendié la bacteria por toda la caja y se esperéd
20 minutos y se aimacend en un cuarto frio a 4°C hasta el tiempo de usaria.

La bacteria se obtiene cosechandola a partir de cultivos puros en solucidn con agua destilada e
inactivandoia en bafio de agua a 70 °C por 30 minutos.

Medic PBSGM (medio de Chang).

Medio liquido PBSGM (Fosfato, Biotriplasa, Suero, Glucosa Medio, por sus siglas en inglés).

Este medio se utiliza para aislar, axenizar y mantener los aislados de AVL que hayan crecido en
el medic NNE (De Jonckheere, 1984).

Medio PBSGM
Biotriptasa.............................. 166 ¢
Dextrosa............ccoceiviiiiiinennn 27g
NapHPOe oo 159
KHPO4qo i .09 g
Aguadestilada..._ ... .. ... 1000 mL

Esta solucion se envasa en tubos con tapdn de rosca, vaciando en cada tubo 2.7 mL de medio.
Se esterilizan los tubos con el medio a 15 ib de presién durante 15 minutos.

Después de esterilizado el medio ya frio, se agrega a cada tubo 0.3 mL de suero feta! de ternera
adicionado con penicilina y kanamicina a una concentracion de 200 ug/ mL de cada antibidtico.

Los tubos se conservan en refrigeracion.
Medio de Nelson para Naegleria

Solucion de Page.

MgSO,.7H,O..... ... ... ... 04mg
CaCl,.2H20...........................04mg
NaHPO4.. ... ... ......142mg
KHPO4. ... ... 136 Mg
NaCl........coociiiis e e 12.0 mg
Aguadestilada........................... 106 mL

66



A la solucion anterior agregar:

 Infusion de Higado -
(Oxoid Panmede)........................0.17 g
Glucosa.......ooov 0179

Vaciar 4.5 mI en tubos -con tapén de roséa de 16 X 125 mm. Estenllzar en autoclave por tubo

. (ooncentrauon final de 10 % de suero) antes de utitizar.

' Medio modificado PYNF
Solucidn 1 -

Peptona DIFCO .. 10.0 g
Extracto de Ievadura DIFCO .100g
Acido nucleico de tevadura :
Sigma (almacenar a-20°C)...........1.0¢
D-Glucosa...

Acido flico. .. vreranan
Solucion de Hemlna
KH,PO,...

Aguadestilada.............................

Si es necesarnio ajustara PH de 6.9 y esterilizar a 121 °C per 15 minutos y almacenar a 4 °C.

Solucidn de Hemina

Hemina.................ccoo o0 .200 Mg
Trietalomina..............................100 mL

Almacenar a4 °C

Medio Completo

Solucion 1 900 mL

Suero fetal de bovino..........................

Penicilina (100 000 U/mL)..........
Estreptomicina (100 000 U/ mL)

Almacenar a 4 °C.

Tiniciones
Tincion Tricromica (modificada por Cerva, L.com.pers.)

Hematoxilina de Gomori,

Cromélropo 2R...........ooooiei e 06g
Verderdpido FCF....... ... i, 03g
Acido fostowolframico. .. e

Acido acstico. ..
Agua desti]ada
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Hematoxilina de Kooldvsek

Hematoxilina. ......................................02g

Sulfato de aluminio y potasio....................5.0 g )
Quelaton ... ... D g :
(no esencial) - oo

Peryodato de s0dio... ..o e 20 MG,
Aguadestilada... ... .........cn 100 ML
Alcchol sublimado

MaCl e WB0 G

Alcohoi 50 %.........cooiiiininiiiiies e, 1000 ML

Carbonato de litioal 1 %

Alcohol

Alcohol etilico.............cooeeene. 99.0 mi
Acido acético...........c.vv e 1.0 mL

Se lava una caja con amebas en buen crecimiento con 5 mL de agua destilada.

Se hace el arrastre de este lavado de amebas con un asa acodada. .

Se marcan los portaobjetos con un circulo de cera donde se va a poner el concentrado de
amebas.

Con un bulbo unido a una pipeta Pasteur de punta alargada se toma el lavado de las cajas y se
vacia en un tubo de ensaye con tapdn de rosca. Centrifugar a 1000 g durante 10 min.

Se desecha el sobrenadante y se toman 3 golas de la pastilla que se ha sedimentado en el tubo
para colocarlas en el portagbjetos ya marcado con la cera.

Se ponen los portaobjelos en camaras humedas (cajas Pelri con agua destilada).

Estas camaras se incuban a la temperalura dptima a la que crece la ameba, durante 30 minutos
con el ohjeto de que las amebas se adhieran al cristal. Ver al microscopio inmediatamente al
sacarias de la incubadora.

Se sumerge lo mas pronto posible en el alcohol sublimado, debido a que las amebas se pueden
separar del vidrio. Se mantiene la muestra sumergida de1 a 2 horas (en este paso se lleva a
cabo la coagulacidn de las protelnas).

Se hace el cambio de las muestras en alcohoi al 80 %, y se deja durante toda la noche.

NOTA: Las preparaciones no de deben dejar secar.

Al dia siguiente se hace un cambio de agua destilada para enjuagar.

Proceso de Tincién

La muestra se sumerge en hematoxilina por no mas de 30 segundos.

Se enjuaga con agua alcalina (Unas gotas de NaOH 0.1 N en agua deslilada con el objeto de
que la hematcxilina vire de rojo a azul).

Se enjuaga con agua de la liave abundantemente.
Se le pone la solucion de Gomori (Mezcla Tricromica} durante 10 minutos.

Se enjuaga rapidamente en la mezcla de solucidn acido-acético-alcohol para quitar el exceso de
solucidn de Gémori.

Se sumerge la muestra en etanol al 96 % 10 veces.
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En otro recipiente con alcchol se vuelve a sumergir la muesira 10 veces (sacando y metiendo).
Esto se hace con el abjelo de deshidratar la preparacion.
Finalmente se sumerge en el xilol durante 5 minutos.

APENDICE R
Tablas de resultados Factores amblentales

Tabla 16 Parametros ambientales medidos en los canales de.riggo Mexicali, B. C. Muestreo |

Lugar T.amb. T.agua Ob pH Conductividad Colifcitmes -
. “C - *C mgh microsimens (nS/cm)  Totales UFC/D0OML
chonna 295 11.5 84 1203 . 1200
Tulicheck. E. Xochimiico N2 17.2 114 85 © 1539 >0.5
Nayarit 290 . 167 146 668 . 1390 ’ 100
Oaxaca 275 16.6 153 86 1348 160
Siva sur 325 196 - 121 85 L4 BRI ->0.5
_Sivasur2 365 196 121 85 1427 : 100
Canal alimentador 28.0 172 100 82 S 1304 200
Reprasa Morelos 300 - 16.0 108 - 8.1 . 1473 300
Ladriflera | 355 211 103 82 1318 ) 1000
Ladritera B .0 186 187 B89 . 517 300
E. Morelos Chapoteadero = 28.5 250 63 717 803 >0.5
Irapuato - 230 18.3 105 7.7 6548 2900
1. Agrarias 2290 17.1 130 86 1543 100
Abasolo 27.0 17.2 135 88 1504 ) 100
Indepandencia ley 21.0 174 1.3 82 1509 400
Indepandencia Morelos 315 17.0 122 84 1451 300

Tabla 17 Parametros ambientales medidos en los canales de riego Mexicati, B. C. Muestreo i

Lugar T ambiente *C T agua *C pH oD % Saluracién OD Conductividad Coliformes
mgi microsiemena  Totales

pSiem UFC/00 mi
Coronita 355 28 8.2 5.4 55 1257 700
Nayarit s 30 8.4 6.2 80.1 1097 400
Oaxaca 41 285 8.5 106 142 1256 700
Irapuato 44 318 8.2 a5 116 5221 500
|. Agrarias 45 309 8 11.2 156 177 400
_Abasolo 45 29.9 A3 108 137 1143 400
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Tabhla 18.Parémetros ambientales medidos en los canales de n’egd Mexicali, B. C. Mues_treo "

ugar Temp. Temp. pH OD MG (%) Conductividad Cloro Coliforrnes  Bacterlas 38T 3SF
- amb.'C agua. - Microsimens mph totales - . totales mph.  -mglL
. . .
© s 2 fond sup 23 tonge  SeM UFCrioo L Urciioo
o
_apuato 370 266 84 84 B4 31 31 26 5822 - oo 700 43200 28 750
epresa 39.3 €1 89 89 MND B4 8.4 ND 1681 .00 290 2300, & 7
Toreios o 878  (87.6)
anal KD ND ND NO ND ND ‘ND _ND . ND ND ND " ND ND ND
limentader B
adilera ll  27.7 7.7 85 89 89 57 ND ND 1477 co 1200 2560C 57 50
78.0) _ : .
adnfiera | 394 27 a3 a3 KD 51 ND ND 1567 0.0 1100 - 25000 “" 7
wependen 355 8.1 97 97 97 8.5 8.0 B15 1570 . 00 300 4300 10 7
ia Morelos s Mo 09 . - ) :
sdependen 38.8 %65 BS B4 85 83 81 62 1327 09 800 3800 10 8
a3 (80) (00) 9
~hapotead .
m) . -
Yaxaca 338 288 8.7 87 NO ND 74 ND 1231 2.0 300 12300 M4 27
{103}
layarit 295 8.7 88 B8 ND 100 1.3 ND 1601 0.0 700 3000 % 7
(148} (150)
wdependen 27,8 258 9.3 ND ND 97 ND ND 1477 00 =08 2600 € 4
atey (119)
ilas 334 26.t 897/ 88 NC 79 80 ND 1567 (] 2100 37000 169 162
granas "B” (98.4) (38.0)
basolo 338 26.0 -%4 89 88 @32 a7 33 1570 e.o 450 7500 [ 5
(1090 (118.0 (105.0)
) )
oronita, 47.8 271 ND 92 ND 82 9.0 ND 1327 ae 500 32100 82 45
(1200 (1100
)
Tulcheck 45.0 27.9 8.2 52 ND 59 58 ND 1231 0.0 1800 8500 34 30
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APENDICE Il

"Ubicacidn taxondmica y descrlpcit.';n de las AVL ‘encontradas en el Valle de Mexicati.

Género Naagieria

Las amebas del género Naegleria presentan un trofozolto de tamafio variable de 15 a 28 um_ El
desptazamiento es muy rapido por la formacion de lobopodos eruptives hialinos. )

El guiste tiene forma esférica y varla de tamafio de 5,92 a 11.71 Hm con una medida promedio
‘de 592 a 7.02 pm en observaciones a ricroscopid de contraste de fases son visibies uno o
varios poros sabre la pared del quiste, los cuales son mas conspicuos en quistes vacios que en
quistes maduros o prequistes. : ’

Una caracteristica notable es una fase lemporal ameboflagelar, que es aparente cuando las
amebas son puestas en contacto con agua destilada a 37 °C , despues de 2 horas, se forman de
uno a dos flagelos en uno de los extremos del trofozolto de Naegleria y el desplazamiento de la
ameba por el movimiento flagelar se acelera. -

Géenero Vahikampiia

Los quistes de este género carecen de poros para el exquistamiento: granulos perinucleares o
irregulares en forma y tamaio; la separacion de tas paredes varla con las especies. No existe
una fase flagelar, puede haber pigmentacién en algunas especies; presentan un trofozoito de
tamafio variable con un tamafio de 14.22 a 37.22 ym; amebas comunmente con unos pocos
filamentos uroidales, masas polares compactas, no fragmentadas.

Género Thecamoeba

El trofozoito es aplanado u ovoide, generalmente uninucleado, con una medida promedio de
10.25 pm, un hialoplasma prominente en el extremo anterior, no se observan pseudopodos o
ramificaciones en el extremo antetrior excepto en formas muy elongadas; el quiste de forma
esférica con un medida promedio de 9.72 pm

Género Hartmannella

Son organismos gue poseen un trofozoito alargadc y monopodial, su forma es “imax” y se
desplazan por movimientos suaves, el seudépodo anterior redondeado, con cubierta hialina
siempre presente, !a longitud del trofozolto es entre 10 a 36 pm, con una media de 18.3 um; los
quistes esféricos o ligeramente ovoides con una media de 8.9 um, estructuras en forma de caiiz
por pequeios brazos conicos, el diametro promedio es de 13.95 ym

Genero Willaertia

Este género tiene el endoquiste y el exoquiste poco unidos, con poros de exquistamiento muy
aparentes que salen desde la pared del endoquiste con un ambito de 14 a 18.9um ¥y una media

de 18.2 pm; los trofozoitos tienen una sola capa uniforme de granulos perinucleares con un
ambito de 9 a 35.3um y una media de 25.3 ym.

Genero Rosculus

Su forma de locomocion alcanza el 4mbito de 7.11-23.7 pum, con una media de 13.08 um, los
quistes son ovales o esféricos y lisos de un didmetro de 5.3 ym y un Ambito de 4.7 a 9 um.
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Génerd Acanthamoeba

Les trofozoltos son irregulares y algo aplanados, y se desplazan por acantdpodos cortos y muy
finos que son producidos desde los bordes anteriores del lobdpodo. Los quistes tienen siempre
una doble pared la cual es un distintivo para la separacion de las especies. El ectoquiste es
generalmente cndulado, el endoquiste es redondo, angular o estrellado y tiene varios pores para
ei exguistamiento en los bordes angulados. Acanthamoeba nu presenta una fase flagelar.

Acanthamosba polyphaga.

Una pequefta porcion de los quistes son reticuiados;, el endoquiste es muy irregular y
" practicamente nunca es estrellado; el ectoquiste es delgado y separado del =ndoquiste; el

nomero promedio de esquinas de! endoquiste es de 5-€, el diametro promedio es de 12.8 pm,
con un rango de 9.4-17.95 pm.

Acanthamoeba castellanii.

Presenta un quiste reticulado, el endoquiste en mas o menos esférico conectado por peguefios
brazos conicos, el diametro promedio es de 13.93 um

Acanthamoeba cultbersoni

El endoquiste es generalmente redondeado, en ocasiones ligeramente poligonal, el ectoquiste es
delgado y ondulado, mas o menos conectado con el endoquiste, un nimero promedio de 5-6
poros, el diametro del quiste es de 17um.

Genero Mayorelia.

‘Trofozoitos con subseudbpodos mamiliformes, con una delgada cuticula, generalmente con
vacuolas contractiles, con una longitud promedio de 90 a 160 um, la forma flotante cominmente
sin una clara separacién entre fa masa central y los pseuddpodos.

Género Vanelia.

E! trofozoltc mas o menos flabelado tambien se conocen en forma de estrella, con el hialoplasma
anlerior hasta la mitad, uninucleado, sin cristales citoplasmaticos, con una longitud promedio de
24 a 46 pm, hasta el momento no se encuentran quistes en algunas de las especies.

Género Amoeba.

Trofozoito con una longitud de 22 a 62 uwm en locomocioén, generalmente son polipodiales,
superficie cubierla, nucieo esférico muy grande.

Género Piatyamoeba.

Generalmente ovales, en ocasiones elongadas, Ia iongitud del trofozoito es de 15 a 35 ym, no se
conocen guistes, se sospecha que puede ser Vannelia.
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