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l. RESUMEN

El estudio de las amibas de vida libre (AVL) en cuevas de México es muy escaso
es por eso que el presente estudio tuvo como objetivo registrar las especies de
AVL en tres ambientes cavernicolas ubicadas en tres estados de la Republica
Mexicana: la Cueva de “La Joya” (Guerrero), las Grutas de Karmidas (Puebla) y
las Grutas de Tziranda (Michoacéan).

Dentro de cada cueva se muestrearon cuatro biotopos: agua, suelo, guano y
musgo, se realizaron dos muestreos por cueva (excepto las Grutas de Tziranda
donde solo hubo una recolecta), los biotopos se inocularon directamente en
placas de Petri con agar NNE, y una monocapa de bacteria Enterobacter
aerogenes inactivada por calor a 56 °C, se cultivaron y se aislaron las colonias
de AVL para su posterior observacion con un microscopio Optico invertido, se
realizé el registro fotografico y la identificacion morfolégica de las especies de
AVL.

Se aislaron e identificaron 21 especies amebianas, correspondientes a 11
géneros de AVL, presentes en los cuatros biotopos, los géneros identificados
con mayor presencia fueron Acanthamoeba (65%) y Naegleria (11%) lo cual
los convierte en los géneros mas abundantes en este estudio, el biotopo con

mayor presencia de AVL y mayor riqueza especifica fue el agua.

El presente estudio demuestra que las AVL son capaces de sobrevivir en
ambientes cavernicolas, bajo diversas condiciones ambientales y en los cuatro

biotopos presentes en las cuevas muestreadas.
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[I. INTRODUCCION

1. Amibas de vidalibre

Los eucariontes se caracterizan por ser organismos unicelulares, a veces
plasmodiales o coloniales, generalmente sin color ni pared celular en el estado
trofico. Estos organismos presentan diferentes formas, alargados, reniformes,
piriformes, estrelladas u otras mas. En general, presentan mitocondrias
tubulares, cuerpos de Golgi y peroxisomas. Su movimiento es por medio de
flagelos, cilios o pseuddpodos; la mayoria son de tamafio microscépico, son

organismos simbiontes, parasitos u organismos de vida libre (Sigala, 2008).

Las amibas de vida libre (AVL) son protozoos, que pertenecen segun la nueva
clasificacion propuesta por Adl y colaboradores (2005) a los super-grupos
Amoebozoa, Excavata y Rhizaria, estos organismos tienen la capacidad de
existir en la naturaleza y en el caso de algunos géneros tienen la capacidad
invadir a un hospedero por lo cual a estos se les han denominado como
organismos anfizéicos (Martinez, 1985; Page, 1988; Martinez y Visvesvara,
1997; Schuster y Visvesvara, 2004; Visvesvara y Mcguire, 2006), las AVL son
organismos cosmopolitas que habitan ambientes hiumedos y se pueden
encontrar en suelo, en agua y en aire, vehiculo que utilizan como medio de

dispersion (Bonilla et al., 2001).
2. Ciclo de vida de las AVL

El ciclo de vida de las AVL (Fig. 1) comprende una fase activa llamada trofozoito
y una forma quistica o de latencia; presentandose ademas en el caso del género
Naegleria, una forma flagelada (Bottone, 1993; John, 1993). La forma de quiste
es la fase de resistencia en la cual puede resistir largos periodos en condiciones
adversas como: la desecacion, concentraciones bajas de oxigeno, escasez de
alimento, etc. (John, 1993). Se sabe que en este estadio estos organismos

pueden ser resistentes a varios tratamientos de desinfeccion (Lloyd et al., 2001;
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Greub y Raoult, 2004; Thomas et al.,, 2008). La forma activa para estos
organismos es la llamada forma de trofozoito en la cual las amibas se alimentan

y reproducen (John, 1993; Marciano et al., 2000).

A través de piel:
ulceras, otras lesiones
de continuidad 3

A
Quistes y trofozoitos en tejidos
o 1 Da lugar a queratitis severa.
o 2 Da lugar a encefalitis amibiana
granulomatosa y/o enfermedad

diseminada en sujetos inmunocomprometidos.
A\ =Forma infectante 3 Da lugar a encefalitis amibiana
A =Forma diagnéstica granulomatosa, enfermedad diseminada,
lesiones en piel, en sujetos

Figura 1. Ciclo de vida de Acanthamoeba spp. (CDC, 2012)

En el caso de Naegleria (Fig. 2) se destaca su capacidad para cambiar a la
forma flagelada esto ocurre cuando la amiba se encuentra en condiciones
ambientales no favorables como: falta de nutrimentos, cambios de temperatura y
pH, entre otros. Esta forma, es transitoria ya que el organismo no se alimenta ni
se divide y después de un tiempo, cuando la amiba encuentra nuevamente un
ambiente adecuado, regresa a su forma amebiana, este proceso se realiza en

cuestién de minutos (John, 1993).
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Naegleria fowleri

(5]

Las amibas penetran la

mucosa nasal Y migran a cerebro

por nervios olfatorios.
ausan: meningoencefalitis
biana primaria en sujetos
sanos

la entrada de agua y las formas flageladas ocasio
por la nariz nalmente en LCR

A\ -Forma infectante
A =Forma diagnéstical

Promitosis

Trofozoito

O 3 BAFER-MEALTHIEN - PEOFLE™
o m htp:/www.dpd.cde. govidpdx
Forma flagelada

Figura 2. Ciclo de vida de Naegleria fowleri (CDC, 2012)

3. Taxonomia de las AVL

Desde la clasificacion propuesta por la Sociedad de Protozoologos (Levine et
al., 1980), se han hecho muchos cambios para el entendimiento del linaje de los
eucariontes. En particular, el clasico esquema de Bitschli (1880-1889), que
divide a los protozoos en cuatro clases: Sarcodina (organismos ameboideos),
Sporozoa , Mastigophora (flagelados) e Infusoria (ciliados), fue abandonada por
los protozoologos (Corliss, 1998; Adl et al., 2005).
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Como resultado de estos cambios, Simpson y Roger (2002, 2004) y Adl y cols.
en el 2005 (sistema aprobado por la “International Society of Protistologist”)
proponen un esquema de clasificacion con énfasis en los organismos protistas
en donde reconocen taxones que estan evolutivamente relacionados y al resto
los agrupan parafileticamente. En este esquema, el grupo de los eucariontes se
divide en seis grupos filogenéticos: (1) Opisthokonta, agrupa a los animales, el
fungi, coanoflagelados y mesomycetozoarios; (2) el Amoebozoa, agrupa a la
mayoria de las amibas; (3) Excavata, agrupa a los oxymonadidos,
parabasalidos, diplomonadidos, flagelados, euglenidos y heteroloboseos;
(4) Rhizaria, agrupa a los foraminiferos, radiolarios y a los cercozoarios; (5)
Archaeplastida, agrupa a los glaucophyta, algas verdes y rojas, y plantae; (6)
Chromoalveolata, agrupa a los alveolata (ciliados, dinoflagelados y apicomplexa)
(Keeling 2003) (Cuadrol).

Cuadro 1. Clasificacion de los Eucariontes con énfasis en los super grupos con
representantes amébidos (Adl et al., 2005)

Super-grupos Primer rango Segundo rango
Tubulinea Leptomyxida, Testacealobosia,
Flabellinea Tubulinida, Cochliopodium,
Stereomyxida Dactylopodia, Thecamoebida,
Acanthamoebidae Vanellida
Amoebozoa

Entamoebida
Mastigamoebidae

Pelomyxa
Fornicata Carpediemonas, Eopharyngia
Malawimonas
Parabasalia Cristamonadida, Spirotrichonymphida,
Trichomonadida,
Excavata Trichonymphida
Preaxostyla Oxymonadida, Trimastix
Jakobida Histionidae, Jakoba
Heterolobosea Acrasidae, Gruberellidae,

Vahlkampfiidae



Montes, 2012. “Identificacién de amibas de vida libre en cuevas de la region central de México” INTRODUCCION

Euglenozoa Euglenida, Diplonemea, Kinetoplastea

Cercozoa Cercomonadida, Chlorarachniophyta,
Nucleohelea, Phaeodarea,
Phytomyxea, Silicofilosea

Rhizaria Haplosporidia No se tienen subdivisiones
Foraminifera
Gromia
Radiolaria Acantharia, Polycystinea, Sticholonche

Este sistema jerarquico no cuenta con designaciones de rango formal como
“clase”, “subclase”, “orden”, etc. la decisibn de que esto fuera asi es para
hacerlo méas util y evitar el problema comun de que un solo cambio cause una
cascada de cambios en el sistema, lo cual hace que este sistema sea mas facil

de modificar.
4. Ecologia de AVL

Como ya se hizo referencia, las AVL presentan en general una distribucién
cosmopolita y son ubicuas en la naturaleza. Las especies patdgenas son
termotolerantes, aunque no todas las termotolerantes son patdgenas (Martinez,
1985). Su habitat principal es el suelo y desde ahi pueden llegar a los cuerpos
de agua arrastradas por escurrimientos o a través del aire (Rivera et al., 1994;
Bonilla, 2000;).

Los mecanismos de dispersion por los cuales se da la entrada y la colonizacion
de los protozoos a formaciones carsticas y grutas en general tienen lugar por la
intermediacibn de las aguas que penetran o0 se infiltran en las capas
subterraneas y originan los rios, riachuelos y aguas subterraneas. De esta
manera, penetran a las formaciones en cualquiera de sus estadios, lo que
permite explicar la existencia en las grutas de una comunidad rica y diversa de
protozoos, asimismo, no queda excluido el ingreso de protozoos por la entradas

de la gruta a través de las corrientes de aire e inclusive en las grutas
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acondicionadas y visitadas por el hombre este mismo puede servir como medio

para la entrada de los protozoos a la cueva (Golemansky y Bonnet, 1994).

Las AVL son mas frecuentes en cuerpos de agua con temperatura por arriba de
los 25° C y en aguas naturales de los tropicos y subtropicos, con niveles
optimos de oxigeno, pH cercano a la neutralidad, alimento suficiente (bacterias y
materia orgéanica) y un minimo de humedad; sin embargo, pueden soportar
variaciones amplias en cualquiera de los parametros anteriormente

mencionados (Bonilla et al., 2001).

a) Agua: En el agua desempefia un papel fundamental en el flujo
energético y en el reciclado de los nutrimentos. Los cuerpos de agua
son un enlace fundamental entre desintegradores y niveles troficos
superiores, convirtiéndose en un eslabon importante en el circuito
microbiano acuético (Fenchel, 1987). Las especies patégenas se
observan mas frecuentemente en cuerpos de agua con temperaturas
mayores a los 30 °C y aguas naturales de los tropicos y subtrépicos.
En paises templados y frios las amibas patégenas proliferan mejor
durante los meses mas célidos, lo que lleva a pensar en un patron
estacional (Rondanelli, 1987; Rivera et al., 1994). Algunos
investigadores, han propuesto que el incremento brusco de
temperatura mas que una temperatura elevada constante es lo que
realmente favorece la predominancia de las naeglerias patdégenas
(Pernin et al., 2001).

Las comunidades acuaticas en las grutas se caracterizan por su
extraordinaria simplicidad. La ausencia absoluta de luz impide la
existencia de organismos fotosintetizadores, provocando una

dependencia de los organismos por el flujo de nutrientes del exterior.
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Es l6gico suponer que esta relativa escasez en el nimero de especies
de individuos resulta de la pobreza en cuanto a nutrientes que

presenta la biocenosis acuética en cuevas (Morales y Vazquez, 1984).

b) Suelo: Las AVL se encuentran en mayor proporcién en la microcapa
superficial, asi como en las hojas desprendidas o sobre las plantas
con un alto grado de adaptacion debido a la abundancia de
nutrimentos y al establecimiento de quistes aéreos (Kyle et al., 1986;
Sigala, 2008).

c) Guano. De este tipo de sustrato hay pocos estudios realizados, se han
encontrado protozoos viviendo sobre el guano y el suelo en general
sobre todo por la gran cantidad de bacterias que hay, por lo cual es
un medio idoneo para el crecimiento de estas, se tienen reportes de
amibas desnudas, flagelados sin pigmentos y ciliados, pero en
realidad no se conoce bien las especies que viven en este sustrato
(Sigala, 2008).

5. Importancia médica de AVL

Existen cuatro géneros de amebas de vida libre asociadas a enfermedad en los
humanos, varias especies de Acanthamoeba spp, Naegleria fowleri, Balamuthia
mandrillaris y Sappinia pedata (Oddé et al., 2004; Visvesvara et al., 2007;
Peralta y Ayala 2009).

Naegleria fowleri, causa una infeccién aguda que afecta al sistema nervioso
central (SNC) Illamada Meningoencefalitis Amebiana Primaria (MAP) o
naegleriosis. EI mayor nimero de casos se ha presentado en nifios y jovenes
previamente sanos con antecedente de haber nadado durante el verano en
cuerpos de agua naturales contaminados o artificiales inadecuadamente
clorados. La ruta de invasion de N. fowleri es a través de la aspiracién por las

fosas nasales del agua contaminada (Lasake et al., 2009; Goudout et al., 2012).
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La mayoria de los pacientes mueren en la primera o segunda semana después
de la manifestacion de los primeros sintomas, dependiendo del manejo y
resistencia del paciente, asi como, la virulencia de las amibas (Rodriguez, 1984;
Martinez y Visvesvara, 1997). El andlisis por género nos muestra que Naegleria
vive principalmente en el suelo y ambientes acuaticos calentados natural o
artificialmente (Bottone, 1993), aunque también se puede establecer en
estanques, cascadas, manantiales, lagos y rios con temperaturas menores
(Rondanelli, 1987; Bonilla et al., 2000). Naegleria, se ha aislado de agua de
grifo, piscinas, aguas termales, aguas de desecho, canales de riego, tinas de
hidroterapia, lagos artificiales y efluentes calientes de plantas termoeléctricas
(Rivera et al., 1986; Ramirez y Bonilla, 1995).

Acanthamoeba, es una amiba oportunista capaz de producir encefalitis
amebiana granulomatosa (EAG) o acantamebiasis, una enfermedad subaguda o
cronica. Se presenta en individuos inmunosuprimidos o inmunodeficientes, como
alcohdlicos crénicos, embarazadas, VIH positivos, enfermos con SIDA, con
lupus eritematoso sistémico o cancer (Martinez y Visvesvara, 1997). Las
lesiones que produce esta amiba son de tipo granulomatosas, encontrandose en
ellas trofozoitos y quistes. Otra infeccidn que provoca es la Queratitis Amebiana
(QA) la cual es mas frecuente en individuos sanos que utilizan algun tipo de
lente de contacto o con menor frecuencia en pacientes inmunosuprimidos. Esta,
es una inflamacion crénica en la cérnea que puede causar la pérdida del ojo. Las
amibas invaden el estroma corneal por una solucion de continuidad del epitelio,
el organismo es capaz de lograr la patologia aun sin un traumatismo menor o
abrasion previa de la coérnea (Omarfa, 2011). Acanthamoeba, se encuentra
distribuida en todos los ambientes y probablemente es la amiba con mayor
distribucion en la naturaleza, debido a la gran resistencia de sus quistes (Page,
1988; Armstrong, 2000). Como consecuencia de su distribucion cosmopolita el

contacto con el ser humano es constante y probablemente es la razén de la
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presencia de anticuerpos de Acanthamoeba y de Naegleria en suero humano
(Bottone, 1993; Khan, 2003).

Para su mejor identificacion, Pussard y Pons (1977) dividieron a las especies
de Acanthamoeba en tres grupos segun el tamafio y las caracteristicas
morfoldgicas de sus quistes. Grupo | caracterizado por quistes grandes (>18 ym)
con endoquiste estrellado y ectoquiste esférico (A. astronyxis, A. comandoni, A.
echinulata, y A. tubiashi). Grupo Il, quistes mas pequefnos (<18 pm), endoquiste
poligonal y ectoquiste arrugado (A. castellanii, A. divionensis, A. griffini, A.
hatchetti, A. lugdunensis, A. mauritaniensis, A. polyphaga, A. quina, A. rhysodes
y A. triangularis) y Grupo Ill, con quistes pequefos (<18 um), endoquiste
redondo o0 suavemente angular y ectoquiste ligeramente arrugado (A.
culbertsoni, A. lenticulata, A. palestinensis, A. pustulosa y A. royreba) (Pussard y
Pons, 1977).

Debido a que Balamuthia mandrillaris solo se puede desarrollar en cultivos de
tejido y en un medio axénico tales como: cultivos de células Vero (rifidn de mono
verde africano) y en el medio axénico BM-3, por esta razon la busqueda de su
habitat natural (Visvesvara et al., 1993; Gelman et al., 2001; Schuster, 2002).
Esta AVL se aislé por primera vez de un mandril y posteriormente de pacientes
con EAG (Visvesvara et al., 1993).

El cuadro producido por B. mandrillaris y S. pedata es muy similar al descrito
para Acanthamoeba, sin embargo, no esté claro si estas dos se comportan como
organismos oportunistas o si son patégenos primarios letales, que no depende
del estado del hospedero. La informacion al respecto es escasa y los cuadros
observados se han presentado principalmente en individuos

inmunocompetentes.

Por otro lado, se ha demostrado que las AVL, participan como vectores de
diferentes especies de bacterias actuando como endosimbiontes de las AVL

10
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(Barker et al., 1994). Una de estas bacterias es Legionella pneumophila, capaz
de multiplicarse dentro de la célula amebiana, causar lisis y liberarse
nuevamente en el ambiente. Las AVL, ayudan a mantener a V. cholerae en
aguas naturales en algunas partes del mundo donde no hay una asociacion
evidente de casos reportados por colera clinica. También, algunas bacterias
coliformes y Mycobacterium avium sobreviven dentro de las amibas aunque sin
multiplicarse. De esta manera, el quiste amebiano no solo ofrece a las bacterias
un mecanismo de proteccion para evadir ambientes hostiles, sino también les
provee un medio para transportarse y colonizar nuevos hébitats aprovechando
los mecanismos de dispersion de las AVL (Greub y Raoult 2004; Hsu et al.,
2011).

El conocimiento sobre los mecanismos que utilizan las AVL patégenas para
evadir la respuesta inmune es muy escaso no obstante, se conoce que en la
proteccién contra esta infeccion letal se ven implicadas las respuestas inmunes
innata y adquirida, estudios previos en animales han demostrado que es
complicado descifrar la via de resistencia a esta infeccion pues son muchos los
factores que influyen en el mecanismo de defensa del hospedero tales como: la
edad, la dosis y la cepa con la que se inoculan a los animales, virulencia, entre
otros. (Ferrante, 1991; Martinez y Visvesvara 1997; Marciano-Cabral, et al.,
2003).

Se sabe que la respuesta inmune innata es la primera linea de defensa, cuando
el organismo es invadido por una AVL, mediante la activacion del complemento
C3b generando factores opsonicos que desempefian un papel en el
reconocimiento de las amibas ante las células fagociticas, también se considera
gue los complementos C3a y C5a, se activan y actian como mediadores de la
inflamacion y del dafio tisular o bien pueden ayudar a eliminar a las amibas del

organismo aunque esto aun esta por definirse (Marciano-Cabral, et al., 2003).

11
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6. Caracteristicas de las cuevas en México

Las cuevas, por su origen se pueden dividir en volcanicas (formadas durante
escurrimientos de lava) o carsticas (formada cuando el agua disuelve las rocas
calizas a lo largo de las fracturas, formando canales de drenaje y conductos
subterraneos). Estas ultimas son las mas importantes en nimero y dimensiones.
La formacion de estas estructuras, se cree fue en el periodo Cretacico, ya que
durante este periodo la mayor parte del pais se encontraba bajo el mar,
formando una serie de cuencas profundas y plataformas, de esta forma, se
fueron depositando sedimentos formados principalmente por carbonatos de
calcio. Asi que, para principios del periodo Terciario estos sedimentos
transformados en roca caliza, fueron plegados y transformados en las sierras
gue actualmente observamos. Estas rocas calizas, estuvieron expuestas a la
erosion sub-aérea y acuatica que comenzaron a disolver para formar los causes

subterrdneos (Espinaza, 1994; Sigala, 2011).

Las cuevas se pueden clasificar segin sus temperaturas (templadas o
tropicales), humedad, cantidad de agua que pueden contener, si cuentan con
rios o son totalmente secas y finalmente, si son de agua dulce, marina o
anquihalinas es decir, que presentan una zona de interaccion de las aguas

dulces epicontinentales y las marinas saladas (Mejia, 2008; Sigala, 2011).

Desde el punto de vista ecologico, estas formaciones tienen un papel muy
importante en el ciclo hidrolégico (Mejia, 2008; Sigala, 2011), son refugio de
diferentes especies de mamiferos, aves reptiles, peces y artréopodos. Asi que,
dentro de estos ecosistemas podemos caracterizar diferentes biotopos como
son: agua, biopelicula, suelo y vegetacion los cuales aportaran nutrientes para

las diferentes especies que viven dentro de la cueva.
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[ll. ANTECEDENTES

Las AVL de los géneros Naegleria spp. y Acanthamoeba spp. fueron
reconocidos como organismos patdgenos hace mas de 35 afios, cuando
Malcolm Fowler y Rodney F. Carter reportaron los primeros cuatro casos de
infecciones en humanos a causa de estas amibas. Sin embargo, son
identificadas cada vez con mas frecuencia, no sb6lo como causantes de
enfermedad en inmunosuprimidos, sino también en huéspedes sanos, por lo que
podrian considerarse entre las llamadas enfermedades emergentes (Fowler y
Carter, 1965; Carter, 1972; Visvesvara et al., 1993).

La AVL han sido identificadas con amplia distribucién en todo el mundo y se han
aislado de diversos materiales tales como: tierra de macetas encontradas en la
casa de los pacientes (Schuster et al.,, 2002), en aguas termales ya que las
temperaturas altas pueden potencializar el desarrollo de estos parasitos que
puede vivir a 45 °C (Pereira 'y Pérez, 2003), unidades de aire acondicionado,
albercas para nadar (Rivera et al., 1983), en varios sistemas domésticos de
agua, (Michel et al., 1998), equipos de dialisis, lentes de contacto, secreciones
nasales, exudados faringeos de pacientes con enfermedades respiratorias, pero
también de pacientes sanos (John, 1982). También se han aislado de diferentes
tipos de suelo, sedimento oceanico, sedimento de lagos, lodos resultantes del
tratamiento del agua de desecho, polvo de casas-habitacién y de composta
(Rondanelli, 1987; John, 1993; Bonilla et al., 2001).

Existe registro de estos organismos en ambientes extremos como cuevas 0
grutas, ya que uno de los primeros reportes donde se documenta la existencia
de las AVL fue a principios del siglo pasado, donde Will Scott realizé un estudio
ecoldgico de plancton de la cueva de Shawnee en el estado de Indiana en
E.U.A, en el que encontr6 diversos protozoos entre ellos amebas de los géneros
Arcella y Difflugia (Scott, 1907).

13
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La fauna acuatica de las cuevas de la region de Valles de San Luis Potosi fue
investigada por Osorio-Tafall (1943) con la inclusion entre otros animales de tres
diferentes protozoos amébidos en el biotopo agua: Arcella vulgaris (testada),

Centropyxis aculeata (testada) y Actinoprhys sol (heliozoo).

Hoffmann y cols. (1986) aislaron a diferentes protistas amébidos de dos
sistemas de cuevas en la Republica Mexicana: la gruta de Juxtlahuaca, Colotlipa
del Estado de Guerrero donde se aislaron a los siguientes géneros y especies
de amibas del biotopo suelo: Mayorella sp., N. gruberi., Naegleria sp.,
Platyamoeba sp., Platyamoeba placida, Platyamoeba stenopodia,
Protoacanthamoeba caledonica, Tetramitus sp., Vahlkampfia aberdonica, V.
avara, V. froschi, V. magna, V. ustiana, Vannella sp., Vannella mira, Vannella

platypodia y Vexillifera telma.

En el estudio realizado por Sigala y cols. en el 2008, en la gruta Aguachil en
Taxco, Guerrero se aislaron e identificaron a las siguientes géneros de amibas:
Arcella sp., Euglypha sp., Mayorella sp. y Vahlkampfia sp. Todas estas especies

fueron aisladas del suelo.

En el trabajo realizado en 2008 por Sigala titulado: “Registro protozoologico en
cinco biotipos de la cueva de los riscos en Querétaro, México” se registraron
ocho géneros de amebas desnudas: Acanthamoeba sp., Hartmannella
vermiformis., Lingulamoeba sp., Mayorella sp., Naegleria sp., Tetramitus sp.,
Thecamoeba sp. y Vahlkampfia sp. y ocho géneros de amebas testadas: Arcella
sp., Crytodifflugia sp., Cyclopyxis eurystoma, Chamydophrys sp., Difflugia sp.,
Euglypha filifera, Trinema sp. y a Tracheleuglypha dentata, lo cual da una clara

evidencia de su presencia en este tipo de ambientes.
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Fabiola Bastian y cols. en 2008, realizé un estudio en la cueva de Lascaux en
Espafia donde encontré evidencia de la presencia de amibas del género

Acanthamoeba en la biopelicula del agua.

En una investigacion realizada en 2008 por Sigala-Regalado y Mayén-Estrada
identificaron a Mayorella sp. y a Flabellula sp. las cuales fueron reportadas en el

Sistema de Cuevas Xalltégoxtli I, Puebla, México.

A lo largo del 2009, Sigala realizé un estudio llamado “Diversidad de los
protozoos ciliados en cinco biotopos de cuevas de México” en el cual, realiza
muestreos en cinco cuevas de la Republica Mexicana, tomando muestras de
cinco biotopos diferentes: agua, suelo, guano y musgo encontrando una gran

variedad de protozoos ciliados (Sigala, 2011).
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IV. JUSTIFICACION

Considerando el papel ecologico que juegan las AVL, asi como su potencial
patdgeno, es importante identificar a las AVL en diferentes cuevas de México, ya
que, el estudio de estos organismos (patdgenos y no patdégenos) desde el punto
de vista ecologico, es sumamente escaso. Finalmente, aunque ya se conoce de
manera general su distribucion en el ambiente y las condiciones ambientales
gue las pueden afectar, es necesario este estudio para verificar la presencia y
riqueza especifica de estos microrganismos en este tipo de habitats extremos lo
cual demostraria nuevos entornos de dispersion y adaptacion. Asi, también
detallaria aspectos de su relacion con los factores bibticos y abio6ticos en estos
ecosistemas, ya que estos organismos aun no han sido concretamente

investigados a este nivel.
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V. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Contribuir al conocimiento de la presencia de amibas de vida libre en

tres sistemas de cuevas y grutas de México.

2. Objetivos particulares

e Aislar y cultivar a las AVL de los diferentes biotopos: agua, suelo,
guano y musgo en las tres cuevas muestreadas de la region
central de México.

e Determinar la posicion taxondmica a nivel de género y especie de
amibas de vida libre presentes en los diferentes biotopos.

e Comprobar si existe presencia de amibas de vida libre

potencialmente patégenas en las cuevas de estudio.
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VI. AREAS DE ESTUDIO

Se seleccionaron tres sistemas de cuevas en los Estados de Michoacan, Puebla
y Guerrero debido a que estas no han sido intensamente perturbadas por la
actividad del turismo. Para acceder a estos sistemas, se conto con el apoyo de
espeledlogos profesionales ya que, la incursion a las cuevas es de dificil acceso,
lo cual aseguré que las cuevas a estudiar presentaran la minima o ninguna
perturbacién a nivel de biotopos que fueron seleccionadas de acuerdo a un
convenio con el Laboratorio de Protozoologia de la Facultad de Ciencias y el
laboratorio de Patégenos Emergentes de la FES- Iztacala de la UNAM para su

estudio.
1. Grutas de Tziranda

Ubicado en el Estado de Michoacéan, las Grutas de Tziranda, deben su nombre
ya que en este lugar predominan los arboles Tziranda, estas formaciones
subterrdneas se localizan a seis kilbmetros del municipio de Ciudad Hidalgo, en
las coordenadas geograficas 19° 42" de latitud norte, 100° 33" longitud oeste, a

una altitud de 2,040 msnm; con una superficie total de 1,063.03 km2 (Fig. 3).

MUNICIPIO DE CD. HIDALGd,
MICHOACAN

Figura 3. Ubicacion geografica del Municipio de Cd. Hidalgo,
Michoacan en donde se encuentran las grutas de Tziranda
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Limita al norte con Queréndaro, Zinapécuaro y Maravatio, al este con Irimbo,
Tuxpan y Jungapeo, al sur con Tuzantla y Tiquicheo y al oeste con Tzitzio,
Queréndaro, Indarapeo y Charo (SEGOB, 2009).

El relieve lo conforman el sistema volcénico transversal, sierra mil cumbres y los
cerros del Fraile, Azul, San Andrés, Zarco y Grande. Tiene una precipitacion
anual de 1,810.2 mm y temperaturas que oscilan de 4.1 a 18.4 °C. En esta zona
prevalece un clima semifrio himedo C (w), formando parte de la cuenca del rio
Balsas. Los rios principales son: Taximaroa, Agostittan y Turundeo. Su fauna
basicamente estd conformada por zorros, tlacuaches, conejos, armadillos y
patos (SEGOB, 2009) (Figs. 4y 5).

Figuras 4y 5. Entrada a las Grutas de Tziranda, Municipio de Cd. Hidalgo,
Michoacan (SECTUR, 2012).

2. Grutas de Karmidas

Estas grutas se localizan en el Estado de Puebla especificamente en el
Municipio de Zapotitlan, tiene una superficie de 35.72 km2. Sus coordenadas
geograficas son los paralelos 19° 58°10" y 20°01°36"" de latitud norte y los
meridianos 97° 38°36"" y 97° 44°24"" de longitud occidental (SEGOB, 2009) (Fig.
6).
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Figura 6. Ubicacion geografica del Municipio de Zapotitlan de las
manzanas, Puebla en donde se encuentran las grutas de Karmidas.

El municipio pertenece a dos regiones morfologicas: la porcion central y

septentrional, al declive del Golfo y la porcion meridional a la Sierra Norte. La

Sierra Norte o Sierra de Puebla esta formada por sierras paralelas, comprimidas

las unas con las otras y que suelen formar grandes o pequefias altiplanicies. La

principal caracteristica orografica que presenta es la altiplanicie intermontafiosa

gue se localiza en la parte central, en una franja que va desde el Oeste a Este;

asentandose en ella las poblaciones de Zapotitlan y Nanacatlan (SEGOB, 2009).

Se encuentra a 680 msnm. Esta gruta estd compuesta por una béveda principal

rodeada de cinco salones. Presenta un solo clima: semicalido a subhiumedo con

lluvias todo el afio y el tipo de vegetacion que predomina es el bosque mesofilo

de montafia. Y en cuanto a su fauna, aun existen zorros, tejones, mapaches

entre otras variedades de reptiles y aves. (SEGOB, 2009) (Figs. 7 y 8).
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Figuras 7 y 8. Cuerpos de agua en las Grutas de Karmidas Municipio de

Zapotitlan de las Manzanas, Puebla (Sigala, 2011)

3. Cueva “La Joya”

La Joya, cueva ubicada en el Municipio de Taxco de Alarcén en el estado de
Guerrero con una altitud de 1 730 msnm. Se localiza en la carta topografica en
las coordenadas 18° 35'50” de latitud norte y 99° 33’38” de longitud oeste
(SEGOB, 2009) (Fig. 9).

Figura 9. Ubicacién geogréfica del Municipio de Taxco, Guerrero en
donde se encuentra la cueva La Joya.
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La configuracion del suelo del Municipio de Taxco presenta tres tipos de relieve:
zonas accidentadas, zonas semitempladas y zonas planas. El clima predominate
registrado en todo el municipio es calido-subhumedo y semicalido en la zona
montafiosa. Las temperaturas promedio anual registradas van de 18 a 20 °C, los

meses calurosos son de marzo a abril y el mes mas frio es en diciembre.

El tipo de vegetacion predominante es el de bosque de encino con diferente
proporcidn de asociacion con pino, aunque la diversidad de ecosistemas incluye
también la selva baja caducifolia, asi como areas perturbadas, en que se

presenta agricultura de temporal y pastizal inducido (SEGOB, 2009).

Con relacién a su fauna adn un se pueden encontrar especies de venados,
aguilas, halcones, iguanas, conejos, tejones, mapache, diferentes especies de
reptiles, entre otras, su importancia radica en la riqueza biolégica de las cafiadas
y la Sierra de Taxco, asi como a la alta integridad ecolégica de la Sierra de
Huautla, la cual ha sido decretada como un area natural protegida a nivel estatal
(SEGOB, 2009) (Figs. 10y 11).

Figuras 10y 11. Cuerpos de agua en La Joya, Municipio de Taxco,
Guerrero (Sigala, 2011).
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VIl. MATERIAL Y METODOS

1. Recolecta de las muestras

Se realizaron dos recolectas en las tres cuevas de la zona centro de la
Republica Mexicana: las Grutas de Tziranda (Michoacén), las Grutas de
Karmidas (Puebla) y Cueva de “La Joya” (Guerrero), en cada una de las cuevas
se recolectaron cuatro tipos de biotopos los cuales fueron suelo, agua, musgo y

guano de murciélago.

En cada recolecta se procur6 obtener muestras de todos los biotopos, sin
embargo, no fue posible hacerlo en todas las cuevas, debido a la ausencia del
biotopo. Para el agua se tomd muestra de la zona mas profunda a la que se tuvo
acceso. El musgo se obtuvo en la zona de penumbra. Para recolectar el guano

se selecciono el lugar con mayor abundancia y con apariencia mas fresca.

Se realizaron dos recolectas en la Cueva de La Joya y las Grutas de Karmidas,
para el caso de las Grutas de Tziranda solo fue posible realizar una recolecta

por cuestiones ajenas al Proyecto

Las muestras de los diferentes biotopos fueron recolectadas manualmente en
frascos de polipropileno estériles, se tomaron muestras de musgo, guano de
murciélago, suelo y agua, se etiquetaron y se trasladaron a temperatura
ambiente hasta el Laboratorio de Patégenos Emergentes de la Unidad de
Investigacion Interdisciplinaria para las Ciencias de la Salud y la Educacion

(UIICSE) de la FES-Iztacala UNAM, para su procesamiento.
2. Aislamiento de AVL

a) Muestras liquidas. Se tomaron alicuotas de 50 ml en tubos conicos
de polipropileno estériles y se centrifugaron a 1000 Xg por 10 min. El

sobrenadante se desechd dejando unos 100 pl de sedimento los
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cuales fueron resuspendidos e inoculados en cajas de Petri con agar
NNE (por sus siglas en inglés non-nutritive agar con Enterobacter
aerogenes) las cuales tienen una monocapa de bacteria Enterobacter
aerogenes inactivada por calor a 56 °C por 30 min, las cuales fueron

preparadas como se describe en el anexo I.

b) Muestras sélidas. Se tomaron aproximadamente 2 cm® del biotopo y
se inocularon directamente en placas de Petri con agar NNE (non-
nutritive agar) las cuales también contenian la monocapa de bacteria

Enterobacter aerogenes inactivada por calor a 56 °C por 30 min.

Las placas inoculadas con la muestra se incubaron a 37 °C y se observaron con
un microscopio invertido de contraste de fases, Nikon Eclipse TS 100 con el
objetivo de 40x, para la busqueda de AVL cada 24 hrs. Para la realizar la
limpieza de las cajas y tener cultivos amebianos sanos se marcé la zona de
mayor abundancia de trofozoitos o quistes, para posteriormente realizar un corte
de agar de aproximadamente 5 mm?, y transferirlo a otra placa (NNE) nueva

para mantenerlos a 37 °C para su posterior identificacion.
3. Clonacion

Transcurrido el tiempo de incubacién, las placas de agar NNE sembradas con
las muestras de los diferentes biotopos, se revisaran en un microscopio
invertido, con el objetivo de 40X, para buscar la presencia de trofozoitos y

quistes amebianos.
Los aislados fueron resembrados en placas con agar NNE, transfiriendo una

porcion del agar NNE con trofozoitos a otra placa con agar NNE y se incubaron

a 37 °C y a temperatura ambiente (De Jonckheere, 1977). Posteriormente se
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efectuaron nuevas resiembras, para separar totalmente un aislado de otro, para

llevar a cabo la identificacion de los diferentes morfotipos.
4. ldentificacion morfolégica de AVL

Para efectuar la identificacibn morfolégica, se aseguré que las placas de NNE
tuvieran trofozoitos y quistes y que a su vez las cajas no se encontraran
contaminadas con bacterias u hongos. Una vez crecidas las amebas en las
placas, se cosecharon siguiendo el procedimiento estandar para su
identificacion, en condiciones de esterilidad, se puso 1 ml de solucion fisiol6gica
(PBS) estéril sobre la placa y se realizé un barrido sobre la placa de cultivo,
concentrando la suspension acuosa con amibas para su observacién al

microscopio de contraste de fases.

Se hicieron preparaciones en fresco de las amebas aisladas en laminillas y se
observaron en un microscopio de contraste de fases a un aumento de 40X
(Nikon Eclipse TS100). De cada aislado se registro la medida de 50 trofozoitos

(largo y ancho) y 50 quistes (diametro largo y ancho si fue el caso).

La identificacion morfolégica se hizo con un microscopio invertido de contraste
de fases (Nikon Eclipse TS 100) y las claves taxon6micas de Page (1988),
tomando en cuenta la morfologia de los organismos, como las formas del quiste,

del trofozoito o uroide y la presencia o no de granulos perinucleares, entre otros.
5. Registro fotogréfico.

Se realiz6 el registro fotografico con camara fotografica Nikon coolpix 990 y se

elaboraron esquemas de cada aislado.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Aislados amebianos

De los muestreos realizados en el periodo de marzo a junio del 2009, en las tres
diferentes cuevas se obtuvieron 42 muestras de diferentes biotopos de los tres

lugares muestreados, los cuales se muestran a detalle en el cuadro 2.

Cuadro 2. Fechas de recolectas y los biotopos muestreados en cada cueva.

FECHA/LUGAR LA JOYA KARMIDAS TZIRANDA
1-2 MARZO 2009 AR
2-6 JUNIO 2009 ANO+
14-15 JUNIO 2009 AN O+
20-21 JUNIO 2009 AHNO+
30 JUNIO 2009 AR+

SIMBOLOGIA:  SUELO A AGUA - MUSGO . GUANO ‘

Se aislaron e identificaron 135 organismos amebianos, correspondientes a 11
géneros (Acanthamoeba, Naegleria, Hartmannella, Vahlkampfia, Rhizamoeba,
Vannella, Cochliopodium, Echinamoeba, Leptomyxa, Rosculus, Saccamoeba) en

los cuatro biotopos estudiados; suelo, agua, musgo y guano.

En la figura 12 se observa de manera notable que Acanthamoeba fue el género
predominante sobre los demas con un 65 %, seguido del género Naegleria con
el 11 % y Vahlkampfia con un 10 % de frecuencia. Las AVL por presentar una
fase quistica de resistencia, les permite sobrevivir a las variaciones ambientales
adversas, asi como permanecer viables en sequias, cambios de pH,
temperatura y salinidad, falta casi total de oxigeno y escasez de alimento,
ademas les confiere una facilidad de desplazamiento a través de las corrientes

de aire. La frecuencia del género Acanthamoeba sp. se podria deber a que los
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organismos de este género son tolerantes a los cambios de salinidad cuando
estan en su fase trofica y su quiste es resistente al cloro hasta niveles por debajo
de 2 ppm (Gallegos, 1997), pueden tolerar variaciones amplias de los factores
ambientales, poca cantidad de oxigeno y temperaturas extremas haciéndolas
especies termotolerantes (Rivera et al.,, 1979; Lloyd, 2001; Aksozek, 2002;
Smirnov, 2003).

1% 1%
Cochliopodium__ Echinamoeba

1 % Leptomyxa
1% Vannella

0,
3 % Rhizamoeba 1% ROSCUJI_U(;O
5% Hartmannella\ 7 /_Saccamoeba

10%
Vahlkampfia_—Z

11 % Naegleria

65 %

Acanthamoeba

Figura 12. Diversidad de géneros amebianos presentes en las tres
cuevas muestreadas.

Es importante mencionar que los dos géneros mas frecuentes en este estudio
son los mas reportados en la literatura como los géneros de importancia
epidemioldgica pues los han descrito como de alto riesgo infeccioso para los

humanos (Lehman et al., 1998).

De las especies identificadas de los géneros Naegleria y Acanthamoeba no
todas son patégenas como se puede observar en las figuras 13 y 14, pero la
presencia de especies patdogenas fue elevada en ambos casos, pues esta

claramente comprobado que N. fowleri, A. castellanii, A. polyphaga y A.
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culbertsoni son especies que infectan al sistema nervioso central y a otros
organos como son los ojos, pulmaon, prostata y piel (Martinez, 1985; Martinez y
Janitschke, 1985; Rocha et al., 2009).

Naegleria Naegleria sp.
fowleri 20 % 27 %

Naegleria
gruberi 53 %

Figura 13. Diversidad de especies del género Naegleria sp.

Acanthamoeba

palestinensis 1 %
Acanthamoeba Acanthamoeba

Acanthamoeba  cylpertsoni 13 % sp.6 %
triangularis 10 %

Acanthamoeba
castellanii 24 %

Acanthamoeba
quina 1 %

Acanthamoeba
griffini 10 %

Acanthamoeba Acanthamoeba
astronyxis 6 % polyphaga 29 %

Figura 14. Diversidad de especies del género Acanthamoeba sp.
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A continuacion se enlista en el cuadro 3 las especies reportadas en el presente

trabajo.

Cuadro 3. Rigueza especifica de amibas presentes en la cuevay las grutas.

Género: Acanthamoeba

Género: Hartmannella

Acanthamoeba sp.

. astronyxis

. castellanii

. culbertsoni
. griffini

. palestinesis
. polyphaga

quina

> > > > > > >

A. triangularis

Hartmannella sp.
H. cantabrigiensis

H. vermiformis

Género: Vannella

Vannella sp.

V. platypodia

Género: Naegleria

Género: Rhizamoeba

Naegleria sp.
N. fowleri

N. gruberi

Rhizamoeba sp.
R. flabellata

Género: Vahlkampfia

Género: Echinamoeba

Vahlkampfia sp.
V. avara
V. enterica

V. ustiana

E. exudans

Género: Saccamoeba

S. limax

Género: Cochliopodium

Género: Rosculus

C. actinophorum

Género: Leptomyxa

L. reticulata

R. ithacus
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Se recolectaron 42 muestras de las cuales la mayoria de las especies aisladas
se encontraron en el agua, lo cual concuerda con trabajos anteriores en donde
se ha reportado mayor presencia en medios acuaticos. Las AVL estan presentes
en pequefos nichos ecoldgicos en forma de particulas en suspension con la
materia organica en los cuerpos de agua que concentran nutrientes que proveen
de recursos a las AVL para su supervivencia (Rodriguez, 1994). Ademas se
tiene reporte que estos organismos se han llegado a aislar hasta en aguas
sometidas a procesos de tratamiento de potabilizacion en donde las condiciones

para que las AVL sobrevivan son minimas (Thomas et al., 2008) (Fig.15).

GUANO
12 %

MUSGO
10%

SUELO
16 %

Figura 15. Porcentaje de organismos amebianos aislados por biotopo.

Como se observa en la figura 16 la riqueza especifica por biotopo fue mayor en
el agua con 18 especies, seguida por el musgo con 11 especies identificadas,
esto se podria deber a la cantidad de humedad y proteccién que estos dos
biotopos aportan para la supervivencia de las AVL, también se identificaron
AVL en el suelo y guano ya que forman parte de estos ambientes, estos dos
biotopos en especifico el segundo tienen gran cantidad de materia organica que
mantienen en perfectas condiciones a las AVL (Fig. 16).
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GUANO

MUSGO
24 %

SUELO
21%

Figura 16. Riqueza especifica de amibas encontradas por biotopo.

2. ldentificacién morfoldgica, descripcion y registro fotogréafico

La identificacibon morfolégica de los aislados se realiz6 con las claves
taxondmicas y el atlas de amebas de vida libre elaborados por Page (1988),
para determinar la presencia de todos los géneros amebianos se observaron

detalladamente las formas y tamafios del quiste y de trofozoito (Figs. 17-38).
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a) Género: Acanthamoeba

Acanthamoeba astronyxis Rayy Hayes, 1954

Ectoquiste generalmente rugoso generalmente el endoquiste en forma estrellada. La
mayoria de los brazos del endoquiste estan en contacto estrecho con el ectoquiste.
Todos o casi todos los brazos de endoquiste se unen al exoquiste en el mismo

plano, arriba de 9 brazos, el quiste tiende a medir entre 19.2-22 um. estos
organismos son pertenecientes al grupo |I.

ENDOQUISTE

NUCLEO

VACUOLA

ECTOQUISTE

VACUOLA

ECTOPLASMA
ENDOPLASMA

NUCLEO

ACANTOPODOS

Figura 17. A. astronyxis (A) indican el quiste, (C) indican el trofozoito.
Fotografias tomadas con un microscopio invertido con contraste de fases a
40X; (B y D) esquemas del quiste y trofozoito respectivamente.
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Acanthamoeba castellanii Douglas, 1930

Endoquiste a veces estrellado, los brazos del endoquiste en depresion formados por
el ectoquiste. Ectoquiste grueso y rugoso, de forma poligonal, raras veces en forma
esférica u ovoide. Generalmente con un diametro menor a 18 um. Es patdégena para
el humano, puede infectar el sistema nervioso central, 0ojos o pulmén. Pertenece al
grupo |l

ECTOPLASMA
VACUOLA

ENDOPLASMA

NUCLEO

ACANTOPODOS

ECTOQUISTE

ENDOQUISTE

BRAZOS

C NUCLEO

Figura 18. A. castellanii (A) indica el trofozoito y (B) indica el quiste.
Fotografias tomadas con un microscopio invertido con contraste de fases
a 40X; (C y D) indican el trofozoito y el quiste respectivamente.
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Acanthamoeba culbertsoni Singhy Das, 1970

Pared del ectoquiste muy delgada, endoquiste usualmente redondeado,
ocasionalmente en forma poligonal, ectoquiste ondulado o rugoso y muy cercano

al endoquiste. De 5-6 poros, aproximadamente de 15-18 um. Pertenece al grupo
Il

ENDOQUISTE

ECTOPLASMA

ENDOPLASMA

D

Figura 19. A. culbertsoni (A y B) indican el quiste, (C y D) indican el
trofozoito. Fotografias tomadas con un microscopio invertido con
contraste de fases a 40X.
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Acanthamoeba griffini Sawyer, 1971

El ectoquiste es de forma variable, algunas veces esféricas u ovoide, el
endoquiste tiene pequefios brazos, algunas veces estrellado dando la apariencia
de una rueda dentada, el ectoquiste es ondulado, tiene 6 brazos vy
aproximadamente mide 14 um. Pertenece al grupo Il

ECTOQUISTE

ENDOQUISTE
NUCLEO

PORO DE
DESENQUISTAMIENTO

» VACUOLA

Figura 20. A. griffini (A y B) indican el quiste. Fotografia tomada con
un microscopio invertido con contraste de fases a 40X.

Acanthamoeba palestinensis Reich, 1933

Ectoquiste esférico u ovoide raramente con pequefias protuberancias coénicas,
usualmente el endoquiste esta muy cercano al ectoquiste, este es delgado y los

poros dificilmente se distinguen, diametro del quiste entre 17 -18 um. Este
organismo pertenece al grupo llII.

ECTOQUISTE gy

17.22 pm
NUCLEO

ENDOQUISTE

Figura 21. A. palestinensis (A) esquema que indica las partes del quiste.
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Acanthamoeba polyphaga Puschkarew, 1913

Endoquiste muy irregular, practicamente nunca estrellado, ectoquiste delgado y
extensamente separado del endoquiste, de forma esférica y en ocasiones ovoide,

numero de brazos de 4-6 y aproximadamente llega a medir 14 um. Pertenece al
grupo Il

D VACUOLA v ENDOQUISTE

VACUOLA

ECTOQUISTE

NUCLEO

» BRAZOS

ACANTOPODOS

Figura 22. A. polyphaga (A y B) indican el trofozoito, (C y D) indican el
quiste. Fotografias tomadas con un microscopio invertido con contraste
de fases a 40X.
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Acanthamoeba quina Pussard y Pons, 1977

El quiste en ocasiones es esférico u ovoide nunca reticulado, algunas veces
cuadrangular o pentagonal, ectoquiste delgado y muy cercano al endoquiste,
aproximadamente entre 4-5 brazos en el endoquiste, diametro del quiste
aproximado de 12 um Pertenece al grupo Il

EXOQUISTE

VACUOLA

Figura 23. A. quina (A y B) indican el quiste. Fotografia tomada con un
microscopio invertido con contraste de fases a 40X.

Acanthamoeba triangularis Pussard y Pons, 1977

Crece en medio bacteriano a 37 °C. Generalmente el ectoquiste es esférico u
ovoide Endoquiste generalmente triangular muy raramente cuadrado, con 4

brazos o menos, aproximadamente mide 13 um y no es patdgena en ratones.
Pertenece al grupo I

PORO DE
DESENQUISTAMIENTO

ECTOQUISTE
ENDOQUISTE

Figura 24. A. triangularis (A y B) indican el quiste. Fotografia tomadas con
un microscopio invertido con contraste de fases a 40X.
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b) Género: Naegleria

Naegleria fowleri Carter, 1970

Crece a una temperatura de 30-45°C, el quiste es totalmente liso y no se alcanzan
a observar los poros en un microscopio de luz, este tiene un didametro aproximado
de 7-15 um. Tiene forma limax en su fase tréfica aunque también puede presentar
fase amebo-flagelar. Esta especie es patdgena en humanos y ratones causante la
meningoencefalitis amebiana primaria (MAP)

NUCLEO

ECTOQUISTE

ENDOQUISTE

ECTOPLASMA

ENDOPLASMA

NUCLEOLO )
NUCLEO

C

UROIDE VACUOLA

Figura 25. N. fowleri (A y B) indican el quiste, (C y D) indican el
trofozoito. Fotografias tomadas con un microscopio invertido con
contraste de fases a 40X.
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Naegleria gruberi Schardinger, 1899

Generalmente crece a una temperatura de 20-30 °C, aunque en ocasiones
también puede crecer a una temperatura de 37 °C. El quiste es totalmente liso
rara vez es aspero y esta ligeramente engrosado en la zona donde se encuentra
el poro, mide aproximadamente de 10-16 um de didmetro. No es patdgena para
humanos y ratones.

NUCLEO

Figura 26. N. gruberi (A y B) indican el quiste. Fotografia tomada
con un microscopio invertido con contraste de fases a 40X.

c) Género: Vahlkampfia

Vahlkampfia avara Page, 1967

Quiste con capa gelatinosa y pared lisa, ocasionalmente circular, con un diametro
aproximado de 7-14 um, la forma tréfica a menudo llega a tener la presencia de
uroide y esta llega a medir de 14.5-33 um

ENDOQUISTE
NUCLEO

EXOQUISTE

Figura 27. V. avara (A y B) indican el quiste. Fotografia tomada con un
microscopio invertido con contraste de fases a 40X.
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Vahlkampfia enterica Page, 1974

Amiba generalmente eruptiva, frecuentemente cambia de direccion en cuanto a
su movimiento, el quiste mide aproximadamente 8.5-17 um, este en ocasiones es

multinucleado. Crece a una temperatura de 23-37 °C no es patogena para el
humanao.

ENDOQUISTE
EXOQUISTE

NUCLEO

ENDOPLASMA

VACUOLA NUCLEO

—a ECTOPLASMA

Figura 28. V. enterica (A) indican el quiste y (B y C) fotografia de trofozoito y
(C) esquema de trofozoito. Fotografia tomada con un microscopio invertido con
contraste de fases a 40X.
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Vahlkampfia ustiana Page, 1974

La amiba llega a medir de 30-65 um. quiste de forma oval, reniforme o piriforme
de forma irregular, pero nunca esférica, mide aproximadamente entre 12-21 umy
puede ser multinucleado.

ECTOPLASMA

B C

NUCLEO ENDOQUISTE

ENDOPLASMA

VACUOLA
NUCLEO

Figura 29. V. ustiana (A) indican el quiste y el trofozoito. . Fotografias
tomadas con un microscopio invertido con contraste de fases a 40X. (B y
C) esquemas que indican cada una de las partes del quiste y trofozoito
respectivamente
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d) Género: Hartmannella

Hartmannella cantabrigiensis Page, 1974

El quiste posee una capa hialina, usualmente de tamafo llegan a medir entre
7-13 um pequefio y contorno liso, de forma esférica u ovoide y la pared del
endoquiste como del exoquiste estdn muy cercanas. Las formas flotantes de esta
especie suelen ser de contorno liso y con seudépodos hialinos

ENDOPLASMA

NUCLEO
ECTOPLASMA
NUCLEO

VACUOLAS ¥ —>£x0QUISTE

Figura 30. H. cantabrigiensis (A) indican el quiste y el trofozoito. (B y
C) esquemas que indican cada una de las partes del quiste y trofozoito
respectivamente. Fotografias tomadas con un microscopio invertido con

contraste de fases a 40X.
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Hartmannella vermiformis Page, 1967

El quiste tiene una capa hialina siempre presente, es de forma esférica u ovoide,
presentan un diametro aproximado de 4-9.5 um. En la fase tréfica de esta amiba
las zonas antero-posterior estan ensanchadas.

NUCLEO C &

NUCLEO

EXOQUISTE VACUOLA

ENDOPLASMA

ECTOPLASMA

ENDOQUISTE

Figura 31. H. vermiformis (A) indican el quiste y el trofozoito. (B 'y C)
esquemas que indican cada una de las partes del quiste y trofozoito
respectivamente. Fotografias tomadas con un microscopio invertido con
contraste de fases a 40X.
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e) Género: Echinamoeba

Echinamoeba exudans Page, 1967

Amiba de forma elongada o flabelada a menudo con pocos seuddpodos y en
ocasiones llega a desarrollar una forma limax, el borde anterior de la amiba es
irregular y posee nucleos pequefios, la forma trofica mide aproximadamente de 7-
22um. El endoquiste esta muy separado del ectoquiste. Y mide aproximadamente
de 3.8-8.4 um

NUCLEO

C EXOPLASMA

NUCLEO

EXOQUISTE
ENDOPLASMA

VACUOLA

Figura 32. E. exudans (A) indican el quiste y trofozoito (B y C)
esquemas que indican cada una de las partes del quiste y trofozoito
respectivamente. Fotografias tomadas con un microscopio invertido
con contraste de fases a 40X.
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f) Género: Vannella
Vanella platypodia Glaser, 1912

La forma locomotiva de esta amiba es generalmente flabelada y a menudo semi-
circular con un ancho margen hialino, sin arrugas longitudinales, la forma flotante
de este organismo tiene marcados seuddpodos. Es multinucleada y puede llegar
a medir de 10-30 um, y no presenta fase quistica.

ECTOPLASMA NUCLEO
VACUOLA

ENDOPLASMA

Figura 33. V. platypodia (A) indican el trofozoito. Fotografia tomada con
un microscopio invertido con contraste de fases a 40X; (B) esquema que
indica cada una de las partes del trofozoito.

g) Género: Cochliopodium

Cochliopodium actinophorum Auerbach, 1856

Forma locomotora mide aproximadamente entre 15-80 um, el tectum es
claramente visible formando una especie de joroba, raramente se producen
seuddpodos en el borde anterior. El quiste puede ser esférico u oval, el
endoquiste puede ser de pared lisa y gruesa y el ectoquiste de forma irregular,
llega a medir aproximadante entre 18.5-27 um.

A

ECTOPLASMA

ENDOPLASMA

VACUOLA

NUCLEO

Figura 34. C. actinophorum (A) indica el trofozoito. Esquema que indica
cada una de las partes del trofozoito.
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h) Género: Leptomyxa

Leptomyxa reticulata Goodey, 1914

Amiba reticulada y siempre multi-lobulada nunca en forma limax. Quiste
multinucleado, con las dos capas muy bien separadas, el diametro del quiste

varia entre 32-65 um
LOBULO

ENDOPLASMA

ECTOPLASMA
NUCLEO

Figura 35. L. reticulata (A y B) indican el trofozoito. Fotografia tomada con
un microscopio invertido con contraste de fases a 40X; esquema que indica
cada una de las partes del quiste.

i) Género: Saccamoeba

Saccamoeba limax Dujardin, 1841

Amiba en forma limax con presencia de uroide, con una longitud de
aproximadamente 35-85 um alargada, multinucleada, crece en medios
bacterianos.

ECTOPLASMA

NUCLEO

VACUOLA

Figura 36. S. limax (A y B) indican el trofozoito. Fotografia tomada con un
microscopio invertido con contraste de fases a 40X; esquema que indica
cada una de las partes del quiste
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j) Geénero: Rhizamoeba

Rhizamoeba flabellata Goodney, 1914

Raramente o nunca reticulada, pueden adquirir forma flabelada o una forma
expandida irregularmente, con tendencia a ser multinucleada. Quiste con dos
paredes bien separadas, varian en tamafio de acuerdo al nimero de ndcleos que
posea, excepcionalmente alargadas. Con aproximadamente no menos de 10
nacleos y no mas de 50 nucleos

A B

ENDOPLASMA ECTOPLASMA

NUCLEO

—|—> ECTOQUISTE

Figura 37. R. flabellata (A y B) indican el trofozoito y (C) el quiste.
Esquemas que indican cada una de las partes del quiste y trofozoito
respectivamente.
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k) Género: Rosculus

Rosculus ithacus Hawes, 1963

La forma locomotiva alcanza un tamafo aproximado de 5-17 um, algunas veces
se llegan a expanda un poco mas. El quiste es liso, de forma oval o esférica, y

pequefios de tamafio llegando a medir aproximadamente entre 3.5-8.8 um

C D VACUOLA

NUCLEO

ECTOQUISTE { g~ NUCLEO

» EXOPLASMA

Figura 38. R. ithacus (A y B) indican el trofozoito y el quiste, (C y D)
esquemas que indican cada una de las partes del quiste y trofozoito
respectivamente. Fotografias tomadas con un microscopio invertido con
contraste de fases a 40X.
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IX. CONCLUSIONES

La informacidn recabada del estudio de la diversidad de las AVL presentes en
las cuevas del mundo y en particular en México es muy escasa, lo cual resulta
complicado el estudio ya que no se tiene un método estandarizada para la

recoleccion de muestras, el aislamiento y la posterior identificacion de las AVL.

El presente estudio contribuyé al conocimiento de las AVL generando un
antecedente de la presencia de estos organismos en una cueva y dos grutas de

la Republica de México.

En las Grutas de Tziranda y Karmidas y la Cueva de la Joya se encontraron los
cuatro biotopos estudiados: agua, suelo, musgo y guano, aun con las diferentes
caracteristicas de cada biotopo, las condiciones no limitan la supervivencia de
las AVL, pues se demostrd la presencia de estos organismos en los cuatro

biotopos.

Se aislaron e identificaron 135 organismos amebianos divididos en 11 géneros,
siendo los mas representativos Acanthamoeba, Naegleria y Hartmannella, lo
cual demuestra que el ambiente cavernicola no es una limitante para el
crecimiento de las AVL, pues estos ambientes se caracterizan por intervalos
amplios de temperatura, humedad, diéxido de carbono (CO,), diferencias en la
calidad de agua, ausencia total o parcial de luz y en ocasiones escasez de

alimento.

Se aislo6 e identifico morfolégicamente a cuatro especies de importancia medica:
N. fowleri, A. castellanii, A. polyphaga y A. culbertsoni las cuales estan
reportadas ampliamente como especies patdgenas para el humano, este registro
muestra el posible riesgo que podria presentar ingresar a estas cuevas sin la
precaucion debida ya que en la actualidad estos espacios son considerados
turisticos y eso aumenta la probabilidad de probables infecciones.
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ANEXO
Medio NNE, agar no nutritivo con Enterobacter aerogenes
El medio NNE proporciona sales y principalmente una fuente de carbono que

proviene de las bacterias, ambos elementos son necesarios para el crecimiento

y desarrollo de las amebas.

Se preparan los componentes de la solucion salina de Neff y el agar
bacteriol6gico a una concentracion de 1.5 % (De Jonckheere, 1977).

Na Cl----mmmmmmmmmmmm oo 0.120 ¢
MgSO47H,0----=-=-=-=mmmmmmmmeeeoe 0.004 g
CaCly2H0------- - oo 0.004 g
Na;HPO,4 --------------- - - 0.142 g
KH,PO4 0.136 ¢
Agar bacteriologico--------------- 15.00 g
Agua destilada--------------------- 1000 ml

Este medio se prepara mezclando los componentes en seco y después se
agrega el agua destilada que es calentada hasta ebullicién, se esteriliza a 121 °C
durante 15 minutos y se deja enfriar, posteriormente se vacia en las placas Petri

previamente esterilizadas.

Cuando el agar solidifica, se agrega una 0.5 ml de una suspensioén de bacterias
Enterobacter aerogenes inactivada por calor a 70 °C por 30 minutos, la cual se
distribuye homogéneamente por toda la superficie del medio con una varilla

acodada.

Las placas se dejan reposar una hora y finalmente son guardadas en bolsas de

plastico selladas con cinta adhesiva en el refrigerador.
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