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I. RESUMEN

Las amebas de vida libre (AVL) son protozoos capaces de vivir como
organismos de vida libre y endoparasitos, las infecciones provocadas por dichos
organismos constituyen una de las infecciones oportunistas de mayor interés
médico pues pueden conducir incluso a la muerte, se han descrito en casi todo
el mundo y su diagnéstico depende del grado de sospecha clinica. No conforme
con ello, representan una amenaza adicional para la salud humana al actuar
como vehiculos de multiplicacion y dispersiéon de especies parasitas como
bacterias del género Legionella spp. un organismo altamente patégeno, es por
ello que ante la inquietud generada por la informacién sobre las AVL, la posible
amenaza que representan al actuar como vehiculos de multiplicacion de este
tipo de parasitos y la poca informacion que existe en torno a esta relacién, es
importante seguir investigando para que de esta manera se pueda contribuir a la
prevencion de brotes provocados por ambos patdgenos.

Se analizaron 101 muestras de agua potable de diversos contenedores como:
regaderas, cisternas, tinacos etc., provenientes de hogares y negocios de
diferentes municipios y delegaciones del Distritito Federal y Area Metropolitana,
con el fin de detectar organismos amebianos y bacterias del género Legionella.
Se pudo identificar 32 aislados con presencia de AVL, entre los cuales pudieron
observarse algunas de las especies mas patdgenas como: Naegleria fowleri,
Acanthamoeba culbertsoni, A. castellanii y Sappinia spp. Por otro lado también
fueron identificadas en 64 muestras la bacteria Legionella spp.

Se observé que en 20 de las muestras obtenidas hubo presencia tanto de AVL
como de bacterias del género Legionella spp., o cual representa un alto riesgo
para la salud de los usuarios de cada uno de los contenedores que fueron
analizados.
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II. INTRODUCCION

1. Amebas de vida libre

Las amebas son pequeiios protozoos que se encuentran distribuidos
mundialmente en diferentes tipos de fuentes de agua como: lagunas, lagos, rios,
piscinas, asi como en la vegetacion, suelo y también formando parte de la fauna
natural de algunos mamiferos, peces y reptiles, se sabe también que las
temperaturas elevadas favorecen su proliferacion y ocupan un lugar muy
importante en la cadena alimenticia de las comunidades naturales donde hay
agua, alimentandose de bacterias, hongos, algas y otros protozoos mas
pequeiios (Gallegos, 1997; Adl et al., 2005; Peralta, 2009).

A las amebas de vida libre (AVL) se les ha llamado organismos anfizdicos
porque aungue son capaces de vivir como endoparasitos también pueden
hacerlo como organismos de vida libre, comportandose de esta manera como
organismos oportunistas capaces de producir infecciones a nivel del sistema
nervioso central (SNC). Estos organismos también son conocidos como amibas
“tipicas” y pertenecen a la subclase Gymnamoebia o amebas “desnudas” es
decir que carecen de testa 6 caparazén (Page, 1976; Gallegos, 1997).

Diversos estudios de las AVL han demostrado que solo un pequefio grupo
provoca infecciones humanas, incluyendo a los géneros: Naegleria,
Acathamoeba, Balamuthia y Sappinia provocando desde meningoencefalitis
fulminante que ocasiona la muerte en lapsos muy cortos o encefalitis
granulomatosa crénica que provoca la muerte en periodos mayores, asi como
también infecciones muy severas en otros érganos como: piel, ojos y oidos, esto
altimo solo en el caso de las acantamebas (Kilvington et al., 1991).

Cuadro 1. Ubicacion taxondmica de las principales AVL patdgenas (Tomado de Peralta, 2009)

Clasificacion taxondmica de las amebas de vida libre patogenas

Dominio Eukarya Eukarya Eukarya Eukarya
Reino Protozoa Protozoa Protozoa Protozoa
Filo Sarcomastigophora Sarcomastigophora  Sarcomastigophora  Sarcomastigophora
Clase Lobosa Lobosa Heterolobosa Lobosa
Orden Amoebida Amoebida Leptomyxa Eumoebida
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Familia Vahlkampfidae
Género Naegleria
Especie N. fowleri

Carter, 1970

N. australiensis
De Jonckheere, 1981

Acanthamoebidae
Acanthamoeba

A. castellanii
Douglas, 1930

A. polyphaga
Puschkarew, 1913

A. quina
Pussard y Pons,
1977

A. astronyxis
Ray y Hayes, 1954

A. culbertsoni
Singh y Das, 1970

A. hatchetti
Sawyer et al., 1977

A. palestinensis
Reich, 1933

A. rhysodes
Singh, 1952

Leptomyxidae
Balamuthia

B. mandrillaris
Visvesvara, 1990

Thecamoebidae
Sappinia

S. pedata
Dangeard, 1896

S. diploidea
Hartmann y Négler,
1908

2. Naegleria fowleri

Es un parasito facultativo de distribucion cosmopolita que crece favorablemente
a elevadas temperaturas que llegan hasta los 42 °C. Se les encuentra en
diversos sistemas de agua dulce, en el suelo y otros ambientes atrtificiales

(Smirnov y Thar, 2003).

El ciclo de vida de Naegleria fowleri incluye una etapa de alimentacion ameboide
(trofozoito), una de natacion rapida temporal (flagelado) y un quiste latente, que

es una estructura de resistencia donde la ameba se encuentra en estado latente,

protegiéndose de condiciones adversas en el ambiente como lo son las bajas
temperaturas y la desecacion, razén por la cual ésta especie se encuentra rara
vez en el suelo (Fig. 1) (Smirnov y Thar, 2003).
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Figura 1. Etapas del ciclo de vida de Naegleria fowleri: a) trofozoito b) flagelado y c) quiste (Road, 2007).

a) Patologia

La especie Naegleria fowleri es el agente causal de la Meningoencefalitis
Amebiana Primaria (MAP), infeccion aguda de evolucion rapida y fatal que en la
mayoria de los casos se presenta en individuos jovenes y saludables con
historial reciente de natacion u otras actividades en aguas célidas (Vargas et al.,
2005); dicha enfermedad invariablemente ocasiona la muerte del enfermo
(Smirnov y Thar, 2003).

El periodo de incubacion varia de dos dias a tres semanas dependiendo del
tamafio del inoculo y de la virulencia del organismo invasor. La aspiracion de
agua o aire que contiene amibas les permite alcanzar el epitelio olfatorio de la
mucosa pituitaria y penetrar a la cavidad craneal a través del nervio olfatorio,
constituyéndose asi la ruta de diseminacion de las amibas a otras partes del
encéfalo. Dado que la invasion es muy rapida, hay destruccion del tejido
nervioso de préacticamente todo el encéfalo (Carter, 1972). Esta enfermedad ha
sido reportada en paises como: Bélgica, Gran Bretafia, Australia, Estados
Unidos, Venezuela, Panama y México (Loschiavo et al., 1993).

b) Proceso infeccioso

La fase invasiva de N. fowleri es el trofozoito y la infeccion se adquiere
Gnicamente por la aspiracion nasal de aguas contaminadas con dichos
parasitos. Los trofozoitos invaden la mucosa nasal, la placa cribosa y los bulbos
olfatorios del encéfalo.

Se cree que las formas flageladas o quistes de N. fowleri pueden entrar a la
nariz de la persona que este en contacto con el agua contaminada, sin embargo
estos estadios pueden revertirse rapidamente a trofozoitos para iniciar la
invasion. Los flagelados o quistes de N. fowleri nunca se encuentran en los

tejidos o fluido cerebroespinal del huésped (Fig. 2) (John, 1993).
4
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Figura 2. Ciclo de vida de Naegleria fowleri e infeccion humana (Tomada de John, 1993).

c) Signos y sintomas

De manera subita los enfermos presentan cefalea frontal bitemporal intensa,
fiebre alta que va de 38 a 40 °C, asociada a sintomas respiratorios, vomito,
rigidez de nuca, somnolencia, letargia, irritabilidad y tendencia progresiva al
coma (Peralta, 2009).

La evolucién clinica de la MAP es muy rapida y termina con la instalacién de
coma y muerte, la cual ocurre de dos a siete dias después de la aparicion de los
primeros sintomas (Lalitha et al., 1985).

d) Diagnostico

Se puede llegar al diagnéstico mediante métodos de imagen como Tomografia
Computarizada (TC), Imagen de Resonancia Magnética (IRM), aunque estos no
son especificos; también existen los métodos microscopicos como el diagndéstico
pre-mortem y aunque es muy raro, la puncion lumbar puede ser realizada,
ensayos de inmunofluorescencia utilizando anticuerpos policlonales o
monoclonales o bien se puede llevar a cabo la realizacion de métodos de cultivo
de tejido cerebral, serologia o pruebas de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa, PCR conocido por sus siglas en ingles (Da Rocha et al., 2009).
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e) Tratamiento

La supervivencia a la MAP depende del rapido diagndstico y tratamiento de la
enfermedad. La tasa de supervivencia ha mejorado cuando una combinacion de
anfotericina B aplicada por via intravenosa y con la administracion intratecal de
la misma con rifampicina y otros agentes antifingicos (Singh et al., 1998).

f) Control de Naegleria fowleri

El cloro mata todas las etapas del ciclo de vida de N. fowleri, se ha visto incluso
en aguas recreativas, que 1.5 ppm de cloro libre residual en un tiempo de
contacto de 20 minutos es perfecto para eliminar tanto trofozoitos como quistes
de esta ameba; sin embargo en algunas zonas, los suministros de cloro no son
lo suficientemente adecuadas para eliminar a este organismo, lo que implica
tener que aplicar sucesivas cantidades de amoniaco y cloro pues ello es mas
eficaz para la eliminacién de N. fowleri (Singh et al., 1998).

3. Acanthamoeba spp.

Es una de las amebas mas frecuentemente aisladas de muestras ambientales.
Este organismo se encuentra en todas partes al rededor del mundo, se han
aislado del suelo, aguas dulces y salobres, agua embotellada, torres de
enfriamiento, centrales eléctricas, de calefaccién, ventilacion vy aire
acondicionado, baferas de hidromasaje, piscinas de hidroterapia, unidades
dentales, maquinas de didlisis, en el polvo, en el aire, cultivos de células
bacterianas y hongos, lentes de contacto e incluso secrecion del oido. Se
cultivan a temperaturas que van de los 35 a los 37 °C, pero son capaces de
crecer también a elevadas temperaturas que van hasta los 45 °C (Visvesvara et
al., 2007).

Acanthamoeba presenta dos fases morfolégicas en su ciclo de vida, un
trofozoito y una etapa de quiste que tiene forma mas o menos estrellada. Ambas
etapas se pueden encontrar en los tejidos de los seres humanos infectados y en
el ambiente. El trofozoito es la fase en la que se divide y se sabe que es la etapa
infecciosa. Los quistes son inactivos y protegen al organismo de ambientes
nocivos. Los quistes son resistentes a biocidas, cloracion y antibiéticos (Fig. 3)
(Da Rocha et al., 2009).
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Figura 3. Etapas del ciclo de vida de Acanthamoeba: a) trofozoito b) quiste
(Road, 2007).

a) Patologia

Varias especies de Acanthamoeba pueden causar Encefalitis Amebiana
Granulomatosa (EAG), Acantamebiosis Cutanea (AC) y Queratitis Amebiana
(QA) (Da Rocha et al., 2009).

Se han identificado varias especies de Acanthamoeba causantes de (QA) y
entre ellas destacamos a: Acanthamoeba cultbersoni, A. castellanii, A. hatchetti
y A. quina. Estos pardasitos son poco virulentos ya que existe inmunidad innata
en el huésped y ademas el epitelio corneal constituye una buena barrera de
defensa (Smirnov y Thar, 2003).

La mayor parte de casos confirmados estan ligados al uso de lentes de contacto,
asi la prevalencia del uso de lentes desechables entre los pacientes con
queratitis por Acanthamoeba es muy elevada. Son susceptibles principalmente
personas jovenes y sanas pues son usuarios frecuentes de estos lentes de
contacto. Se presenta dolor ocular severo, ulceracion corneal precedida del uso
de lentes de contacto o incluso algun trauma. El pronéstico es bueno si se
diagnostica pronto y se aplica el tratamiento adecuado (Bottone, 1939).

Por otra parte las lesiones cutaneas causadas por Acanthamoeba se han
reportado con mayor frecuencia en los pacientes seropositivos al Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH), presentandose numerosos nodulos
eritematosos o Ulceras en todo el cuerpo del paciente para luego complicarse en
una neumonia o en una EAG (Duarte et al., 2006).

En el caso de la EAG el proceso es cronico ya que necesita de varias semanas
0 meses de incubacion para que la enfermedad se establezca. Cabe destacar
gue ésta infeccién se presenta primordialmente en paciente debilitados por otro
padecimiento, es decir que se encuentren inmunocomprometidos, por ejemplo,

7
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pacientes con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), con diabetes
mellitus, falla renal, neumonia, cirrosis, hepatitis, cancer etc. (Anzil et al., 1991).

b) Proceso infeccioso

Ambas formas del ciclo de vida de Acanthamoeba (trofozoito y quiste) pueden
encontrarse en los tejidos del huésped humano. Se sabe que su via preferencial
de entrada es a través de una lesion primaria en epitelio (herida); una vez que se
establece la lesion, por via hematdgena las amebas alcanzan el SNC. El periodo
de incubacién es de varias semanas o0 meses para que la enfermedad se
establezca (Fig. 4) (John, 1993).

Figura 4. Ciclo de vida de Acanthamoeba e infeccion humana (John 1993).

c) Signos y sintomas de la QA

Los sintomas iniciales de la queratitis amebiana no son especificos pero
incluyen dolor de ojos, fotofobia, enrojecimiento ocular, lagrimeo y por lo general
afecta solo uno de ambos 0jos. Las ultimas etapas de la infeccion pueden dar
lugar a denudacién epitelial y necrosis estromal (Wilhelmus et al., 2008).

d) Diagndstico para la QA.

El diagndstico de la queratitis amebiana se puede llevar a cabo por métodos
microscépicos mediante el andlisis de un raspado de cérnea. Para la deteccidn

de los quistes se han utilizado ensayos de inmunofluorescencia, métodos de
8
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cultivos mediante biopsia o raspados de la cérnea y mediante la técnica de PCR
(Schuster et al., 2003).

e) Tratamiento para la QA

El tratamiento de la queratitis por Acanthamoeba ha tenido bastante éxito, se
han utilizado una gran variedad de farmacos incluyendo la clorhexidina, la
propamidina, isetionato, neomicina, polimixina B, clotrimazol, ketoconazol,
miconazol e itraconazol (Schuster y Visvesvara, 2004).

f) Signos y sintomas de la EAG

Los sintomas incluyen dolor de cabeza, fiebre, convulsiones, hemiparesia,
cambios de personalidad, nausea, rigidez en el cuello, disminucién del nivel de
conciencia y coma. Los signos clinicos de la EAG no son especificos por lo que
muchas veces el diagndstico se confunde con otras patologias como: meningitis,
tuberculosis, encefalitis viral, toxoplasmosis, infecciones por hongos o
neurocisticercosis (Cabral et al., 2003).

g) Diagnostico para EAG

Se han utilizado métodos de imagenes cerebrales tales como la TC, la IRM,
biopsia, microscopia de inmunofluorescencia e inmunohistoquimica, métodos de
cultivo, serologia, y la técnica de PCR (Martinez, 1993).

h) Tratamiento para la EAG

El tratamiento para la EAG representa un problema debido a la poca claridad de
los sintomas, la falta de una prueba fiable y el hecho de que el diagnostico se
hace a menudo post-mortem, sin embargo, varios pacientes con EAG causada
por Acanthamoeba spp, asi como algunos de ellos con infeccién cutanea sin
afectacion del SNC, han sido tratados exitosamente con una combinacién de
isetionato de pentamidina, sulfadiazina, flucitosina y fluconazol y las aplicaciones
tépicas de gluconato de clorhexidina y ketoconazol en crema. En muchos de los
casos registrados, el tratamiento tuvo que ser interrumpido debido a efectos
secundarios no deseados (Schuster y Visvesvara, 2004).

i) Control de Acanthamoeba spp.

Debido a que la EAG causada por Acanthamoeba spp ocurre en huéspedes con
las funciones inmunodebilitadas, no hay métodos de control claramente
establecidos. En el caso de la QA causada por la misma ameba se recomienda

tener mucho cuidado higiénico con los lentes de contacto y con la solucion
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desinfectante de los mismos, por otra parte los usuarios de estos lentes no
deben usarlos durante la natacién, realizacion de algin deporte acuatico o
mientras se encuentre en alguna bafera de hidromasaje o jacuzzi (Schuster y
Visvesvara, 2004).

4. Balamuthia mandrillaris

En el afilo de 1986, se encontr6 una ameba morfolégicamente diferente a
Acanthamoeba, fue aislada del cerebro de una mujer embarazada, esta ameba
también produce quistes en el cerebro y fue descrita inicialmente como una
ameba leptomyxa (incluida dentro de la familia Leptomyxidae debido a la
semejanza que tiene con el suelo), pero en 1993 fue reconocida como un
organismo diferente y fue asignado como un nuevo género y especie, es decir
Balamuthia mandrillaris (Visvesvara et al., 1993).

La ameba se encuentra en el suelo, pero se ha sugerido su presencia en el agua
sobre la base de casos de EAG provocada por Balamuthia que se produce en
animales, incluyendo seres humanos que tenian un historial de haber nadado en
aguas estancadas (Schuster et al., 2003).

A diferencia de Acanthamoeba, Balamuthia no puede ser cultivada en placas de
agar cubiertas con bacteria y aunque B. mandrillaris ha sido aislada
recientemente del ambiente su fuente de alimento en la naturaleza no es clara.
Cultivada in vitro, Balamuthia se puede alimentar de pequefias amebas y su
aislamiento es generalmente de tejido de humanos y animales, el cultivo se lleva
a cabo utilizando células de mamiferos como la de rifion de mono, por su parte
los aislados de suelo son mucho mas complicados para llevar a cabo (Schuster
et al., 2003).

La temperatura Optima de crecimiento para Balamuthia es de 37 °C vy al igual
gue Acanthamoeba, solo tiene dos etapas en su ciclo de vida, trofozoito y
quiste, el trofozoito generalmente es irregular, pleomérfico y muy pocas formas
son limax; las formas troficas van de los 12-60 um. Los quistes tienen forma
mas o menos esférica u oval que va de los 6-30 um (Fig. 5) (Visversvara et al.,
2007).

10


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Figura 5. Etapas del ciclo de vida de Balamuthia mandrillaris:
a) trofozoito b) quiste (Visvesvara et al., 2007).

a) Patologia

Hasta la fecha B. mandrillaris es la Unica especie conocida perteneciente al
género Balamuthia que causa EAG tanto en humanos como en otros animales.
La balamutiosis es similar a la EAG causada por Acanthamoeba y se presenta
en huéspedes inmunocomprometidos, incluyendo a pacientes infectados por el
VIH /SIDA y los usuarios de drogas intravenosas. La enfermedad tiene una base
cronica que se desarrolla durante un periodo de tiempo que va desde dos
semanas a dos afos. Se sabe que Balamuthia también puede causar infeccion
en la piel similar a la provocada por Acanthamoeba, ambos dafos pueden
ocurrir en cualquier época de afio y por lo tanto no tiene relacion con los
cambios estacionales (Visvesvara y Maguire, 2006). Las infecciones pueden
ocurrir tanto en nifios como en adultos (Schuster y Visvesvara, 2008).

b) Proceso infeccioso

El periodo de incubacion de la EAG por Balamuthia se extiende por varias
semanas y por lo tanto el origen y el modo de infeccion no han sido
determinados definitivamente, se ha sugerido que la puerta de entrada puede
ser a través de lesiones cutaneas, nasales o la inhalacion a través de las vias
respiratorias con la consiguiente diseminacion hematogena al cerebro y otros
organos (Fig. 6) (Schuster y Visvesvara, 2008).
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Figura 6. Ciclo de vida de Balamuthia mandrillaris e infeccion humana (Tomado
del CDC, 2012)

c) Signos y sintomas

La EAG provocada por B. mandrillaris también es una enfermedad rara con
sintomas inespecificos, pero se habla de dolores de cabeza, nausea, vomitos,
fiebre, mialgia, convulsiones, perdida de peso y dificultades de habla,
generalmente asociada con anteriores lesiones en la piel. Es dificil llegar al
diagndstico adecuado ya que los sintomas son similares a otras infecciones
como la tuberculosis, toxoplasmosis, cisticercosis, meningitis y también a los
tumores cerebrales (Reed et al., 1997).

d) Diagndstico

Para realizar el diagndstico correcto para EAG por B. mandrillaris se pueden
utilizar los métodos de imagen como la TC y la IRM. También sirve la
microscopia de luz para detectar la presencia de la ameba en el tejido del
huésped.

Las amebas se pueden observar desde el cerebro por medio de biopsias de piel
y autopsias. A diferencia de la infeccion por N. fowleri, B. mandrillaris
generalmente no es vista en el liquido cefalorraquideo. Se pueden realizar
métodos de cultivo muy especificos de muestras de biopsia, serologia y técnica
de PCR (Griesemer et al., 1994).
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e) Tratamiento

Tres pacientes de E.U.A, un hombre de 60 afos de edad, una nifia de seis y una
mujer de 70 que presentaban balamutiosis sobrevivieron después de un
tratamiento con una combinacién de isetionato de pentamidina, sulfadiazina,
claritromicina, fluconazol y flucitosina. En el caso de unos peruanos, pacientes
con lesiones cutaneas, se recuperaron con un tratamiento con albendazol e
itraconazol (Deetz et al., 2003).

f) Control de Balamuthia mandrillaris

Los casos de balamutiosis han ocurrido en personas inmunocromprometidas por
lo que actualmente no existen métodos claramente definidos para la prevencién
de estas amebas (Visvesvara et al., 2007).

5. Sappinia pedata.

Existe solo una especie patdégena de Sappinia: S. pedata antes conocida como
S. diploidea. Esta ameba tiene una distribucion mundial y se le ha aislado de las
heces de los alces y los bufalos, del suelo contaminado con heces de bovinos,
de agua dulce y el recto de un lagarto. El ciclo de vida de Sappinia consta de
dos etapas, un trofozoito y un quiste (Turner et al., 2005).

Un rasgo distintivo del organismo, es un probable proceso sexual en el quiste y
la presencia de dos nucleos fuertemente adosados entre si (a menudo de dos a
cuatro pares), ésta es una caracteristica Unica del género (Schuster y
Visvesvara 2004). Sappinia spp. no se extiende bien cuando es posada sobre
una superficie de vidrio, se observa de una mejor manera al ser vista sobre la
superficie del agar (Fig.7)(Page,1988).

Figura. 7 Etapas del ciclo de vida de Sappinia pedata :
a) trofozoito b) quiste n) nicleos. (Visvesvara et al., 2007).
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a) Patologia

La ameba del género Sappinia, pertenece al grupo de las AVL patégenas que
afectan a nivel del SNC y que fueron descubiertas recientemente en el ser
humano, dichas amebas pueden causar Encefalitis Amebiana (EA) (Gelman et
al., 2003). El primer y Unico caso de encefalitis causado por Sappinia spp. se
presentd en un hombre adulto inmunolégicamente sano que sobrevivid a la
infeccion (Da Rocha et al., 2009).

b) Proceso infeccioso

El periodo de incubacion y la via de infeccion es desconocida pero se cree que
es por la inhalaciéon del pardsito a través de la nasofaringe y diseminacion
hematdgena al cerebro (Gelman et al., 2001).

c) Signos y sintomas

El paciente perdio la conciencia durante unos 45 minutos y desarrollé nausea y
vomito seguidos de cefalea bifrontal, fotofobia y visiébn borrosa durante dos o
tres dias. La resonancia magnética (RM) revel6 una sola lesién ocupante de
espacio que fue extirpada quirirgicamente. La masa extirpada en corte mostré
una inflamaciéon necrozante hemorragica que contenia organismos amebianos
(Gelman et al., 2001).

d) Diagnoéstico

Como se menciono anteriormente, se puede distinguir a Sappinia spp. por la
presencia de dos ndcleos muy evidentes, por lo que una forma de llegar al
diagndstico es observar a estas amebas derivadas de una biopsia de tejido fija
en parafina (Gelman et al., 2003). Se puede diagnosticar también por medio de
técnicas moleculares como PCR (Qvarnstrom et al., 2009).

e) Tratamiento

Después de la cirugia del paciente que presenté Encefalitis Amebiana por
Sappinia se aplicé un tratamiento con azitromicina, isetionato de pentamidina,
itraconazol y flucitosina lo que llevé a una recuperacion completa sin secuelas
neurolégicas (Schuster y Visvesvara, 2004).

f) Control

En el caso de éste género amebiano, no hay especificaciones en cuanto a los
métodos de control, sin embargo, algunos autores sugieren que los medios
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anteriormente mencionados para el control tanto de Acanthamoeba como de
Naegleria pueden ser eficaces también para la eliminacion de Sappinia.

Las infecciones provocadas por los protozoos de vida libre vistos anteriormente,
se diferencia de otros porque se encuentran distribuidos ampliamente en la
biosfera, son muy virulentos, pasan inadvertidos por errar en su diagndstico
meédico y por lo tanto no hay un tratamiento oportuno (Peralta, 2009). Se sabe
también que las AVL presentan una amenaza adicional para la salud humana ya
gue pueden actuar como vehiculos de multiplicacion y dispersion de bacterias
parasitas facultativas incluyendo patdgenos y otros microorganismos como:
proteobacterias, bacterias asociadas a plantas de la familia Bradyrhizobiaceae,
otra familia de bacterias como Parachlamydiaceae, pseudomonas,
micobacterias, mimivirus, enterovirus, enterobacterias etc. Una de las
asociaciones mas estudiadas de este tipo es la que existe entre AVL y bacterias
del género Legionella (Stout, 1997).

6. Bacterias del género Legionella spp.

Legionella spp. es una bacteria ambiental y su habitat natural es el agua dulce
proveniente de lagos y rios. A través de las redes de agua potable, accede a
equipos tales como: torres de refrigeracion, sistemas centralizados de agua
caliente (regaderas), equipos de aerosolterapia y sistemas de agua climatizada
entre otros. A partir de estas instalaciones, Legionella puede infectar al hombre
por inhalacion de micro-aerosoles contaminados con la bacteria (Murdoch,
2003).

7. Taxonomia de Legionella:

Dominio: Prokaryota Chatton, 1925.
Reino: Eubacteria Woese, 1990.
Filo: Proteobacteria Garrity et al., 2005.
Clase: Legionellaceae
Orden: Legionellales Garrity et al., 2005.
Familia: Legionellaceae Bronner et al., 1979
Genero: Legionella Bronner et al., 1979

Actualmente existen 48 especies del género Legionella, dentro de las cuales se
encuentra L. pneumophila como una de las especies mas virulentas y causante
del 79 % de casos declarados de legionelosis o enfermedad del legionario y
Fiebre de Pontiac (FP) (Barry et al., 2002).

Legionella pneumophila se multiplica a temperaturas elevadas que estan entre
los 25 y 42 °C. Se han observado mayor numero de casos de legionelosis en
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donde el hombre acude a nadar en ambientes acuaticos donde la temperatura
del agua es superior a la temperatura ambiente, térmicamente la alteracién de
estos ambientes acuaticos puede cambiar el equilibrio entre protozoos y
bacterias, lo que resulta en la multiplicacién rapida de Legionella, lo cual puede
traducirse posteriormente en enfermedades humanas (Barry et al., 2002).

Estudios ecoldgicos han demostrado que los protozoos proporcionan habitats
ideales para la supervivencia de las especies de Legionella y aunque no esta
claro que especies de protozoos estan contribuyendo al mantenimiento y la
propagacion de estos patégenos se sabe que los géneros: Naegleria,
Acanthamoeba y Hartmanella utilizan a Legionella como fuente de alimentacion
(Ronald, 1999). Investigaciones sugieren que las AVL son huéspedes naturales
de Legionella spp, y que no solo funcionan como reservorios ambientales sino
que también participan en la proteccion y el mantenimiento de Legionella spp.
actuando como mini incubadoras ya que se ha observado que dicha bacteria se
puede multiplicar dentro de la amebas (Lau, 2009).

8. Especies de Legionella de importancia médica

Cuadro 2. Especies de Legiogella de importancia médica (Jawetz et al., 1990)

Especie Neumonia Fiebre de Pontiac (FP)

L. pneumophila + Serogrupos 1y 6
L. micdadei -

L. gormanii

L. dumoffii

L. bozemanii

L. longbeachae
L. wadsworthii
L. jordanis

L. feeleii

L. oakridgensis + -

+ 4+ + + + + 4+ +

(+) Especies que causan tanto neumonia como FP.
(-) Especies que no se hareportado que causen FP.

9. Patologia causada por bacterias del género Legionella

La legionelosis es un término general usado para describir todas las formas de
infeccion causadas por una bacteria del género Legionella, tal es el caso de
Legionella pneumophila que es la especie mas comun y mas virulenta del
género (Gaia et al., 2003). La legionelosis es una enfermedad respiratoria aguda
y tiene dos formas clinicamente distintas, la enfermedad del “Legionario” que es
un tipo severo de infeccidon que incluye la neumonia y la FP, una enfermedad
auto-limitante mucho menos agresiva. La exposicion se atribuye a la inhalacién
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de aerosoles procedentes de sistemas de aire, piscinas, regaderas etc.
(Murdoch, 2003).

Aunque las personas previamente sanas pueden desarrollar la enfermedad del
legionario, las personas que se encuentran particularmente en riesgo son
aquellas que fuman, beben en exceso, las personas con cancer, diabetes,
enfermedades respiratorias, renales e inmunosuprimidos, lo que en contraste
con la FP que, aunque es mucho menos comun que la enfermedad del
legionario ésta puede atacar incluso a personas jovenes y que gozan de
completa salud (Calvo, 2005).

a) Proceso infeccioso

Para causar la infeccion, la bacteria necesita ser inhalada. Las particulas por las
cuales Legionella va a ser inhalada deben ser los suficientemente pequefias
como para penetrar y mantenerse en la parte mas profunda de los pulmones (los
alveolos), pero lo suficientemente grande como para contener al menos una
célula bacteriana, las particulas de 1.3 um satisfacen estos criterios, éstas son
demasiado pequefias como para ser vistas por los ojos del humano y pueden
permanecer suspendidas en el aire por periodos de tiempo prolongados. A la
suspension de estas particulas en el aire se les denomina aerosoles y no
necesariamente pueden ser visibles (Calvo, 2005).

Los aerosoles naturales pueden ser generados por las lluvias, cascadas,
burbujas de agua o por formacion de olas. En sistemas de agua artificiales o
entornos pueden ser los grifos funcionando, duchas, fuentes, piscinas de
hidromasaje, bafieras y torres de enfriamiento evaporativo quienes generan
estos aerosoles (Fig. 8) (Moreira et al., 2006).
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Figura 8. Ciclo infectivo de Legionella pneumophila en el humano (Glockner, 2008).

b) Ciclo intracelular de Legionella pneumophila en protozoos y macrofagos
humanos

Se sabe que los mecanismos de virulencia de L. pneumophila son demasiado
complejos, pues presenta diversas proteinas inducidas durante su replicaciéon
intracelular. La infestacion de L. pneumophila en las células fagociticas se divide
en las siguientes etapas (Moreira et al., 2006) (Fig.9):

a. Adhesion del microorganismo a los receptores superficiales de las
células.

b. Endocitosis, en donde el microorganismo penetra los macrofagos o las
amebas.

c. Fusidn con el reticulo endoplasmico.
d. Formacion de una vacuola replicativa.
e. Multiplicacién intracelular.

f. Se liberan las bacterias y la célula huésped muere.
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Figura 9. Ciclo de vida de L. pneumophila en protozoos y macréfagos humanos (Tomada de Fields et al.,
2002).

c) Signos y sintomas

Los signos y sintomas comienzan abruptamente con la fiebre alta, escalofrios,
dolor de cabeza y de musculos. Las personas infectadas sufren de dificultades
para respirar y algunos también desarrollan sintomas gastrointestinales como
nausea, vomito, dolor abdominal y diarrea.

Es bien sabido que la enfermedad presenta un amplio espectro de
enfermedades que van desde una tos leve, fiebre, insuficiencia respiratoria y una
falla multiorganica (Calvo, 2005).

d) Diagndstico

El diagndstico de las infecciones humanas causadas por Legionella puede
realizarse por los métodos microbiolégicos siguientes (Stout y Yu 1997):

a) Cultivo de la bacteria a partir de muestras respiratorias (esputo, muestras

obtenidas mediante broncoscopia o tejido pulmonar) utilizando los medios
de cultivo adecuados, BCYE y BMPA.
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b) Serologia mediante inmunofluorescencia indirecta, demostrando la
presencia de anticuerpos especificos en el suero del enfermo tras la
infeccion por la bacteria.

c) Visualizacion del microorganismo en liquidos o tejidos patoldgicos
mediante inmunofluorescencia directa.

d) Uso de la técnica reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

e) Tratamiento

El inicio temprano del tratamiento adecuado es reconocido hoy como crucial
para el éxito en la recuperacion de la enfermedad del legionario. La eritromicina
ha sido considerada histéricamente como la primera opcion en el tratamiento de
la enfermedad del legionario (Stout y Yu, 1997). El tratamiento con este
antibidtico, sin embargo, est4 asociada con varios efectos secundarios adversos,
incluyendo la pérdida transitoria de la audicidon, flebitis, intolerancia
gastrointestinal y mas raramente arritmia ventricular (Roig et al., 1993).

Nuevos macroélidos, como la azitromicina y claritromicina son atractivas porque
han mostrado una actividad superior frente a especies de Legionella y una
mayor penetracion intracelular con potencialmente menos efectos adversos
(Klein y Cunha, 1998). Incluso con el desarrollo de formulaciones intravenosas
por ejemplo la azitromicina se puede remplazar con la eritromicina como
tratamiento de eleccion (Stout y Yu, 1997).

Para el tratamiento de la enfermedad del legionario, la via preferida de
administracion de cualquier antibiotico es por via intravenosa al menos en las
primeras etapas de la enfermedad, esta ruta asegura la mayor concentracion
posible de los antibiéticos en el tejido pulmonar (Stout y Yu, 1997).

f) Control

Existen varios métodos de control disponibles para la desinfeccion de los
sistemas de distribucion de agua que podrian estar contaminados con bacterias
del género Legionella spp. Estos incluyen: hipercloracion, ionizacion cobre-plata,
la luz ultravioleta, la esterilizacidén, ozonizacion y los sistemas de calefaccién de
vapor instantaneas. El uso de cloro, la esterilizacidn ultravioleta, y la ozonizacion
se examinaron desde 1985, sin embargo, estudios recientes se han visto en la
necesidad de proporcionar informacion actualizada al respecto, debido a que se
cree que los métodos tradicionales podrian ser aun insuficientes (Yu et al.,
1993).
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10. El papel de las biopeliculas en los ambientes acuaticos

En el medio acuoso crecen bacterias, ya sea como organismos plancténicos o
componentes de la matriz de una biopelicula. Los organismos planctonicos se
encuentran libremente dispersos en la fase acuosa mientras que los organismos
de la biopelicula se unen a una superficie rodeada por sustancias poliméricas
(Marshall, 1996). En la naturaleza las biopeliculas no son homogéneas pues
consisten en un consorcio de microorganismos que pueden exhibir diferentes
propiedades fisiolégicas y metabdlicas en respuesta a diversos gradientes
fisicos y de nutrientes que existen dentro de la matriz de exopolisacaridos; como
resultado se producen varios nichos que pueden permitir la coexistencia de
diferentes microorganismos con los requisitos de crecimiento (Lee y West,
1991).

Las biopeliculas juegan un papel muy importante en el crecimiento y
supervivencia de muchos microorganismos patdégenos en el ambiente, lo cual
tiene implicaciones tanto en salud publica como en cuestiones econdmicas
(Characklis y Marshall, 1990).

Una amplia gama de microorganismos se han asociado con la formacion de
biopeliculas, dentro de los cuales destacan una gran diversidad de AVL y
bacterias del género Legionella al actuar como un importante reservorio. Se ha
demostrado incluso que Legionella presenta una mayor resistencia a los
controles microbianos incluidos los biocidas, cloro y la ionizacién de cobre y
plata al establecerse en estas biopeliculas (Marrao, 1993).

11. Asociacion con otros microorganismos

Aflos atras se pensaba que Legionella spp. so6lo podia existir en medios
artificiales y si era cultivada en condiciones muy especificas, bajo determinada
temperatura, pH y los requerimientos nutricionales adecuados, sin embargo se
ha demostrado que muchas de las especies de Legionella spp. sobreviven en
una amplia gama de condiciones extremas, tanto en habitats acuaticos naturales
como artificiales. Su supervivencia se ve reforzada por relaciones simbitticas
con otros microorganismos como protozoos, algas y otras bacterias, lo que les
proporciona ventajas en el medio natural, asi como en el agua potable y
sistemas de distribucién de agua doméstica (Miuetzner et al., 1997).

Se sabe que muchas especies del género, infectan a las AVL para poder
multiplicarse, dicha bacteria se ha encontrado en por lo menos 13 especies de
amebas, dentro de los cuales se mencionan los géneros: Acanthamoeba,
Hartmanella, Vahlkampfia y Naegleria (Fig. 10) (Fields, 1996).
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Figura 10. Micrografias de transmision de electrones del trofozoito de Hartmanella vermiformis (a) y
células del epitelio alveolar de humano (b) infectados con L. pneumophila (Abu et al., 1998).

Después de que las bacterias son fagocitadas por las amebas, la multiplicacién
se lleva a cabo dentro de sus vesiculas y permanecen encapsuladas en los
quistes hasta la ruptura de la ameba (Miuetzner et al., 1997). Debido a que
Legionella spp. se replica rapidamente intracelularmente durante periodos
prolongados de tiempo, las vesiculas amebianas pueden contener cientos de
células de la bacteria a la vez (Berk et al., 1998); Incluso, la replicacion dentro de
los protozoos puede contribuir a una mayor virulencia de Legionella (Kramer y
Ford, 1994).
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[ll. ANTECEDENTES

Madrigal y cols. en 1986 realizaron un proyecto de investigacion titulado
“Aislamiento, identificacion y patogenia de amebas de vida libre en aguas de
consumo de Madrid”; en donde muestrearon 43 sistemas de agua caliente y
termos eléctricos unifamiliares obteniendo un 14 % de positividad,
identificandose las especies: Hartmanella vermiformis, Vannella simplex, Vanella
mira y Acanthamoeba spp.

En 1992 Sanden y cols. llevaron a cabo un trabajo en donde muestrearon
duchas y grifos de lavabo incluyendo muestras con hisopos de tres hospitales y
una comunidad rural. Obteniendo 207 sistemas muestreados, de los cuales 62
muestras dieron positivas para la presencia de bacterias del género Legionella
spp. Y 144 muestras positivas con crecimiento amebiano, observandose asi 28
muestras positivas para ambos organismos. El grupo de investigadores concluyé
gue aunque el numero de aislados con presencia tanto de bacterias del género
Legionella como de AVL fueron pocos, se observd que los aislados con dicha
bacteria tenian una multiplicacion mucho mas rapida cuando habia presencia de
AVL en contraste de aquellas en donde no.

Por su parte Borella y cols. en 2004 publicaron un articulo que lleva por titulo
“Legionella, riesgo de infeccion del agua caliente sanitaria”. El equipo de trabajo
muestre6 un total de 146 muestras de agua, recolectadas de viviendas
particulares de seis ciudades italianas (Milan, Mddena, Bolonia, Roma, Napoles
y Bari), obteniendo 33 (22.6 %) muestras contaminadas con Legionella spp. y L.
pneumophila que fue la especie con mayor frecuencia. Las observaciones de los
autores sugieren que se deben considerar las especies de Legionella al
examinar la contaminacibn ambiental, pues se tiene entendido que la
contaminacién del ambiente con dicho patégeno es un factor de riesgo al
propagarse en los sistemas de distribucién de agua potable, y con base en este
aspecto seleccionar los métodos de prevencién y control mas apropiados para
prevenir las enfermedades contraidas por esta importante bacteria.

Leoni y cols. en 2004, llevaron a cabo una investigacion en donde analizaron
137 muestras de agua potable caliente, tomada de diversos puntos en la ciudad
de Bolonia (Italia), con el fin de encontrar colonizacién de especies bacterianas
del género Legionella : 59 muestras provenian de departamentos privados, 46
de diferentes hoteles y 32 de distintos hospitales publicos. El equipo llevé a cabo
técnicas morfologicas para la identificacion de las especies bacterianas en
cuestion. Ellos concluyeron que la presencia de Legionella se detecté con alta
frecuencia y en altos niveles de distribucién en la red de agua caliente en
Bolonia, pues el 40 % de los sistemas examinados fueron positivos para
Legionella spp. La mayor colonizacion se encontro en el agua proveniente de los
hospitales.
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Kuiper y cols. en 2004 realizaron una investigacién que titularon: “Proliferacion
intracelular de Legionella pneumophila en Hartmannella
vermiformis presentes en biopeliculas acuéticas de diferentes sistemas de
tuberias en los Paises Bajos”. Los investigadores muestrearon algunos grifos de
diferente procedencia de donde se obtuvieron aislados tanto de L. pneumophila
como de H. vermiformis, ambos organismos fueron identificados por técnicas
morfolégicas y moleculares (PCR); concluyendo asi que L. pneumophila se
multiplica mucho mas rdpidamente en los trofozoitos de H. vermiformis, que
encontrdndose ya sea en los quistes de dicho protozoo o multiplicandose
extracelularmente.

En otro trabajo, Edagawa y cols. en 2008, estudiaron también diferentes
muestras obtenidas de varios sistemas de agua caliente, provenientes de
diversos edificios publicos en Japon como: hoteles, escuelas y oficinas de
trabajo, con el fin de aislar bacterias del género Legionella. Obtuvieron 130
muestras, de las cuales 26 mostraron la presencia de Legionella spp., tres de
ellas fueron positivas por el método de cultivo, 22 por la técnica de PCR y una
por ambas técnicas. El mayor nUmero de muestras positivas se encontrd en los
sistemas de agua caliente muestreados en los hoteles.

Garaycochea y cols. en 2008, demostraron la patogenicidad de las AVL aisladas
de diferentes fuentes de agua procedentes de: rios, lagos, piscinas y pozos, que
eran empleadas por los habitantes del lugar en actividades agricolas, recreativas
y medicinales asi como también para consumo o aseo personal, en algunas
comunidades de Lima. Las investigadoras obtuvieron 83 muestras, de la cuales
obtuvieron 40 aislados amebianos, identificando a los géneros: Hartmannella,
Acanthamoeba, Mayorella, Naegleria, Vahlkampfia, Vannella y Saccamoeba,

con predominancia de Acanthamoeba entre los aislados obtenidos.

En 2009 Bing-Mu y cols. muestrearon diferentes sistemas de agua como:
regaderas, piscinas y jacuzzis, provenientes de un centro recreativo en Taiwan
con el objetivo de estudiar dos tipos de patdgenos: bacterias del género
Legionella y AVL. El equipo obtuvo 34 muestras en total que posteriormente
fueron analizadas por métodos morfologicos. Del total de muestras solo tres
fueron positivas para AVL del género Acanthamoeba, 12 para el género
Hartmanella, y cinco del género Naegleria. Por su parte, la bacteria Legionella
fue aislada en 16 de las 34 muestras obtenidas. En cuanto a la presencia de
ambos organismos, ésta se pudo observar en 11 de las muestras analizadas,
observandose una asociacion de Legionella con: N. australiensis, A. castellanii,
A. polyphaga y H. vermiformis siendo con esta Ultima la asociacion mas
frecuente.
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IV. JUSTIFICACION

Debido a la informacién que existe sobre las AVL y la posible amenaza que
representan al actuar como vehiculo de multiplicacion y dispersiéon de bacterias
parasitas facultativas como Legionella pneumophila, ambos, organismos
altamente patdgenos en cuanto a infecciones humanas se refiere, el incremento
de dichas patologias en los ultimos afios, aunque no especificamente en el caso
de México, ya que en el pais no existen normas oficiales para el analisis,
determinacién ni eliminacion de las AVL ni de bacterias del género Legionella de
los diferentes sistemas de agua de contacto humano, lo que hace suponer que
debido a la falta de conocimiento sobre el comportamiento de ambos
organismos, ha provocado errores al dar un diagnéstico médico, pues resulta de
dificil explicacion como es que a pesar de que estos parasitos pueden estar
habitando en muchos de nuestros sistemas de distribucion de agua, el nimero
de casos de encefalitis por ejemplo se atribuye a otro tipo de parasito.

No obstante, también es de suma importancia entender que la contaminacion y
prevalencia de las AVL y de bacterias del género Legionella en los sistemas de
agua potable en edificios publicos, como hoteles y hospitales asi como también
departamentos y casas, representa un relevante factor de riesgo para adquirir
cualquiera de las infecciones causadas por dichos microorganismos.

Es asi que, ante la inquietud generada por la informacién de ambos organismos
en cuestion y debido a todo lo mencionado anteriormente, se subraya la
necesidad de seguir investigando para comprender el vinculo que existe entre
las AVL y la bacteria Legionella spp., para que de esta manera se pueda
contribuir a la prevencion y control de brotes provocados por dichos patdgenos.
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V. OBJETIVOS

1.- Objetivo general
Determinar la presencia de especies amebianas de vida libre patbégenas asi
como la de la bacteria Legionella spp. en diversos sistemas hidricos de contacto
humano en México.
2.- Objetivos particulares

« Aislar y cultivar amebas de vida libre y bacterias del género Legionella. de
diferentes sistemas de agua potable doméstica y de algunos servicios de
autolavado.

e Determinar los parametros fisicoquimicos del agua (pH, conductividad vy
temperatura) que influyen en la presencia de AVL patdégenas y de Legionella
spp. en fuentes de agua de contacto directo.

» Ubicar taxon6micamente las amebas aisladas por criterios morfologicos,
utilizando claves especializadas de identificacion.

» Establecer la temperatura maxima y optima (tolerancia a la temperatura) ideal
para la supervivencia de las amebas de vida libre.

« Identificar morfolégicamente las colonias de bacterias del género Legionella.

* |dentificar la diversidad de AVL y la co-existencia de bacterias del género
Legionella spp. en sistemas de agua de contacto humano.

e Determinar el riesgo potencial de infeccibn por AVL patdgenas y de
Legionella spp. en los usuarios del agua en estudio.
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VI. AREA DE ESTUDIO

Los muestreos se llevaron a cabo en diversas casas y negocios de diferentes
zonas del Distrito Federal y Area Metropolitana de la Ciudad de México.

El muestreo se llevd a cabo solo entre algunas colonias de algunos municipios y
delegaciones, dentro de los cuales se encuentran los municipios de: Ixtapaluca,
Ecatepec, Naucalpan, Atizapan de Zaragoza, Tlalnepantla, Cuautitlan lzcalli,
Coacalco y las delegaciones de Gustavo A. Madero y Azcapotzalco (Fig. 11).

Figura 11. Ubicacién de los municipios y delegaciones de donde se recolectaron las muestras de agua
potable provenientes de distintos contenedores.

Figura 12. Contenedores de donde fueron obtenidas algunas de las muestras para identificacion de AVL y
de bacterias del género Legionella.
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VIl. MATERIAL Y METODOS

1. Recolecta y transporte de las muestras

Para la busqueda de amebas de vida libre y bacterias del género Legionella, se
seleccionaron diversas fuentes hidricas de contacto humano que incluyeron:
piscinas, regaderas, tinacos, piletas, cisternas expuestas al calor del sol ademéas
de agua embotellada.

Las muestras de agua se recolectaron en tubos de polipropileno estériles con
capacidad de 50 ml, introduciendo el tubo al contenedor de agua tratando de
raspar parte de la superficie de este para llevar una porcion de la biopelicula que
suele formarse en este tipo de lugares. Las muestras fueron transportadas al
laboratorio de Investigacion en Patdgenos Emergentes de la UIICSE en la
Facultad de Estudios Superiores lztacala a temperatura ambiente para su
posterior procesamiento.

Se midieron valores fisicoquimicos del agua:

e Temperatura que fue medida in situ con un termémetro digital ltawa.
e pH y conductividad utilizando un instrumento pH EC 98130 (Hanna
Instruments, Woonsocket, RI)

2. Aislamiento de AVL

Las muestras se procesaron segun el método descrito por De Jonckheere
(1984). Se centrifugaron a 2500 X g durante 10 minutos, el sobrenadante se
decant6 y el sedimento fue inoculado sobre placas de Petri con medio NNE
(agar no nutritivo con Enterobacter aerogenes) y posterior a ello fueron
incubadas a 37 °C dentro de bolsas de plastico para evitar su desecacion
(Delattre y Oger, 1981).

Después de 24 horas las placas inoculadas se observaron bajo el microscopio
invertido y se buscaron organismos amebianos. De las muestras positivas, se
corté un segmento de 5 mm? en condiciones de esterilidad en donde presentara
buen crecimiento de amebas y posteriormente se re-inoculé en placas nuevas
de NNE (De Jonckheere, 1984).

Si llegaran a observarse diferentes formas y tamafos en los organismos
recolectados se procedera a hacer un cultivo monoxénico es decir, éstas
diferentes formas se separaran y se inocularan en nuevas placas de NNE, para
asi clonar estos organismos.
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3. Identificacion de las AVL

Se tomaron muestras de amebas a partir de cultivos positivos al crecimiento y se
identificaron por morfometria con las claves taxon6micas de Page (1988) con el
microscopio invertido marca Nikon y se hizo el registro fotografico de los
organismos encontrados.

4. Prueba de tolerancia a latemperatura

Cabe destacar que la mayoria de las amebas patégenas son termotolerantes
mas no todas las amebas que son termotolerantes son patdégenas y es por ello
que para identificar las caracteristicas de algunos aislados se realizo la prueba
de tolerancia a la temperatura, colocando cultivos en estado de trofozoitos a
temperaturas de 37, 42 y 45 °C para determinar su viabilidad (De Jonckheere,
1984).

5. Prueba de flagelacion

Se llevé a cabo la prueba de flagelaciéon para la identificacion de aquellos
organismos que presentan ésta fase flagelar, como lo es el caso del género
Naegleria (Robinson, 1992).

Las amebas identificadas morfologicamente como Naegleria sp. fueron
cultivadas en agar NNE, al cual se le agreg6 500 ul de agua destilada.

La prueba consistié en colocar unas gotas de agua destilada estéril sobre la
superficie de una caja de Petri con medio NNE (no nutritivo con Enterobacter
aerogenes) en la que se hizo crecer una clona de amebas; posteriormente fue
incubada a 37 °C durante dos horas. La placa se observd en intervalos de 30
minutos en el microscopio invertido a 10x para determinar la presencia de
formas flageladas, lo que permiti6 utilizar ésta transformacion como una
caracteristica de identificacion taxondmica (Aladro et al., 2009).

6. Andlisis estadistico para AVL

Se llevd a cabo el analisis estadistico de correlaciéon de Spearman (prueba no
paramétrica) entre el ndmero de aislados de amebas y cada uno de los
parametros fisicoquimicos que se analizaron en el estudio. El analisis se llevé a
cabo con ayuda del programa GraphPad Prism version 2005.

7. Aislamiento de Legionella spp.
Los tubos con unos 35 ml de agua fueron centrifugados a 3000 X g durante 30

minutos, posterior a la centrifugacion, se decantdé el sobrenadanante dejando
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aproximadamente 1 ml de la muestra con el sedimento, el cual se proceso por
tratamiento acido para eliminar en lo posible cualquier otra bacteria que no sea
acido resistente como si lo es Legionella, dicho proceso se llevé a cabo
colocando 1 ml de suspensién en un tubo de centrifuga de 15 ml estéril que
contenia 1 ml de amortiguador acido y se mezcld. Posteriormente se incubd la
suspension acidificada durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se colocé 1
ml de la suspensién, en placas de agar especifico BCYE marca Difco, para el
crecimiento de Legionella. A estas placas se les agreg0 cisteina y se incubaron
a 37 °C durante 72-96 horas.

8. Identificacion morfolégica de colonias del género Legionella

Las colonias de bacterias pertenecientes al género Legionella se tornan visibles
de tres a cuatro dias después de incubarse a 37 °C en una atmésfera hiumeda.
Las placas se mantuvieron en dicho ambiente un maximo de dos semanas para
descartar las que fueran negativas.

Se identificO a Legionella spp. por medio de sus caracteristicas morfolégicas
comparando el crecimiento obtenido con la cepa Legionella pneumophila subsp.
pneumophila ATCC 33152. Las colonias tipicas de Legionella spp. miden de 3 a
4 mm de diametro, presentan un color blanco- grisaceo, la forma es convexa y
circular. Presentan bordes enteros y un moteado granular interno similar al vidrio
esmerilado (NCID, 2005).
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VIll. RESULTADOS Y DISCUSION

Se llevaron a cabo muestreos en 47 hogares y 6 servicios de autolavado
tomando en cuenta la disponibilidad de los contenedores de agua en cada una
de las casas. Como se menciono anteriormente el estudio incluyé la toma de
muestras de agua de cisternas, tinacos, regaderas, agua embotellada, piletas,
piscinas y agua obtenida de las mangueras de presién de los servicios de
autolavado.

Los resultados fueron descritos utilizando la siguiente nomenclatura:
e Letrainicial de donde fue tomada la muestra:

U = Servicio de auto lavado
= Regadera
= Cisterna
= Tinaco
= Pileta
= Agua embotellada
= Alberca

>OUTV-H0O03T >

e Numero que fue asignado a cada una de las muestras.
e Letras iniciales del municipio o delegacion de donde se obtuvo la muestra.

Ix = Ixtapaluca

Ec = Ecatepec

Na = Naucalpan

At = Atizapan de Zaragoza
Tl = Tlalnepantla

Cu = Cuautitlan Izcalli

Co = Coacalco

Gu = Gustavo A. Madero
Az = Azcapotzalco

Ejemplo: el aislado sefialado como T7Na, nos indica que es la muestra nimero
7 tomada de un tinaco y que se obtuvo de alguna colonia perteneciente al
municipio de Naucalpan.

1. Amebas de Vida libre

Los muestreos se llevaron a cabo en zonas del Distrito Federal y Area
Metropolitana de la Ciudad de México obteniéndose un total de 101 muestras,
de las cuales, se identificaron 32 muestras positivas para crecimiento amebiano
(Fig.13) (Ver anexo ).
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Presencia de AVL

© Negativas
AVL (+)

Figura 13. Negativas: son aquellas muestras analizadas que no presentaron crecimiento de AVL; AVL (+):
son las muestras que presentaron crecimiento amebiano.

De manera general, cabe sefalar que tanto las AVL como las bacterias del
género Legionella spp. estan distribuidas mundialmente, sin embargo, la
presencia de estos organismos depende mucho del sitio en donde se localizan,
es decir, su presencia 0 ausencia se encuentran intimamente ligadas a las
condiciones fisicas y quimicas del lugar, la presencia de depredadores y la
calidad y cantidad de alimento que se encuentre disponible. En el caso de este
estudio, los organismos en cuestibn son contaminantes del agua potable, sin
embargo, esta puede aportar las condiciones Optimas de crecimiento para
algunas especies de AVL y de Legionella, sobre todo si se mencionan algunos
factores externos que influyen en la presencia de los mismos en cada uno de los
contenedores de agua muestreados, tal es el caso de la formacién de
biopeliculas en las superficies que se encuentran en contacto directo con el
agua, debido a la falta de aseo en estos contenedores (Rodriguez et al., 1994;
Kuiper et al., 2004).

En el siguiente cuadro se puede observar el nUmero de muestras obtenidas de
cada uno de los contenedores de agua que fueron muestreados.

Cuadro 3. Reservorios de agua analizados para la busqueda de amebas de vida libre.

Contenedor Positivas (+) Negativas(-) Total (T)
Tinaco 9 12 21
Regadera 11 24 35
Cisterna 8 16 24
Agua embotellada 2 10 12
S. de auto lavado 0 6 6
Alberca 1 0 1
Pileta 1 1 2
Total de muestras 32 67 101

(+): Se hace referencia a las muestras en donde hubo presencia de AVL, (-): muestras donde no hubo AVL
y (T): es el nimero total de muestras obtenidas por cada contenedor de agua.

32


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Como se menciond anteriormente la presencia de AVL depende de las
condiciones del lugar donde estas se encuentren y en el caso de las muestras
gue resultaron negativas para amebas, pudo haber influido el mantenimiento que
se les proporciona a los diferentes contenedores de agua que fueron
muestreados, pues la limpieza y desinfeccion de los mismos es un factor que
influye directamente en la prevalencia de estos organismos (Gallegos, 1997).

Por otra parte, la identificacion de las AVL se llevo a cabo por morfometria con
las claves taxondmicas de Page (1988) y se obtuvieron los siguientes
resultados:

Del total de muestras obtenidas con presencia amebiana, se identificaron 12
géneros y 21 especies de AVL, algunas tecadas y también un grupo con
especies no identificadas (Cuadro 4) (Ver anexo Il).

Cuadro 4. Amebas de vida libre aisladas de las 32 muestras positivas para crecimiento
amebiano.

Género Especie
Acanthamoeba A. astronyxis
A. castellanii
A. culbertsoni
A. divionensis
A. griffini
A. palestinensis
A. polyphaga
A. quina
A. rhysodes
A. triangularis
Acanthamoeba spp. No. |

Dactylamoeba D. stella
Echinamoeba E. sp.
Hartmannella H. vermiformis
Naegleria N. fowleri

N. gruberi
Platyamoeba P. sp.
Rhizamoeba R. sp.
Rosculus R. ithacus
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Saccamoeba S. sp.

Sappinia S. sp.
Stachyamoeba S. sp.
Vahlkampfia V. aberdonica

V. avara

V. lacustris

V. ustiana
Vannella V. sp.
Willaertia W. magna

(No. I): se refiere a un tipo de AVL del género Acanthamoeba no registrado en las claves taxonémicas.

Los géneros que se presentaron con mayor frecuencia fueron: Vahlkampfia y
Naegleria identificandose en 24 de los 32 aislados obtenidos y Acanthamoeba,
en 19. El caso de los dos primeros géneros su frecuencia se le puede atribuir a
gue tiene especies que toleran temperaturas muy elevadas y cabe recordar que
las muestras fueron inoculadas a 37 °C, siendo esto un filtro para que
predominen aquellas AVL termotolerantes en base a lo mencionado por
Gallegos (1997) que indica que todas las amebas patdgenas son
termotolerantes, mas no todas las amebas termotolerantes son patégenas, y en
este contexto Vahlkampfia y Naegleria fueron los géneros que presentaron
mayor frecuencia.

En el caso particular del género Acanthamoeba que ocupé el segundo lugar en
cuanto a frecuencia, esto pudo haberse debido a que este tipo de AVL son
tolerantes a condiciones extremas, esta resistencia esta dada por la estructura
de su quiste al presentar una doble pared constituida de celulosa, ademas de la
capacidad de su trofozoito para tolerar variaciones en las condiciones de los
ambientes acuaticos como cambios de pH, temperatura y disponibilidad de
oxigeno disuelto (John, 1993; Rodriguez, 1994).

En contraste con lo anterior, los géneros aislados con menor frecuencia fueron,

Echinamoeba, Rhizamoeba, Saccamoeba, Sappinia, Willaertia y Stachyamoeba
al presentarse Unicamente en un aislado (Fig. 14).
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Figura 14. Los géneros: Vahlkampfia, Naegleria y Acanthamoeba fueron los géneros mas aislados. Se
identificaron AVL tecadas en tres muestras y en otras tres se encontraron amebas que no fue posible
identificar.

Las especies aisladas con mayor frecuencia fueron: A. culbertsoni y A.
polyphaga presentes en 10 de los aislados amebianos y Naegleria gruberi
aislada en 20 de las muestras recolectadas (Fig. 15); se sabe que las especies
de este ultimo género se encuentran cominmente en agua dulce, por lo que
suelen predominar en alunas poblaciones, en el caso especifico de N. gruberi,
se dice que su quiste es mucho mas resistente que el de otras amebas de su
mismo género (Page, 1988). Rivera et al. en 1988, mencionan incluso haber
observado en los cultivos de esta ameba en condiciones de anaerobiosis parcial
a la fase tréfica, aunque esta es escasa, mientras que las formas quisticas son
muy abundantes. Se menciona también que N. gruberi se caracteriza por la
emision de pseuddpodos no sélo anteriores sino también laterales, e incluso
cuando se le suspende en un medio liquido continla emitiendo pseuddpodos en
varias direcciones hasta que finalmente sedimenta, lo que hace de esta ameba
un organismo muy eficaz para sobrevivir en su medio, razones por las cuales es
probable que en este estudio se le haya encontrado con mayor frecuencia.

En muchos de los estudios realizados sobre AVL, también se ha visto a las
especies de Acanthamoeba como unas de las mas frecuentes, lo que coincide
con lo mencionado por Page en 1983, al afirmar que estas amebas son el grupo
mas comun de las gimnamebas, posiblemente el protozoo de vida libre mas
comun gque exista, ademas de la resistencia que presentan por la composicién
de su quiste como se menciond anteriormente. Cabe destacar que los resultados
obtenidos en este estudio en cuanto a la frecuencia de las especies de éste
género es muy importante, pues se puede observar a A. culbertsoni, A.
polyphaga y A. castellanii como de los organismos con mayor presencia,
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especies a las que se les atribuye algunas patologias en el ser humano (Fig. 15)
(Da Rocha et al., 2009).

Frecuencia de especies de AVL

o
8
T O
(3]
%Oﬂllllllllllllllllllll
o T g @G = @ @ - 9@ 9 9L @ @ 9 C L= © @ 92 «©
T S S 5 & X & B C© ¥ = p £ = O = c
=} 23 883 EL2T X523 ETCS2ETEE DS
= £33 2525328822333 8EB5 3¢
T e = 2 7 e - g B 2 < £ > &8 4 o 8 -
Z S 9 8 & £E 2 § 8 o = = o) =
o = = ] . B 3 < S c >
: £ < = < . a f .
< - < . < >
= <
ESpECIGS

Figura 15. Se observé mayor frecuencia de N. gruberi, A. culbertsoni y A. polyphaga.

Por otra parte, se pudo observar también que el origen de las muestras de agua
que tuvieron una mayor riqueza de especies y géneros fueron las regaderas
presentando 22 especies distintas, seguidas de los tinacos y las cisternas con 20
especies diferentes (Fig. 16).

Riqueza de especies por contenedor

Contenedores de agua

Figura 16. Regaderas, cisternas y tinacos presetaron el mayor nimero de especies amebianas.

En el cuadro 5 se puede observar que las muestras que presentaron mayor
namero de AVL fueron T17Tl y R1Ec con 13 diferentes géneros y especies,
C5Na con 12 y R8Na con 11 géneros y especies distintas.
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Cuadro 5. Total de géneros y especies de AVL aisladas por cada una de las muestras obtenidas.

Muestra No. de Muestra No. de Muestra No. de aislados
aislados aislados

TiNa 4 R4lx 3 C2Ec 5
T2Na 4 R5Ix 5 C5Na 12
T3Na 4 R6Ix 3 C6Ec 3
T5Na 3 R8Na 11 C7Ec 4
T6EC 6 R9Ec 3 C20Cu 4
T7Na 4 R10Co 4 G1Na 3
T8TI 4 R11Ec 3 G2Ec 5
T9EC 8 R13Gu 6 AlEc 9
T17TI 13 Cl1Ec 8 P1lx 3
R1Ec 13 C3lIx 4

R2Ec 3 C4lx 5

R3Ix 3 C2Ec 5

Es bien conocido que algunos grupos de amebas prefieren las temperaturas
mayores a 25 °C en el agua, pues las temperaturas elevadas son un factor
importante en el crecimiento y extension de las AVL y cabe recordar que las
muestras que fueron tomadas de las regaderas son las que presentaron las
mayores temperaturas (Fig. 16 y 24), lo que pudo haber sido uno de los factores
gue influyeron para que la mayor riqueza de especies se concentrara en este
tipo de receptaculos de almacenamiento (John, 1993; Rodriguez, 1994).

Por otra parte, es importante mencionar que uno de los principales factores en la
distribucion de las AVL en el agua, pudo haber sido la disponibilidad de alimento
(bacterias principalmente), ya que son reconocidas como consumidoras voraces
y depredadoras de bacterias, incluso se ha encontrado que el numero de
amebas se puede correlacionar con el nimero de bacterias, y si estas no estan
disponibles para alimento, aunque existan condiciones ideales en el habitat, las
amebas no se desarrollan a plenitud, dicho alimento bien puede estar incluido en
las biopeliculas que se forman en las superficies de los contenedores que fueron
muestreados, sobre todo en cisternas y tinacos al ser lugares que no suelen
limpiarse con tanta frecuencia y el agua se encuentra estancada mayor tiempo,
lo que coincide también con los datos obtenidos en este estudio, presentandose
asi a la muestra T17Tl como el aislado con mayor riqueza de especies (Fig. 24 y
Cuadro 5) (Kyle y Noblet, 1988).

En cuanto a los municipios en donde se obtuvo un mayor numero de aislados de
AVL estos fueron: Ixtapaluca, Naucalpan y Ecatepec con siete, ocho y 12
aislados amebianos respectivamente, por el contario en el Municipio de Atizapan
de Zaragoza y en la Delegacion Azcapotzalco no se demostro la presencia de
AVL (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Numero de aislados positivos y negativos para AVL segun los municipios o
delegaciones muestreadas.

Municipio/ No. de aislados  No. de aislados  Total de muestras

Delegacion con AVL sin AVL obtenidas
Ecatepec 12 21 33
Naucalpan 8 22 30
Ixtapaluca 7 4 11
Tlalnepantla 2 5 7
Cuautitlan 1. 1 1 2
Coacalco 1 1 2
G. A. Madero 1 6 7
Azcapotzalco 0 1 1
Atizapéan de Z. 0 2 2

De acuerdo a la identificacion realizada de las especies amebianas, el municipio
gue obtuvo la mayor riqueza de especies fue Ecatepec con 28 ejemplares,
seguido del municipio de Naucalpan con 21, Ixtapaluca y Tlalnepantla con 14 y
13 especies respectivamente (Fig.17).

Riqueza de especies por sitio
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Figura 17. Riqueza de especies de AVL de acuerdo a los diferentes municipios y delegaciones
muestreadas.

2. Amebas de vida libre patégenas en humanos

Segun la identificacion taxonémica que se obtuvo en el presente estudio, se
puede asumir que de los siete grupos de contenedores que fueron muestreados
se identificaron un total de nueve especies que representan un alto riesgo para
la salud humana, dichos organismos se pueden observar en el cuadro que se
presenta a continuacion:
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Cuadro 7. AVL que causan alguna patologia en humanos y que fueron identificadas en este
estudio (Tomada de John, 1993).

Amebas de vida libre

Patologia en humanos

Naegleria fowleri

Acanthamoeba polyphaga
A. culbertsoni

A. castellanii

A. astronyxis

A. palestinensis

Hartmannella vermiformis

A. rhysodes

Sappinia sp.

Es el agente causal de la MAP, enfermedad que puede causar la
muerte incluso solo algunos dias después de haber adquirido la
infeccion (Gallegos, 1997).

Géneros que se caracterizan por actuar como parasitos
oportunistas y son el agente etioldgico de la EAG y de algunas
infecciones en el ojo.

También se le atribuye el padecimiento de la EAG.

Se sabe que causan infecciones a nivel del SNC.

Es causante tanto de infecciones en el SNC como de algunas
patologias en el ojo.

Como se menciono anteriormente, este género de amebas es
conocido por causar EA.

De los 32 aislados amebianos obtenidos, 22 presentaron al menos una especie
patdgena (Fig. 18). También se puede observar el numero de estas especies
gue mostraron cada uno de los contenedores que fueron muestreados (Cuadro

8).

No. de aislados a

No
patégenas

Figura 18. De las 32 muestras que se obtuvieron con crecimiento amebiano, 22 presentan AVL

patégenas.
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Cuadro 8. Numero de aislados patdgenos que present6 cada contenedor.

AVL Tinaco Cisterna Regadera Agua Alberca Pileta
Patogenas embotellada
N. fowleri 2 2 3 0 0 0
A. culbertsoni 1 4 3 1 1 0
A. castellanii 2 2 3 0 1 0
A. polyphaga 3 3 3 0 1 0
A. astronyxis 1 1 2 0 0 0
A. palestininsis 2 0 2 0 0 0
A. rhysodes 1 0 1 0 0 0
H. vermiformis 2 1 3 1 0 0
Sappinia spp. 0 0 1 0 0 0

Por otra parte, se realizaron también las pruebas de tolerancia a la temperatura
y flagelacion en donde se sometieron los aislados a 37, 42 y 45 °C obteniendo
los siguientes resultados (Cuadro 9).

Cuadro 9. Prueba de temperatura y flagelacién de los aislados obtenidos.

Prueba de tolerancia a la temperatura (°C) Prueba de

Muestra 37 42 45 flagelacion

T1Na
T2Na
T3Na
T5Na
T6Ec*
T7Na*
18Tl
T9Ec*
T17TI*
R1Ec*
R2Ec*
R3Ix
R4Ix*
R5Ix*
R6Ix*
R8Na*
ROEc*
R10Co*
R11Ec
R13Gu*
ClEc*
C2Ec
C3Ix*
C4lx*
C5Na*
C6Ec
C7Ec*
C20Cu*
G1Na*

+ 0+ +
'
'

+
'
'

I ST S S S T S S S S S S S
1 ! : + 4+ 1+ + 4+ 1+
' ' ' ' ' ' +
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+ 4+ + 4+ +
+ 4+
'
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G2Ec* + + - -

AlEc* + + - -

P1Ix + + + -
(+) Son aquellos aislados que crecieron a las temperaturas indicadas en el mismo cuadro; (-) Se refiere a
que esos aislados no crecieron a las temperaturas igualmente indicadas en el cuadro; (* )son las muestras
que presentaron una o mas especies de AVL patégenas para el humano.

Las temperaturas anteriores son ambientes que toleran la mayoria de las AVL
patdgenas para el humano, como se menciond anteriormente las temperaturas
elevadas son un factor importante en el crecimiento de las AVL sobre todo si son
patdgenas, lo que explica porque la mayoria de los aislados amebianos que se
obtuvieron en este trabajo presentan AVL patdégenas (Fig. 18).

En el caso del género Sappinia, presente en la muestra R13Gu (Ver anexo |),
son organismos patdgenos que no toleran temperaturas mayores a 40 °C, lo que
coincide con los resultados obtenidos en este estudio (Cuadro 9). Por el
contrario los géneros Hartmannella Acanthamoeba y Naegleria son capaces de
proliferar a temperaturas superiores a lo anteriormente mencionado; en el caso
especifico de N. fowleri, es una de las pocas AVL patégenas que sobrevive en
temperaturas de hasta 45 °C, punto que también pudo ser observado en este
trabajo sobre todo en dos de las muestras (T17Tl y C20Cu, ver Anexo | y Cuadro
9) (Page 1988; Road, 2007; Visvesvara et al., 2007).

En otro tema, cabe recordar que una de las caracteristicas mas notables de
diferenciaciéon entre protistas se encuentra en algunas especies de naeglerias,
incluyendo a N. fowleri y es la capacidad para cambiar su forma de ameba a una
fase temporal flagelada, sin embargo en los resultados que se obtuvieron solo se
pueden observar que dos de las muestras en donde se encontré a N. fowleri,
fueron positivas para la prueba de flagelacion (Cuadro 9), esto puede deberse a
gue la fase flagelar del género, solo se presenta cuando las condiciones del
medio son adversas y tienen que desplazarse hacia otro sitio en donde las
condiciones sean mejores para su desarrollo, caracteristicas que les brinda el
medio en donde fueron sembradas (Fulton, 1977).

3. Prueba estadistica para AVL
Para establecer de manera confiable una posible relacion entre las AVL aisladas
y los parametros fisicoquimicos medidos, se obtuvo el indice de correlacion de

Spearman (prueba no paramétrica) obteniendo asi los siguientes resultados
(Cuadro 10):
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Cuadro 10: indice de correlacién de Spearman entre los parametros fisicoquimicos y el nimero
de aislados de AVL obtenidos.

Analisis Temperatura pH Conductividad
rs -0.1660 0.2388 -0.4122
P 0.4020 0.1958 0.0212
95% intervalo de confianza -0.4920a0.2205 -0.1371a0.5545 -0.6749 a -0.05679
g(ljég)alamon significativa (&= NG NG Si
N 32 32 32

(rs): Coeficiente de correlacion de Spearman; P: Nivel de significancia; N: Nimero de datos.

Estudios como los de Lares (1983) y Rivera y cols. (1993), sefialan una relacion
directa entre la temperatura y el pH del agua con respecto al niumero de
amebas, sin embargo, los resultados obtenidos del analisis estadistico empleado
en este trabajo, no muestra una correlacion significativa entre estos parametros
y el niumero de AVL aisladas, asi que el hecho de que estadisticamente no haya
una correlacion muy marcada entre los dos aspectos ya mencionados, puede
ser atribuido a que las AVL estan presentes por causas externas como
contaminacién a causa del viento y posteriormente su reproducciéon por falta de
aseo en los contenedores; no obstante también cabe recordar que las AVL se
adaptan en amplios rangos tanto de temperatura como de pH, lo cual también
pudo influir en los valores obtenidos del analisis.

Por otra parte, segun el andlisis, la conductividad si mostré una correlacién
significativa respecto al nUmero de AVL aisladas, lo cual es evidente debido a
que las AVL necesitan estar adheridas a particulas flotantes o sedimentos
existentes en la columna de agua, y pues cabe sefalar que la conductividad
permite expresar precisamente la concentracion de solidos totales (Riolobos,
2002).

4. Bacterias del género Legionella

En cuanto a la identificacion de las bacterias del género Legionella se llevé a
cabo por caracteristicas morfolégicas de la colonia obtenida en el cultivo de
BCyE. De las 101 muestras analizadas se obtuvieron 64 positivas y 37 negativas
para crecimiento bacteriano especifico (Ver anexo lll) (Fig. 19).
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Aislados de bacterias del género

Legionella

= Negativas

Legionella (+)

Figura 19. Negativas: son aquellas muestras que no presentaron crecimiento de Legionella spp.; Legionella
(+): son las muestras en donde se localizé Legionella spp.

En el cuadro 11 se puede observar el nUmero de muestras positivas y negativas
para Legionella, obtenidas de cada uno de los contenedores de agua que fueron
muestreados. EI mayor nimero de muestras positivas para la bacteria antes
mencionada se encontré en regaderas con 21 aislados, seguidas de las
cisternas con 16.

Cuadro 11. Muestras obtenidas de cada contenedor muestreado.

Contenedor Positivas (+) Negativas (-) Total (T)
Tinaco 13 8 21
Regadera 21 14 35
Cisterna 16 8 24
Agua embotellada 9 3 12
S. de autolavado 3 3 6
Alberca 1 0 1
Pileta 1 1 2

Se ha mencionado que la temperatura éptima de crecimiento para Legionella
spp. es de 36 °C (Ta, 1995), sin embargo, se hace hincapié en que la bacteria
puede prevalecer favorablemente arriba de los 25 °C, con lo que se puede
explicar por qué en el presente estudio hubo mayor presencia de Legionella spp.
en las regaderas (Cuadro 11), en donde el agua mostrd temperaturas que van
de los 23 a los 34 °C (Fig. 24), en el mismo trabajo se menciona que de un frotis
realizado a algunas regaderas, quedd demostrado el rendimiento de Legionella,
al ser diez veces mayor que el de muestras de agua de 250 ml tomadas de las
mismas, lo que refleja la prevalencia de los microorganismos contenidos en las
biopeliculas que se forman en dichos contenedores.
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Otros autores como Helms (2000), afirman que altas concentraciones de
Legionella spp. se desarrollan solo en situaciones en las que la temperatura
sube por encima de los 20 °C durante periodos prolongados, caracteristicas que
presentan principalmente cisternas y tinacos al ser contenedores que mantienen
el agua casi siempre a las mismas temperaturas, segun sea la temporada del
afio, lo cual pudo ser una razén para que la bacteria en cuestion se presentara
también con mucha frecuencia en estos contenedores.

Otra caracteristica que influye para la abundancia de las bacterias del género
Legionella son ciertos materiales presentes en el sistema de plomeria, pues es
de esperar que el uso de tuberias de hierro o cobre estimulan su crecimiento,
pues en un estudio compararon tuberias de diferentes hogares privados y
Legionella solo se presentd en lugares que tenian tuberias de los metales
anteriormente mencionados. Sin embargo, el evitar usar este tipo de material
para las tuberias no protege contra la colonizacién de la bacteria, pues existen
otros medios por los cuales Legionella puede invadir los suministros de agua
potable (Tiefenbrunner et al., 1993).

En cuanto a los municipios y delegaciones en donde se obtuvieron mayor
namero de muestras positivas, se encuentra Naucalpan con 23 aislados
bacterianos y Ecatepec con 18. Por otra parte, se pudo observar que en el
municipio de Coacalco no se encontré presencia de Legionella spp. (Cuadro 12).

Cuadro 12. Numero de aislados positivos y negativos para Legionella spp. segun los municipios
o delegaciones muestreadas.

Municipio/Delegacion No. de aislados con No. de aislados sin Total de

Legionella spp. Legionella spp. muestras
Ecatepec 18 15 33
Naucalpan 23 7 30
Ixtapaluca 9 2 11
Tlalnepantla 4 3 7
Cuautitlan 1. 1 1 2
Coacalco 0 2 2
G. A. Madero 4 3 7
Azcapotzalco 1 0 1
Atizapan de Z. 0 2 2

5. Amebas de vida libre y Legionella spp.

Del total de muestras obtenidas en el presente trabajo, 26 de ellas no mostraron
crecimiento ni de AVL ni de bacterias del género Legionella spp. (Fig. 20).
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Ausencia de AVL y Legionella spp.

m Muestras positivas

= Negativas para
ambos organismos

Figura 20. Grafica que muestra que de las 101 muestras analizadas, 26 no mostraron presencia ni de AVL,
ni de bacterias del género Legionella spp.

Se observé que en 20 de las muestras obtenidas hubo presencia tanto de AVL
como de bacterias del género Legionella (Fig. 21 y Cuadro 13).

Presencia de AVL y Legionella

analizadas

I Presencia de AVLy
Legionella

Figura 21. Grafica donde se obseva que del total de muestras analizadas, 20 resultaron positivas para
ambos organismos.

Cuadro 13. Aislados que mostraron concordancia en la presencia de ambos organismos.

Muestra Muestra Muestra Muestra
T2Na R4Ix ClEc AlEc
T3Na R5Ix C2Ec P1Ix
T5Na R6Ix C4lx
T17TI R8Na C20Cu
R1Ec R11Ec G1Na

R3Ix R13Gu G2Ec
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En un habitat natural, el crecimiento de Legionella spp. requiere de la presencia
de otras bacterias y protozoos que son considerados como los huéspedes
naturales de dicha bacteria, incluso algunos autores mencionan que Legionella
nunca es observada en ausencia de otros microorganismos (Rowbotham, 1980;
Wadowsky y Lee, 1985; Fields et al., 1993).

La resistencia que presenta Legionella al cloro u otros desinfectantes de uso
comun para el tratamiento de abastecimiento de agua potable, es reforzada por
su inclusion en las amebas o por el crecimiento de las biopeliculas. Varios
protozoos son anfitriones naturales de Legionella incluidos los miembros de las
amebas Acanthamoeba, Naegleria, Hartmannella y Vahlkampfia, lo que
concuerda con los resultados obtenidos en este estudio, pues en todas las
muestras en donde se observo la presencia de ambos organismos, se identifico
al menos un miembro de AVL de los géneros anteriormente nombrados (Kuchta
et al., 1995).

Como se mencion6 en un principio, la inclusion y la replicacion intracelular de
Legionella en los protozoos le ofrece cierta resistencia a la desecacion y
tratamiento fisico o quimico del agua, sin embargo en muchas de las muestras
obtenidas que incluian a Legionella, no mostraron presencia de ninglin género
de AVL, lo que indica en este caso, que la bacteria se encontraba posiblemente
contenida en las biopeliculas formadas en la superficies de los contenedores
gue fueron muestreados (Harf y Monteil, 1988).

De las muestras donde se aislaron tanto AVL como bacterias del género
Legionella se pudo observar que el contenedor de agua que mostrO mayor
presencia de ambos organismos, fueron las regaderas con un total de ocho
aislados, y una vez més se asocio la alta aparicion en este contenedor debido a
las altas temperaturas en que el agua se muestreo y el material del que se
encuentran hechas las regaderas, pues ambos son factores que favorecen la
prevalencia de estos microorganismos. (Fig. 22).
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Contenedores con ambos organismaos

Contenedores

Figura 22. Nimero de aislados de cada contenedor en donde se observé la presencia de AVL y de
bacterias del género Legionella spp.

En cuanto a los municipios y delegaciones en donde se localizd a ambos
organismos patdgenos, ubicamos a Ecatepec e Ixtapaluca con seis de los
aislados adquiridos, seguido de Naucalpan en donde se obtuvieron cinco. En los
municipios de Coacalco y Atizapdn de Zaragoza no se obtuvo ninguna
concordancia en la presencia de AVL y de bacterias del género Legionella spp.,
al igual que en la delegacion Azcapotzalco (Fig. 23).

Sitios con presencia de ambos organismos

Municipio / Delegacion

Figura 23. Numero de aislados en donde se observd la presencia tanto de AVL como de bacterias del
género Legionella spp., segin los municipios o delegaciones muestreadas.
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6. Parametros fisicoquimicos
a) Temperatura del agua

La temperatura es una variable fisica fundamental en el funcionamiento de los
ecosistemas acuaticos y por tanto para los organismos que conforman al mismo,
ya que las reacciones quimicas del metabolismo ocurren dentro de ciertos
limites proporcionales a la temperatura que ocurren regularmente, es decir, a
mayor temperatura, mayor actividad metabdlica (Riolobos, 2002).

En este estudio se obtuvieron valores de temperatura que van de los 17 a los 34
°C, rangos que cabe destacar caen dentro de la temperatura tolerada tanto de
las AVL como de Legionella spp. En cuanto a la temperatura obtenida por cada
contenedor muestreado, las mayores temperaturas fueron registradas en
regaderas alcanzando los 34 °C, por su parte las cisternas presentaron
temperaturas que van de los 17 a los 26 °C, los tinacos de 18 a 26 °C, el agua
embotellada de 17 a 25 °C, las piletas de 20 a 25 °C, los servicios de autolavado
de 21 a 23 °C y la alberca muestreada presentd temperatura de 21 °C (Fig. 24).

Figura 24. Temperaturas del agua obtenida de cada uno de los contenedores muestreados.

En base a lo mostrado anteriormente, se puede decir que el agua de regadera
representa el habitat favorito de los lugares muestreados tanto para AVL al ser el
contenedor con mayor riqgueza de especies (Fig. 16), como para bacterias del
género Legionella spp. al haber presentado la cantidad superior de aislados
positivos (Cuadro 11), lo que podemos ligar directamente a las temperaturas
elevadas que se obtuvieron en las regaderas.
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De manera particular las AVL son determinadas como organismos extremofilos,
es decir que toleran ambientes extremos, tales como la temperatura, pues son
capaces de sobrevivir por debajo de los 4 °C y algunas otras por el contrario
sobreviven a temperaturas que llegan hasta los 45 °C, lo que hace de las
temperaturas de cada uno de los lugares que fueron muestreados un buen
habitat para las AVL, sin embargo es bien sabido que las temperaturas elevadas
favorecen su crecimiento, razén por la cual fue posible hallar mayor numero de
estas amebas en las regaderas (De Jonckheere, 1981b). Ahondado a ello cabe
destacar que el crecimiento 6ptimo de los aislados de AVL obtenidos en este
estudio fue a los 37 °C (Cuadro 9), pues existen algunos géneros de amebas
como Vanella, Hartmannella, Echinamoeba y Platyamoeba que comienza a
enquistarse después de los 37 °C, lo que no es el caso de los géneros de las
amebas mas patdégenas como Acanthamoeba y Naegleria que si toleran
temperaturas de hasta 42 y 45 °C respectivamente, dichos putos coincidieron
con algunos de los aislados obtenidos en este trabajo. (Scaglia et al., 1987;
Sawyer et al., 1998; Bonilla et al., 2000).

Por su parte, Legionella spp. también es capaz de sobrevivir en rangos muy
amplios de temperatura que van de los 5.7 a los 63 °C, de hecho en los
ecosistemas artificiales, la presencia de L. pneumophila ha sido responsable de
infecciones humanas y parecen estar particularmente vinculadas con los
sistemas de agua mas calidas, donde hasta el 85 % de los sitios pueden
contener el patdgeno. Lo anteriormente mencionado hace suponer que
Legionella spp. bien puede estar presente en cualquiera de los contenedores
gue se tomaron en cuenta para hacer este estudio, ya que la temperatura del
agua cae dentro del &mbito tolerado por la bacteria (Ruf et al., 1988; Wadowsky
et al., 1992).

b) pH

El pardmetro de pH puede ser un factor limitante sobre aquellos organismos que
se encuentran en un habitat acuatico, ya que las condiciones de acidez o
alcalinidad extremas pueden provocar la muerte de los mismos, pues es bien
sabido que todo microorganismo es capaz de existir solamente en un medio
Optimo para el, esto segun sean sus requerimientos (Kyle y Noblet, 1985).

El valor de pH registrado del agua en cada una de las muestras que se
obtuvieron, se mantuvo en un intervalo de 6.3 a 8.5 (Fig. 25), dichos valores de
pH se encuentran dentro de los limites que permiten el crecimiento 6ptimo de las
AVL. Autores como Kyle y Noblet (1985), Costas y Griffiths (1986), Rivera y cols.
(1993), mencionan que las amebas toleran amplios ambitos de pH que pueden ir
desde valores de 4 hasta 8.6.

Por otro lado, en lo que concierne a la bacteria Legionella spp. tolera
condiciones de pH que van de 5.0 a 8.5, por lo que se puede decir que este
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factor no fue limitante para la presencia o ausencia de las AVL ni de Legionella
spp. en este trabajo (Fiore et al., 1997).

Figura 25. Rgistro de pH de las 101 muestras analizadas. (R): provenientes de regadera; (C): cisterna; (T):
tinacos; (G): agua embotellada; (AU): Servicios de autolavado; el resto de las muestras (sin color ni letra en
la gréfica) pertenecen a las dos muestras provenientes de piletas y a la de alberca.

c¢) Conductividad

Se le conoce por conductividad a la manera de medir la capacidad de conducir
la corriente eléctrica a través de las sales disueltas en el agua, de tal manera
que permite expresar la concentracién de solidos totales (Riolobos, 2002). Los
valores que se obtuvieron en los muestreos realizados en este proyecto,
fluctdaron entre 0.06 mS/cm® y 3.33 mS/cm? (Fig. 26).

Figura 26. Registro de conductividad de las 101 muestras analizadas. (R): regadera; (C): cisterna; (T):
tinacos; (G); agua embotellada; (AU): Servicios de autolavado; el resto de las muestras (sin color ni letra en
la gréfica) pertenecen a las dos muestras provenientes de piletas y a la de alberca.
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Por su parte las AVL son de amplia tolerancia para este parametro y se sabe
gue valores de >3 gramos (3000 uS/cm) se considera agua salina, lo cual afecta
negativamente en la riqueza de especies de estos organismos; por debajo de
estos valores de conductividad el agua es clasificada como dulce, favoreciendo
asi el incremento en la presencia de AVL (Calderdn, 2008). Los datos que se
obtuvieron en el presente trabajo concuerdan con lo anteriormente mencionado,
lo cual favorecié el medio para la prevalencia de las AVL, sin embargo, se
pudieron observar también datos por arriba de los 2.0 mS/cm® que pertenecen
particularmente al agua obtenida de los servicios de autolavado que no es
potable, y es que cabe mencionar que los valores de conductividad para agua
tratada que es la que se utiliza en este tipo de establecimientos es de < 200
MS/cm, asi que estas altas concentraciones pudieron haber influido en la
ausencia de AVL en todas las muestras obtenidas de estos lugares.

Por otra parte Fliermans (1981), Ohno y cols. (2003), aislaron a Legionella spp.
del agua de grifo y otros contenedores que presentaron valores de conductividad
fluctuantes entre 0.02 mS/cm?® a 3.58 mS/cm?, dichos datos concuerdan con los
del presente trabajo, esto evidencia que la bacteria tolera altos valores de
conductividad, pues incluso en tres de las muestras obtenidas de autolavados
hubo crecimiento de Legionella y justo esas, fueron las que presentaron los
valores mas altos en este parametro.

De manera general, ninguno de los factores fisicoquimicos que fueron evaluados
en este estudio, fue limitante para la presencia o ausencia de los organismos en
cuestiéon, pues los valores adquiridos en cada uno de ellos, caen dentro de los
rangos establecidos para la supervivencia de los mismos (Ver anexo V).
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CONCLUSIONES

A pesar de que el agua potable es un recurso de contacto directo e incluso de
consumo para el humano, puede crear un ambiente adecuado para la presencia
y desarrollo de amebas de vida libre. En el presente estudio, fue posible obtener
un gran namero de muestras positivas para crecimiento amebiano, de las cuales
se identificaron 12 géneros y 21 especies amebianas.

De las muestras amebianas analizadas, se identificaron nueve géneros y
especies que representan un alto riesgo para la salud humana debido a que
algunos son protozoos potencialmente patdgenos, dentro de las cuales se
menciona a: Naegleria fowleri, Acanthamoeba polyphaga, A. culbertsoni, A.
castellanii, A. astronyxis, A. palestinensis, A. rhysodes, Hartmannella
vermiformis y Sappinia spp.

Es de suma importancia considerar que del total de aislados amebianos que se
obtuvieron en el muestreo, la mayoria presenté por lo menos una especie de
ameba de vida libre patdgena y sobre todo hay que poner mucha atencion en
aquellas en donde se identificaron las especies asociadas con patoélogias que
incluso pueden llevar al paciente a la muerte, como: N. fowleri, A. polyphaga, A.
culbertsoni y A. castellanii.

El Unico parametro que resulto significativo estadisticamente para la presencia
de AVL, fue la conductividad, sin embargo el analisis de los resultados demostré
gue la temperatura del agua es un factor muy importante para la prevalencia de
este tipo de organismos, al verse incrementada la presencia en aquellos
contenedores que mostraron las temperaturas mas elevadas.

El agua potable también resultdé un buen ambiente para la permanencia de
bacterias del género Legionella al haberse obtenido mas del 60% de aislados
positivos con la bacteria, lo cual también es de suma importancia destacar, pues
dentro de este género se encuentra una especie en particular que es capaz de
causarle un grave dafo al ser humano, incluso provocarle hasta la muerte, este
es el caso de Legionella pneumophila.

Se determin6 también, que en varias de las muestras analizadas hubo presencia
tanto de AVL como de bacterias del género Legionella. Se observé que
Legionella spp. tiene afinidad solo por algunos géneros de amebas, dentro de
los cuales destacan: Acanthamoeba, Naegleria, Hartmannella y Vahlkampfia.
Dicho lo anterior, es de suma relevancia poner atencion en el mantenimiento y
desinfecciéon de los sitios en donde se encuentra contenida el agua potable que
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se utiliza en casa, todo esto con el fin de prevenir futuras infecciones causadas
por estos microrganismos.

El habitat favorito para las AVL y para Legionella spp. en este estudio, fueron las
regaderas al ser los contenedores que presentaron las temperaturas mas
calidas.

Es importante recomendar el aseo y desinfeccion contintio de los contenedores
de agua que se encuentran en casa, esto con el fin de evitar la prevalencia de
las AVL, asi como también la formacién de biopeliculas en donde pueden estar
contenidas en comunidad coexistiendo con bacterias del género Legionella y asi
poder evitar brotes infecciosos provocados por dichos organismos.
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XI. ANEXOS

Anexo |. Amebas de vida libre

Muestras negativas para crecimiento amebiano.

T4Na

T10Na
T11Na
T12Na
T13Na
T14Na
T15Na

T16Na R16Az R23Na
T18Ec  R17Gu  R24TI
T19Na R18Na R25Ec
T20TI R19Ec  R26TI
T21Ec R20Ec  R27Ec
R14Ix  R21Na  R28Ix
R15At R22Ec  R29Na

R30Gu R12Ec
R31Cu C8Ec
R32Gu  C9Ix
R33Ec  C10Na
R34Ec  CliEc
R35Co C12Gu
R7Ix C13Ec

Cl4Na C22Ec  G7Na
C15Ec C23Ec  G8Na
Cl6Ec  C24Ec  GITl
C1l7Gu G3Na  G10Gu
C18Na G4Ec G11iNa
C19Tl G5Na  G12Na
C21At  GG6Ec AT1

AT2
AT3
AT4
ATS
AT6
P2Ec

Muestras positivas para crecimiento amebiano.

TINa T7Na
T2Na  T8TI
T3Na  T9Ec
TS5Na  T17Tl
T6Ec  R1Ec

R2Ec
R3Ix
R4Ix
R5Ix
R6Ix

R8Na
ROEC
R10Co
R11Ec
R13Gu

ClEc
C2Ec
C3lIx
C4lx
C5Na

C6Ec AlEc
C7Ec P1Ix
C20Cu

G1Na

G2Ec

Muestras que presentaron AVL patdgenas

AVL patbgenas Muestras en las que se presentaron
Naegleria fowleri T17Tl  R2Ec  C7Ec
R6Ix  R10Co C20Cu
A. culbertsoni R13Gu  C4lx R5Ix  T9Ec
R8Na AlEc C5Na G2Ec
C3Ix ClEc
A. castellanii C4lx R5Ix T17T
R8Na  AlEc  C5Na
R1Ec  T9Ec
A. polyphaga T6EC Calx R5Ix  T17TI
R8Na  AlEc  C5Na R1Ec
T9EC ClEc
A. astronyxis Calx R5Ix T17Tl  R8Na
A. palestininsis T17T R8Na  R1Ec T9Ec
A. rhysodes T9EC R1Ec
H. vermiformis T6EC ROEC T7Na R10Co
C7Ec R4lx  G1Na
Sappinia spp. R13Gu
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Anexo ll. Fotos de amebas de vida libre aisladas
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Anexo lll. Legionella spp.

Muestras negativas para crecimiento de bacterias del género Legionella.

TINa  T9Ec R2Ec R26TI R30Gu R34Ec C6Ec C23Ec G12Na  P2Ec
T6Ec  T19Na R9Ec R27Ec R31Cu R35Co C7Ec  C24Ec AT4Gu
T7Na T20TI R10Co R28Ix R32Gu  C3Ix C21At G10Gu AT5Gu
T8TI  T21Ec R25Ec R29Na R33Ec C5Na C22Ec G1l1Na AT6GU
Muestras positivas para crecimiento de Legionella spp.
T2Na T17TI R13Gu R24TI C15Ec G6EC
T3Na T18Ec R14Ix ClEc C16Ec G7Na
T5Na R1Ec R15At C2Ec C17Gu G8Na
T4Na R3Ix R16Az C4lx C18Na GOTI
T10Na R4Ix R17Gu C8Ec C19TI AT1
T11Na R5Ix R18Na C9Ix C20Cu AT2
T12Na R6Ix R19Ec C10Na G1Na AT3
T13Na R7Ix R20Ec CllEc G2Ec AlEc
T14Na R8Na R21Na C12Gu G3Na P1Ix
T15Na R11Ec R22Ec C13Ec G4Ec
T16Na R12Ec R23Na Cl4Na G5Na
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Anexo IV. Datos fisicoquimicos de cada una de las muestras obtenidas

Muestra AVL Legionella Temperatura pH Conductividad Delegacion/
spp. ms/ cm® Municipio
T1Na + - 18°C 8.0 0.61 Naucalpan, Edo.
de México
T2Na + + 18°C 7.33 0.79 Naucalpan, Edo.
de México
T3Na + + 18°C 8.22 0.67 Naucalpan, Edo.
de México
R1Ec + + 34°C 8.0 0.50 Ecatepec, Edo. de
México
R2Ec + - 30°C 7.22 0.79 Ecatepec, Edo. de
México
ClEc + + 20°C 8.0 0.46 Ecatepec, Edo. de
México
C2Ec + + 19°C 7.25 0.52 Ecatepec, Edo. de
México
C3Ix + - 21°C 8.2 0.34 Ixtapaluca, Edo.
de México
R3Ix + + 32°C 8.49 0.46 Ixtapaluca, Edo.
de México
R4lx + + 30°C 7.33 0.28 Ixtapaluca, Edo.
de México
P1Ix + + 20°C 8.22 0.41 Ixtapaluca, Edo.
de México
C4lx + + 21°C 7.67 0.41 Ixtapaluca, Edo.
de México
R5Ix + + 29°C 7.20 0.17 Ixtapaluca, Edo.
de México
R6Ix + + 28 °C 8.43 0.42 Ixtapaluca, Edo.
de México
R7Ix - + 27°C 8.03 0.33 Ixtapaluca, Edo.
de México
R8Na + + 23°C 7.67 0.28 Naucalpan, Edo.
de México
G1Na + + 23°C 7.67 0.11 Naucalpan, Edo.
de México
C5Na + - 17°C 7.89 0.28 Naucalpan, Edo.
de México
C20Cu + - 22°C 8.42 0.60 Cuautitlan Izcalli
R9Ec + - 27°C 8.34 0.61 Ecatepec, Edo. de
México
T5Na + + 20°C 7.92 0.67 Naucalpan, Edo.
de México
G2Ec + + 25°C 7.88 0.34 Ecatepec, Edo. de
México
R10Co - 27 °C 8.16 0.79 Coacalco
R11Ec + 27°C 8.49 0.52 Ecatepec, Edo. de
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México

R12Ec 28 °C 8.34 0.41 Ecatepec, Edo. de
México
R13Gu 29°C 8.15 1.17 Gustavo A.
Madero
C6Ec 24 °C 8.32 0.46 Ecatepec, Edo. de
México
T6Ec 26 °C 8.44 0.53 Ecatepec, Edo. de
México
C7Ec 26 °C 8.33 0.56 Ecatepec, Edo. de
México
AlEc 21°C 8.17 0.46 Ecatepec, Edo. de
México
T7Na 25°C 8.15 0.72 Naucalpan, Edo.
de México
T8TI 26 °C 7.94 0.17 Tlalnepantla, Edo.
de México
T17T 26 °C 7.95 0.17 Tlalnepantla, Edo.
de México
T9Ec 24 °C 7.94 0.17 Ecatepec, Edo. de
México
T4Na 25°C 8.40 0.65 Naucalpan, Edo.
de México
C8Ec 19C 8.44 0.42 Ecatepec, Edo. de
México
R25Ec 27°C 7.20 0.52 Ecatepec, Edo. de
México
R26TI 29°C 8.22 0.42 Tlalnepantla, Edo.
de México
R27Ec 28 °C 6.40 0.46 Ecatepec, Edo. de
México
R141x 29°C 8.21 0.39 Ixtapaluca, Edo.
de México
R28Ix 30°C 8.44 0.43 Ixtapaluca, Edo.
de México
C9lx 20°C 7.78 0.63 Ixtapaluca, Edo.
de México
AulGu 22°C 7.2 3.33 Gustavo A.
Madero
Au2Gu 21°C 6.7 3.12 Gustavo A.
Madero
Au3Gu 23°C 7.7 1.22 Gustavo A.
Madero
Au4Gu 21°C 7.8 2.14 Gustavo A.
Madero
T10Na 24 °C 7.95 0.21 Naucalpan, Edo.
de México
C10Na 22°C 7.78 0.27 Naucalpan, Edo.
de México
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R29Na - - 34°C 8.14 0.32 Naucalpan, Edo.
de México
G3Na - + 17°C 7.60 0.26 Naucalpan, Edo.
de México
C21At - - 18°C 7.81 0.30 Atizapan de
Zaragoza
R15At - + 32°C 7.81 0.30 Atizapan de
Zaragoza
Cl1Ec - + 22°C 8.37 0.64 Ecatepec, Edo. de
México
C12Gu - + 21°C 7.95 0.97 Gustavo A
Madero, D.F
R30Gu - - 29°C 8.28 0.97 Gustavo A
Madero, D.F
R16Az - + 29°C 8.16 0.32 Azcapotzalco
R31Cu - - 30°C 8.36 0.38 Cuautitlan Izcalli
R17Gu - + 28°C 8.24 1.08 Gustavo A
Madero, D.F
R18Na - + 30°C 6.30 0.33 Naucalpan, Edo.
de México
GA1Na - + 24 °C 7.00 0.33 Naucalpan, Edo.
de México
G4Ec - + 25°C 8.06 0.32 Ecatepec, Edo. de
México
T11Na - + 26 °C 7.90 0.37 Naucalpan, Edo.
de México
G5Na - + 24 °C 7.93 0.33 Naucalpan, Edo.
de México
G6Ec - + 24 °C 7.81 0.22 Ecatepec, Edo. de
México
C22Ec - - 21°C 8.31 0.56 Ecatepec, Edo. de
México
R19Ec - + 28 °C 8.31 0.56 Ecatepec, Edo. de
México
C13Ec - + 21°C 8.47 0.63 Ecatepec, Edo. de
México
C23Ec - - 23°C 8.46 0.83 Ecatepec, Edo. de
México
R20Ec - + 30°C 8.05 0.76 Ecatepec, Edo. de
México
T19Na - - 25°C 8.26 0.72 Naucalpan, Edo.
de México
T12Na - + 26 °C 8.25 0.65 Naucalpan, Edo.
de México
R21Na - + 30°C 8.25 0.62 Naucalpan, Edo.
de México
G7Na - + 25°C 8.36 0.34 Naucalpan, Edo.
de México
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T14Na 18°C 7.93 0.28 Naucalpan, Edo.
de México
Cl4Na 22°C 8.40 0.49 Naucalpan, Edo.
de México
G8Na 24 °C 7.96 0.21 Naucalpan, Edo.
de México
T15Na 25°C 8.15 0.15 Naucalpan, Edo.
de México
R22Ec 30°C 8.23 0.88 Ecatepec, Edo. de
México
C15Ec 22°C 8.11 0.56 Ecatepec, Edo. de
México
R32Gu 29°C 8.17 1.13 Gustavo A.
Madero
R33Ec 30°C 8.19 0.47 Ecatepec, Edo. de
México
C16Ec 17°C 8.23 0.43 Ecatepec, Edo. de
México
G10Gu 23°C 7.68 0.06 Gustavo A.
Madero
C17Gu 22°C 8.39 1.17 Gustavo A.
Madero
R23Na 28 °C 7.48 0.72 Naucalpan, Edo.
de México
G11Na 25°C 8.08 0.36 Naucalpan, Edo.
de México
C18Na 24 °C 7.84 0.80 Naucalpan, Edo.
de México
T16Na 26 °C 7.73 0.77 Naucalpan, Edo.
de México
G12Na 25°C 7.84 0.65 Naucalpan, Edo.
de México
R34Ec 30°C 8.34 0.66 Ecatepec, Edo. de
México
R35Co 27°C 8.16 0.79 Coacalco
P2Ec 25°C 8.18 0.84 Ecatepec, Edo. de
México
T17T 26 °C 7.95 0.17 Tlalnepantla, Edo.
de México
T20Tl 26 °C 8.12 0.17 Tlalnepantla, Edo.
de México
C19Tl 23°C 8.13 0.21 Tlalnepantla, Edo.
de México
R24TI 29°C 7.87 0.27 Tlalnepantla, Edo.
de México
GaTl 25°C 8.35 0.32 Tlalnepantla, Edo.
de México
C24Ec 26 °C 8.26 0.63 Ecatepec, Edo. de
México
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T21Ec

T18Ec

26 °C

26 °C

8.41

8.50

0.78

0.78

Ecatepec, Edo. de
México
Ecatepec, Edo. de
México
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