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I. RESUMEN

Las Gimnamoebas se han aislado del suelo, agua, e inclusive en aire ya que lo
utilizan para su dispersion. Viven en el ambiente, donde se alimentan de bacterias
y materia orgdnica y algunas de ellas también pueden causar enfermedades en
el hombre, asi como en animales, por o que se les ha llamado amibas
anfizoicas. En los diversos cuerpos de agua desempenan un papel muy
importante en el mantenimiento de flujo de energia, asi como el reciclado de los
nutrientes. El objetivo de este trabajo fue conocer la presencia y distribucion de
las Gimnamoebas en 22 sitios en la zona sur de la Cuenca de México. El frabajo se
dividio en dos fases; en la fase de campo, se realizaron muestreos puntuales en 22
sifios, y se midio: pH, temperatura, conductividad y oxigeno disuelto. En la fase de
laboratorio se procesaron las muestras, las cuales fueron inoculadas en medios
especificos. Se identificd a las Gimnamoebas mediante criterios morfoldgicos con

claves taxondmicas.

Se identificaron 25 especies pertenecientes a 14 géneros de Gimnamoebas. La
mayor riqueza especifica se encontrdé en el sitio “Confluencia Eslava-Magdalena”
con 11 especies. Las especies mds frecuentes fueron Rosculus ithacus en 17 de los 22
sifios estudiados (77 %), Vannella platypodia en 15 de los 22 (68 %) y Vexillifera
bacillipedes en 9 de 22 (41%).

Con baja frecuencia se aislaron 7 cepas de los géneros reportados como
potencialmente patdgenos, Naegleria y Acanthamoeba, pero ninguno resultd
patdbgeno y cuya identificacién a nivel de género se confiirmd mediante la técnica
de PCR.

En relacion con los pardmetros fisicoquimicos, a excepcioén de un valor bajo de
conductividad, el resto se enconfraron denfro de los limites descritos como
adecuados para el desarrollo de las Gimnamoebas. La temperatura del agua en
promedio es baja por lo que muy probablemente sea esa una de las razones por las

que las especies patdégenas no se desarrollan es esos cuerpos de agua.



Il. INTRODUCCION

El agua es uno de los recursos fundamentales para la vida en el planeta. Los seres
humanos dependen de su disponibilidad no solo para el uso doméstico, sino
también para el funcionamiento y la continuidad de las actividades agricolas e
industriales, salud, y mantenimiento de los ecosistemas (Informe de la Situacion del
Medio Ambiente en México, 2012).

En México, los rios y arroyos que se ubican en las aguas superficiales, constituyen
una red hidrografica de 633 mil kilbmetros de longitud. Por los cauces de los 50 rios

principales fluye el 87% del escurrimiento superficial de la RepuUblica y sus cuencas

cubren el 65% de la superficie territorial continental del pais (SNIA, 2012).

En las Ultimas décadas, el agua de los cuerpos superficiales se ha ido
contaminando cada vez mds, debido a las descargas sin tratamiento previo de
aguas municipales e industriales, residuales domésticas; asi como por los arrastres
que provienen de las zonas que practican actividades agricolas y pecuarias. Sin
duda alguna el problema empeora ya que se requiere dotar del servicio de agua
de buena calidad a una poblacidon cada vez mds numerosa. El problema de la
contaminacion agrava la posibilidad de utilizar este recurso ya que no tiene una
calidad adecuada para ser utilizada (Informe de la Situacién del Medio Ambiente
en México, 2012).

El agua de rios, lagos, estanques, manantiales y arroyos es mds propensa a ser
contaminada por los diversos factores ya mencionados, fodo esto puede causar
graves danos en la salud de los usuarios, ya que estos cuerpos de agua pueden
tener niveles inseguros de microorganismos infecciosos y, por lo tanto, la ingestion

y el contacto con la misma puede causar enfermedades (Barrantes et al., 2011).

Dentro de los microorganismos que pueden causar alguna infeccidén se

encuentran las Gimnamoebas patdégenas. Son un grupo de protozoos, los cuales



pueden ser pardsitos o de vida libre. Si bien se ha investigado que solamente
algunas especies pertenecientes a cuatro géneros que pueden ocasionar dano a
los seres humanos, asi como a otros animales, causdndoles la muerte o lesiones
graves cerebrales, piel y ojo, también se sabe que juegan un papel importante en
el mantenimiento del flujo de energia y el reciclado de los nutrimentos en los

ecosistemas acudticos y terrestres (Sudrez et al., 2002).



Ill. Generalidades

@ Gimnamoebas 6 Amibas de vida libre (AVL)

Las Gimnamoebas o amibas desnudas carecen de una estructura rigida externa,
también conocidas como Amibas de vida libre son protozoos eucariontes
unicelulares, presentan citoplasma, nucleo y diversos organelos. El citoplasma se
divide en una masa central granular denominada endoplasma y una externa mds
clara llamada ectoplasma. Pero los elementos mds reconocibles en la amiba son

su nUcleo y vacuolas (Page, 1988).

Como carecen de pared celular, las formas troficas de las amibas pueden tomar
diversas formas ya sea alargada o piriforme, entre otras. Gracias a esa
caracteristica el citoplasma puede extenderse, formando asi prolongaciones
conocidas como seuddpodos, con ellos las amibas pueden desplazarse u obtener

alimento.

El tamano de las amibas puede variar, pero su naturaleza unicelular limita la talla
que llegan a alcanzar. En su fase tréfica tienen tamanos de 6 a 120 um y en su
fase quistica de 6 a 20 um, aproximadamente. Hay algunas especies mads
grandes, por ejemplo, los géneros Amoeba y Mayorella tienden a tener especies

con frofozoitos por arriba de los 100 um (Page, 1988).

También se han observado algunas variaciones en la talla de una misma especie
entre aquellas amibas que se encuentran en un cultivo por algin tiempo con
respecto a las que se encuentran en su ambiente natural, por o que se piensa
que la presencia de alimento, y ciertas condiciones ambientales, favorecen un

aumento en la talla (Page, 1974).

@ Importancia Ecolégica



Las Gimnamoebas son protozoos cosmopolitas que habitan ambientes hUmedos
como el suelo y agua, inclusive en el aire, ya que lo utilizan como medio de
dispersion. En el agua desempenan un papel importante en el mantenimiento del
flujo de energia y el reciclado de los nutrimentos. Su eficiencia en el uso de los
recursos los convierte en un enlace fundamental entre los organismos
desintegradores y aquellos que pertenecen a niveles tréficos superiores (Fenchel,
1987; Bonilla et al., 2004).

También han sido reconocidas como las principales controladoras del
crecimiento poblacional bacteriano, es asi como se les considera como uno de
los principales grupos de depredadores microbianos, siendo depredadores de
hongos, como ya se menciond de bacterias e inclusive de ofros protozoos, y
microalgas por ello la importancia del mantenimiento del flujo de energia
(Herrera, 2001). En el agua las Gimnamoebas se encuentran en mayor proporcion
en la microcapa superficial, debido a la abundancia de nutrimentos y se
encuenfra en menor proporcion en el sedimento (Fenchel, 1987). Suelen ser muy
abundantes en las peliculas biolégicas que se forman sobre sustratos como rocas,

hojas, plantas, etc

Como ya se describio las Gimnamoebas habitan ambientes humedos como el
suelo, por ende, juegan un papel dentro del ciclo de los nutrientes, ya que
estimulan el incremento en la tasa de transformacién bacteriana del fésforo y del
nitrdgeno a formas aprovechables para las plantas, lo que produce una mayor

produccion de biomasa autotréfica (Fenchel, 1987; Tyndall et al., 1989).
@ Importancia Médica

El estudio de las Gimnamoebas ha demostrado que incluye un pequeno grupo de
importancia médica. Existen algunas especies de cuatro géneros asociados a
enfermedades en humanos, los cuales son: Naegleria, Acanthamoebaq,
Balamuthia y Sappinia (Lares y Lares., 2009; Visvesvara et al., 2007). Estos

organismos son capaces de provocar infecciones en el sistema nervioso central



(SNC) como la meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP) causada sélo por
Naegleria fowleri, encefalitis amibiana granulomatosa (EAG) que pueden
ocasionar la muerte en periodos mayores, provocada por especies del género
Acanthamoeba, ademds de ocasionar infecciones severas en otros érganos
como son pulmoén, piel, ojos y oidos. Estas infecciones se han ido incrementando
significativamente en los Ultimos 20 anos (Visvesvara et al., 2007). Las especies de
Balamuthia mandrillaris y Sappinia pedata ocasionan encefalitis amibiana (Bonilla
et al., 2004; Martinez y Visvesvara, 1997). La mayoria de las infecciones por
especies de Acanthamoeba, se han registrado en pacientes inmunosuprimidos

(Martinez y Visvesvara, 1997).

Ademds de su potencial patégeno en humanos, las Gimnamoebas son capaces
de parasitar a especies de animales y de tener asociaciones endosimbidticas con

bacterias y virus patdégenos para el humano (John, 1993; Greub y Raoult, 2004).

Una de las caracteristicas de las Gimnamoebas patdégenas es que pueden
soportar altas femperaturas, son termofilicas por lo que con frecuencia se pueden
aislar de aguas termales, asi como aguas contaminadas térmicamente (Martinez

y Visvesvara, 1997; Bonilla et al., 2004).

@ Ciclo de Vida

El ciclo de vida de las Gimnamoebas comprende dos estadios de viabilidad
bioldgica una fase activa llamada trofozoito que se alimenta y se reproduce y
una fase inactiva de resistencia llamada quiste, la cual es una forma de
sobrevivencia en condiciones adversas. De los géneros potencialmente
patdbgenos solo Naegleria presenta el estadio ameboflagelar que le sirve para
desplazarse mejor a micro ambientes mas favorables (Sudrez, 2004). Existen
Gimnamoebas en las que solo se ha descrito la forma fréfica, por ejemplo;
Vannella platypodia, Gutullinopsis vulgaris, Vexillifera bacillipedes entre otras
(Page, 1988).



Por la importancia médica que tienen algunas especies de Gimnamoebas se

describe su morfologia a continuacion.

Naegleria fowleri

Naegleria fowleri tiene trofozoitos de forma alargada los cuales miden entre 15y
25 um, con citoplasma abundante, vacuolado o granular, un nucleo cenfral
redondo, nucléolo esférico prominente. Estos trofozoitos son termofilicos y pueden
desarrollarse y multiplicase por division binaria a temperaturas arriba de 30°C e
incluso hasta 40 y 45°C en el medio ambiente y en cultivos de laboratorio. La
locomocion de esta amiba se debe a seuddpodos redondeados llamados
lobdpodos. La forma flagelada que se observa en el medio ambiente o medios
acuosos en el laboratorio es de forma de pera, es biflagelado y mide 12 a 18 um.
Este estadio es reversible a la fase de trofozoito. Los quistes son esféricos miden de
8 a 15 ym de didmetro poseen una doble pared con uno o dos poros (Oddod,
2006; Page, 1988).

Naegleria fowleri
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Fig. 1 Ciclo de vida de Naegleria fowleri



Acanthamoeba spp.

Presenta forma de trofozoito y forma de quiste. Los trofozoitos de las diferentes
especies de Acanthamoeba son irregulares y presentan multiples proyecciones
pseudopodiales retréctiles, filamentosas o espinosas llamadas acantépodos. Los
trofozoitos varion de tamano de acuerdo a las diferentes especies de este
género, con promedios de 20 a 40 um. El citoplasma es abundante y fiene un
aspecto granular y vacuolar; ademdas tienen un nucleo claro, cenfral y esférico
con un prominente y denso nucléolo redondeado.

Los quistes tienen una doble pared, miden de é a 30 um de didmetro, aunque
generalmente son de 15 a 25 pm. Entre sus componentes se encuentra la
celulosa. La pared externa (ectoquiste) es ondulada y la pared interna
(endoquiste) puede ser estrellada, poligonal, esférica u oval. El ndcleo es evidente
como una débil estructura refractil, con un adn mas refractil cariosoma

redondeado (Oddo, 2006; Martinez y Visvesvara, 1997).

Acanthamoeba spp.
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Fig. 2 Ciclo de vida de Acanthamoeba spp.



Balamuthia mandirillaris

Balamuthia mandrillaris es muy semejante a Acanthamoeba spp. Los trofozoitos
miden 12 a 60 um, con reticulo endoplasmdtico acintado, y se desplazan
lentamente mediante amplias proyecciones aplanadas, llamadas lamelipodos
tienen forma irregular, algunas veces presentan la forma limax, o forma de arana
con numerosos seuddpodos, tiene un nucleo vesicular. El quiste mide entre 13 a 30

MMy tienen una triple pared, carece de poros (Oddo, 2006; Bonilla et al., 2004).

coCl
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A: Forma diagnostica 3 o v

Fig. 3 Ciclo de Vida de Balamuthia mandrillaris

> Sappinia pedata

Sappinia pedata al igual que las dos anteriores presenta trofozoito y quiste, los
trofozoitos miden entre 45 a 85 um, sus seuddépodos son indistintos y se observa
una pelicula que se ondula cuando la amiba se mueve, tiene dos nUcleos muy

juntos uno del ofro, los quistes miden de 13 a 37 um (Oddo, 2006).
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IV. ANTECEDENTES

@ Campos (2007), realizé una investigacién en dos manantiales del acuifero
del Valle de Cuernavaca, Morelos, los géneros de Gimnamoebas que
reportd6 como mds frecuentes fueron: Harfmannella, Naegleria,
Vahlkampfia, Rosculus, Dactylamoeba, Platyamoeba vy Filamoebaq,
concluyendo que las aguas de esos manantiales no representaban peligro

tanto para uso recreativo, como en el consumo de los usuarios.

@ Bonilla et al. (2009), en un estudio de Gimnamoebas en rios de alta
montana de la Cuenca Valle de Bravo-Amanalco, reportaron que los
géneros mds  frecuentes  fueron Vahlkampfia, Platyamoeba,
Acanthamoeba, Naegleria y Vannella. La prueba de patogenicidad de los

aislamientos de Naegleria y Acanthamoeba fue negativa.

@ Lares y Lares (2009), identificaron Gimnamoebas en aguas superficiales del
Valle del Mayo, Sonora, aislaron 91 cepas, identificando 5 aislamientos
sospechosos para Naegleria fowleri, realizando las pruebas moleculares se
concluyd que no correspondian a dicha especie. Por Ultimo, los géneros

que predominaron fueron Hartmannella, seguido de Naegleria.

@ Ortiz et al. (2009) realizaron un estudio en diferentes cuerpos de agua
naturales como manantiales, cascadas, lagunas naturales y piscinas
alimentadas con aguas termales en la Huasteca Potosina, México.
Identificaron 39 aislamientos de amibas del género Acanthamoebaq,

algunos fueron patégenos en animales de laboratorio.
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@ Bonilla et al. (2014) realizaron un estudio sobre la presencia y distribucion de
las Gimnamoebas y su relacion con algunos pardmetros fisicos y quimicos
en algunos los rios de la Cuenca de México, identificaron 120 AVL,
pertenecientes a 18 géneros, los mds frecuentes fueron Vannella, Rosculus
y Acanthamoeba. Tres aislamientos de Acanthamoeba mostraron baja

virulencia.

@ Uribe (2014) en un estudio en 6 rios afluentes a la Subcuenca de Valle de
Bravo en el Estado de México, identificd 28 especies pertenecientes a 15
géneros, los géneros con mayor frecuencia fueron Acanthamoeba,
Vahlkampfia y Platyamoeba. Unicamente uno de los aislamientos del

género de Acanthamoeba resultdé con baja virulencia.

@ Andrade (2014) qislé un total de 38 cepas de Gimnamoebas en 10 rios de
la Cuenca de México, de las cuales identifico 12 especies pertenecientes a
11 géneros, resultando Rosculus ithacus y Vannella platypodia las especies
mads frecuentes. Identificd 2 especies pertenecientes al género de
Acanthamoeba reportadas potencialmente patdégenas, A. friangularis y A.
polyphaga, a su vez identificd una especie del género de Naegleria, la

cual no fue patégena.

@ Suarez et al. (2002) realizaron un estudio en diversas fuentes de agua, en la
Ciudad de Ica, al sur de Lima, Perd, examinaron 31 muestras de 7 fuentes
de aguas naturales y 25 artificiales. De las 31 muestras, en 11 se
enconfraron amibas del género Acanthamoeba, é fueron aisladas de
fuentes naturales y 5 de fuentes artificiales. Concluyeron asi que el género
Acanthamoeba fue el mds frecuente en fuentes naturales en la Ciudad de

ca.
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V. JUSTIFICACION

La cuenca de México es una regidon que presenta vastos recursos hidricos y son
escasos los frabajos relacionados con rios, manantiales, presas u otro cuerpo de
agua y las comunidades que los constituyen, por lo general los rios circulan varios
kilbmetros antes de mezclarse con aguas negras que se originan de las
actividades agropecuarias, turisticas y domésticas. De manera particular, fue
necesario conocer la presencia y distribucion de las Gimnamoebas en esos
cuerpos de agua, ya que forman parte de la estructura y funcionamiento de los
ecosistemas acudticos asociados a las aguas superficiales. A su vez existen
especies patdgenas que pueden llegar a causar enfermedades graves al hombre
y animales e incluso la muerte. Por lo que este estudio contribuird al
conocimiento de la diversidad de Gimnamoebas presentes en cuerpos de agua

naturales de la Cuenca de México.
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VI.OBJETIVOS

Objetivo General

@ Conocer la presencia y distribucion de las Gimnamoebas en 22 sitios en la
zona sur de la Cuenca de México.

Objetivos Particulares

@

Identificar morfolégicamente a las Gimnamoebas de los cuerpos de

agua de la Cuenca de México

Confirmar el diagnostico morfolégico de las amibas de los géneros
potencialmente patégenos (Acanthamoeba y Naegleria), mediante el

uso de biologia molecular (PCR) a nivel de género.

Realizar la prueba de patogenicidad a los aislamientos que

correspondan morfolégicamente a Acanthamoeba y Naegleria.

Determinar in situ los pardmetros fisicos y quimicos: pH, Oxigeno disuelto,

temperatura y conductividad.

Determinar si  estadisticamente existe alguna relacion entre las

Gimnamoebas y los pardmetros fisicos y quimicos medidos.



14

VIl. AREA DE ESTUDIO

La cuenca de México es una cuenca endorreica ubicada entre los 19° 20" LN y
98° 100" LW, rodeada de grandes montanas o volcanes de la Franja Volcdanica
Transmexicana, entre los que se encuentran el Popocatépetl, Iztaccihuatl, Ajusco
y de una cadena de Sierras de las cuales descienden 45 rios aun existentes
(Ferrusquia-Villafranca 1993; Legorreta, 2009). Esta Cuenca abarca territorios del
estado de México (50%), Hidalgo (26.5%), Distrito Federal (13.8%), Tlaxcala (8.7%) y
Puebla (1%). En el presente estudio se seleccionaron 22 rios los cuales se localizan
en diferentes Delegaciones y algunos municipios del Estado de México (Tabla 1,
Fig. 4).

Desde el punto de vista biogeogrdfico, los rios de la cuenca estdn catalogados
como rios tfropicales de alta montana (altitud mayor a 2,200 m), en donde la
precipitacién pluvial y la variacién de temperatura a lo largo del ano generan
una comunidad biolégica con mayor afinidad a regiones templadas o boreales

(Bojorge et al., 2010).
Clima

La regidn presenta un clima templado subhimedo con valores promedio de
temperatura entre 12 a 18 °C. En la parte norte y central existen climas semisecos
esto es, clima templado semidrido con régimen pluvial méximo en verano. Las

precipitaciones se presentan por lo regular de junio a octubre (Legorreta, 2009)
Vegetacién y Geologia

En las zonas mdas elevadas de la cuenca presenta una vegetacion de bosque de

Abies y bosque de Pinus.
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Una de las principales caracteristicas de esta cuenca es una pendiente menor a

15% de la superficie total, esto resulta favorable para el uso de suelo urbano

(asentamientos humanos) asi como actividades agricolas de temporal.

La ubicacion privilegiada de la cuenca y sus abundantes recursos hidricos la

hicieron propicia para una gran concentracion de poblacion, no sélo en las orillas

del drea lacustre, sino en las montanas que la circundan (Legorreta, 2009).

Tabla 1. Sitios de muestreo estudiados.

Muestreo Fecha

Sitio y ubicacién

2 junio, 2014

Nacimiento Presa lturbide (Cuautitlédn, Edo. de México)

Manantial Las Palomas (Cuautitlédn, Edo. de México)
Rio Organillos (Cuautitién, Edo. de México)
Rio Xopachi (Isidro Fabela y Jilotzingo, Edo. de México)

Manantial San Pedro (Cuautitlén, Edo. de México)

3 octubre, 2014

5 mayo, 2015

Confluencia Eslava-Magdalena (Magdalena Contreras, Ciudad de
México)
Rio Magdalena-Santa Teresa (Magdalena Contreras, Ciudad de

México)

Cosamala (Tlalmanalco, Edo. de México)

La Castaneda bajo (Amecameca, Edo. de México)

Estacién UAM (Tlalmanalco, Edo. de México)

Confluencia Compania-San Rafael (Tlalmanalco, Edo. de México)
Canal San Rafael (Tlalmanalco, Edo. de México)

La Castaneda IV Alto San Rafael (Amecameca, Edo. de México)

[ septiembre,
2015

Presa Iturbide Cortina (Cuautitldn, Edo. de México)
Nacimiento Presa Iturbide Il (Cuautitldn, Edo. de México)
San Luis Ayucdn (Jilotzingo, Edo. de México)
Transfiguracion (Cuautitldn, Edo. De México)

Cortina Presa Capoxi (Cuautitldn, Edo. de México)
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Fig. 4 Ubicacion geogrdfica de los sitios de muestreo en la Cuenca de México (Modificada
de Rodriguez, 2014 y Bonilla et al., 2014).

1. Manantial las Palomas 2. Nacimiento Presa Iturbide 3. Rio Organillos 4. Rio
Xopachi 5. Manantial San Pedro 6. Rio Magdalena-Santa Teresa 7. Confluencia
Eslava-Magdalena 8. Rio Monte Alegre 9. Rio Monte Alegre 2 10. Truchero Valle
Monjas 11. Valle de Monjas 12. La Castaneda bajo 13. Estacion UAM 14,
Confluencia Compania-San Rafael 15. Cosamala 16. Canal San Rafael 17. La
Castaneda IV Alto San Rafael 18. Presa Ilturbide Cortina. 19. Nacimiento Presa

lturbide Il 20. San Luis Ayucdn 21. Transfiguracion 22. Cortina Presa Capoxi.
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VIIl. METODOLOGIA

@ Trabajo de Campo

Se readlizaron 22 muestreos puntuales en 22 diferentes sitios de la Cuenca de
México (Fig. 4, Tabla 1). Se fomaron muestras de 500 ml en bolsas estériles. Se
registraron in situ los pardmetros fisicos y quimicos: pH, conductividad vy
temperatura con un potenciémetro marca Conductronic PC18; oxigeno disuelto
con un Oximetro YSI-85.

Las muestras se transportaron al laboratorio a temperatura ambiente para su

posterior procesamiento.

@ Trabajo de Laboratorio

1. Aislamiento y Cultivo monoaxénico

Cada muestra se homogenizd y se tomd una alicuota de 50 ml por duplicado, se
centrifugaron a 3500 rom durante 20 min, posteriormente el sobrenadante se
desechd y el sedimento se inoculd en cajas Petri por duplicado las cuales
previomente estaban preparadas con agar no nufriivo con Enterobacter
aerogenes (NNE), cada duplicado se incubd a 25°C y 37°C. Después de 24 hrs las
cajas Petri se revisaron en un microscopio invertido para observar el crecimiento
amibiano, todo esto de acuerdo con Rivera et al., (1987).

Las amibas pertenecientes a los géneros Acanthamoeba y Naegleria se
separaron en medio de cultivo NNE nuevo, con el objetivo de obtener cultivos

axénicos de ambos géneros.
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2. Obtenciodn de cultivos axénicos

Una vez que se obtuvieron cultivos de Acanthamoeba y Naegleria, libres de otros
microorganismos, se selecciond un drea del medio NNE con abundantes
trofozoitos o quistes, para colocarlos en los medios axénicos, Chang y Ringer

(Anexo).

3. Identificacién morfolégica

Las Gimnamoebas se identificaron con ayuda de las claves de Page (1988) vy
Pussard y Pons (1977), con base en las caracteristicas del trofozoito y quistes, los
cuales se midieron (largo x ancho). Para realizar la identificacion se realizaron
preparaciones in vivo en portaobjetos y se observaron con microscopia de

contraste de fases con un microscopio Optico K7 de Zeiss a 40X.

4. |dentificacion molecular

Esta técnica es una herramienta muy Ufil, rdpida y precisa, siempre y cuando
previamente se haya descrito la secuencia especifica del organismo a
determinar. En el caso de las Gimnamoebas, se ha utilizado principalmente para
identificar amibas patdégenas de muestras clinicas y muy pocos frabajos se han

enfocado a muestras ambientales.

Para realizar esta prueba, fueron cultivados en medio axénico los trofozoitos de

ambos géneros.
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» Reaccion de la Cadena de la Polimerasa

Una vez que se obtuvo el crecimiento éptimo de los trofozoitos se cosecharon vy
posteriormente se centrifugaron a 2500 rpm por 15 min, obteniendo una pastilla la
cual fue usada para realizar la extraccion del ARN mediante la técnica de PCR
(ZYMO RESEARCH, Quick-g DNA ™ MicroPrep)

Una vez preparados los tubos con el mix (Tabla 2) para PCR del género de
Acanthamoeba se colocaron en un termociclador (Quanta Biotech S-24) y se
corrié el programa con las siguientes condiciones a 30 ciclos (Tabla 3).

Se utilizod el primer JDP1-Forward, con secuencia (5°-
GGCCCAGATCGTTITACCGTGAA-3’) y JDP2-Reward (5°-
TCTCACAAGCTGCTAGGGAGTCA-3'), los cuales amplifican una region de ADN
ribosomal del género Acanthamoeba (Shroeder et al., 2001). Posteriormente se
hizo el corrimiento electroforético de los productos de PCR en un gel de agarosa
al 0.8%. Para cargar las muestras en el gel, se mezclaron 1ul de finte de carga vy 4
Ul de producto de la PCR. El gel se corrié con buffer TBE al 0.5% con 80V por
30min. Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa, los cuales fueron
tenidos con Bromuro de efidio donde se observaron los amplicones
correspondientes al gen especifico para género, el producto final es de 480 pares

de bases aproximadamente (Shroeder et al., 2001).

Tabla 2. Preparacion de Mix para PCR Acanthamoeba

Componentes Volumen
2x Reaction Mix 40ul
JDP1-Fw 2.0ul
JDP2-Rw 2.0ul
ADN 1.25ul

Agua inyectable 31.0ul
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Tabla 3. Condiciones para el corrimiento de la PCR del género Acanthamoeba

Inicio/ Fin Proceso Temperatura Tiempo
Alineamiento 45° 3 min
Alineamiento 95° 30 seg
Comienza el ciclo = Desnaturalizacion 95° 30 seg
Alineacion 55° 30 seg
Fin del ciclo Elongacion 72° 45 seg
Elongacion final 72° 5 min
Almacenamiento 10° =

Para redalizar el corrimiento de PCR del género Naegleria también se prepararon
tubos con mix (Tabla 4) en este caso se utilizd el primer especifico NAE, con
secuencia de Nae Forward (5-CAAACACCGITATGACAGGGG-37), Nae Reward
(5- CTGGTT TCCCTCACCT TACG -3') disenado a partir de la unidad ribosomal
18(S), con esto se espera un producto final de 183 pb (Schild et al., 2007). Una vez
preparados los tubos con el mix se colocaron en un termociclador (Quanta
Biotech S-24) y se corrié el programa con las siguientes condiciones a 50 ciclos
(Tabla 5).

Una vez terminados los ciclos se realizd el corrimiento electroforético de los
productos de PCR en un gel de agarosa al 3%. Para cargar las muestras en el gel,
se mezclaron 1yl de tinte de carga y 4 ul de producto de la PCR. El gel se corrid
con buffer TAE con 80V por 30 min (ZYMO RESEARCH, Quick-g DNA ™ MicroPrep).
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Tabla 4. Preparacion de Mix para PCR Naegleria

Componentes Volumen

2x Reaction Mix | 2.5ul

Nae-Fw 2.5l
Nae-Rw 2.5l
ADN 3.0ul

Agua inyectable | 12.5ul

Tabla 5. Condiciones para el corrimiento de la PCR del género Naegleria

Inicio/ Fin Proceso Temperatura Tiempo
Alineamiento 50° 30 min

Alineamiento 94° 2min

Comienza el ciclo | Desnaturalizacion 95° 15seg
Alineacién 56° 30seg

Fin del ciclo Elongacion 72° 45seg
Elongacion final 72° 5 min

Almacenamiento 10° -

5. Prueba de patogenicidad

Para esta prueba se utilizaron cultivos de los géneros Acanthamoeba y Naegleria
previomente axenizados. Las amibas se concentraron y centrifugaron a 3000 rpm
por 10 min, ajustando a una cuenta de 3 X10° (De Jonckheere, 1980). De este
concentrado se inocularon 0.2 ml por via instilacion nasal (IN) a cinco ratones
(cepa Balb/C). Los ratones que sobrevivieron los 30 dias de observacion, se
sacrificaron y se les extrajo el cerebro, pulmones, higado y rinones y se colocaron
en medio NNE y se incubaron a 25°C y 37°C dependiendo a la temperatura a la

cual hubiera crecido al inicio las amibas (Fig. 5 ) (Culbertson, 1959).
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Fig.5 Prueba de Patogenicidad. 1. Grupo de machos cepa Balb/c. 2. Inoculacién 3.
Marcado de ratones 4-6. Extraccion y colocaciéon de cerebro, higado, rinén, en medio
NNE



23

IX. RESULTADOS Y DISCUSION

@ Presencia de Gimnamoebas en los rios de la Cuenca de México.

En total se obtuvieron 87 aislamientos de Gimnamoebas, se identificaron 25

especies pertenecientes a 14 géneros (Tabla é).

En cuanto a los géneros

potencialmente patdégenos se obtuvieron 2 aislamientos del género
Acanthamoeba en diferentes rios y cinco de Naegleria.
Tabla é. Riqueza de Gimnamoebas aisladas de los sitos de muesireo.

Sitios Especies Sitios Especies
Monte Alegre 1 Roculus ithacus Cosamala Vannella platypodia

Vannella platypodia

La Castaneda bajo

Vexillifera bacillipedes

Acanthamoeba polyphaga

Vannella platypodia

Monte Alegre 2

Rosculus ithacus

Rosculus ithacus

Nacimiento Presa lturbide

Rosculus ithacus

Estacion UAM

Thecamoeba similis

Vannella platypodia

Naegleria sp *

Amoeba proteus

Confluencia
Compaiiia - San
Rafael

Thecamoeba
quadrilineata

Manantial las Palomas

Rosculus ithacus

Rosculus ithacus

Mayorella cultura

Vannella platypodia

Vexillifera bacillipedes

Guttulinopsis vulgaris

Vannella platypodia

Canal San Rafael

Guttulinopsis vulgaris

Organillos Rosculus ithacus Vannella platypodia
Mayorella cultura Naegleria sp *
Vannella platypodia La Castaineda IV Vannella platypodia
Alto San Rafael
Xopachi Sin presencia Vexillifera bacillipedes

Manantial San Pedro

Rosculus ithacus

Rosculus ithacus

Confluencia rios Eslava-

Magdalena

Rosculus ithacus

Naegleria sp *

Polychaos timidum

Presa lturbide
Cortina

Rosculus ithacus
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Vexillifera bacilipedes

Vannella platypodia

Acanthamoeba polyphaga

Mayorella cultura

Vermamoeba vermiformis

Nacimiento Presa
lturbide Il

Vannella simplex

Saccamoeba limax

Platyamoeba placida

Thecamoeba quadrilineata

Vexillifera bacillipedes

Vannella lata

Rosculus ithacus

Amoeba proteus

San Luis Ayucdn

Saccamoeba limax

Naegleria sp *

Vexillifera bacillipedes

Vannella platypodia

Guttulinopsis vulgaris

Magdalena- Santa Teresa

Rosculus ithacus

Vermamoeba
vermiformis

Naegleria sp *

Valhkampfia ustiana

Vannella platypodia

Mayorella cultura

Saccamoeba stagnicola

Rosculus ithacus

Saccamoeba limax

Transfiguracién

Vannella platypodia

Vexillifera bacillipedes

Vexillifera bacillipedes

Valhkampfia enterica

Saccamoeba
stagnicola

Truchero Valle Monjas

Saccamoeba limax

Guttulinopsis vulgaris

Vexillifera bacillipedes

Mayorella cultura

Rosculus ithacus

Rosculus ithacus

Vannella cirrifera

Vahlkampfia avara

Vermamoeba vermiformis

Presa
Cortina

Capoxi

Vannella platypodia

Vannella platypodia

Valhkampfia avara

Valle de Monjas (escuela)

Amoeba diminutiva

Rosculus ithacus

Mayorella penardi

Mayorella cultura

Vannella platypodia

Saccamoeba limax

Polychaos fasciculatum

Vermamoeba
vermiformis
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*Por las caracteristicas morfolégicas probablemente Naegleria sp, pertenezca a la

especie de Naegleria gruberi

> Frecuencia de las especies identificadas

Las especies mds frecuentes fueron Rosculus ithacus la cual estuvo presente en 17
de los 22 sitios (77 %), seguida de Vannella platypodia con un registro en 15 sitios
de muestreo (68 %) y Vexillifera bacilipedes se aislo en 9 (40 %) (Fig. 6). Las dos
primeras especies fueron igualmente observadas como mdas frecuentes por
Andrade (2014) y Bonilla et al.,(2014). A diferencia de lo encontrado por Bonilla et
al.,(2014) donde Acanthamoeba fue la mds abundante, siendo una de las
Gimnamoebas mdas comunes en el ambiente (Page, 1988). Tambien a menudo se

asocia con agua contaminada y rica en bacterias (Bonilla et al., 2009)

Page (1988) menciona que el ciclo de vida de R. ithacus incluye la formacién de
quistes y una fase fungica, lo que explicaria su resistencia a condiciones adversas
del ambiente lo cual explica su presencia frecuente, probablemente esto permite
que esta especie se adapte con facilidad a diferentes condiciones de cuerpos
de agua asi como en ambientes terrestres, volviéndose una especie frecuente en
distinfos ambientes; también se ha descrito como un organismo consumidor de

bacterias (Fig 7.24) (Bonilla y Ramirez, 1993).

La segunda especie mds frecuente fue V. platypodia, (Fig 7.7-7.9) la cual se
caracteriza por poseer Unicamente la fase de trofozoito, ademds de tener un
prominente citoplasma que se extiende formando un abanico, a su vez la forma
flotante (Fig 7.10-7.13) posiblemente le ayuda a mantenerse en la columna de
agua, permitiendo una mayor movilidad (Bonilla et al., 2014). También se ha
asociado a alguna infeccidn en humanos, como queratitis, aunque no se ha

comprobado que causa una infeccion (Hoffmann et al., 1998).

La tercera especie mds frecuente fue V. bacillipedes se sabe que este género es

muy frecuente en agua dulce (Page, 1969). Su morfologia es muy similar a la del
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género Acanthamoeba, pero sus filbpodos son mds prominentes, su tamano es
pequeno (8-24um) (Fig 7.22-7.23.) En esta especie a semejanza de V. platypodia

tampoco se ha descrito la formacion de quistes (Page, 1988).

Mayorella cultura y Saccamoeba limax, (Fig 7.18) estuvieron presentes en 5y 6
sitios respectivamente. Mayorella tiene un tamano promedio de 20 a 30 um y de
acuerdo con Page (1988), proliferan en agua dulce y marina. También es
formadora de quistes, es por eso que se piensa que puede permanecer por mdas
tiempo en el agua, suelo o inclusive aire. La forma flotante posee seuddpodos
radiales, lo cual posiblemente favorece una mayor estabilidad a un sustrato. La
mayoria de las especies de Mayorella tienen una cuticula visible al microscopio
optico lo que la diferencia de otro género muy similar que es Dactylamoeba
(Page, 1988).

El género Saccamoeba (Fig 7.17-7.18) se distingue por tener cristales pequefos en
el citoplasma, ademds cuentan con un uroide (velloso, arrugado o liso) que les
ayuda a adherirse, asi como para capturar alimento. Aunque no en todas las
especies se puede observar, quizd, esto sea un factor que les ayuda a
mantenerse en algun sustrato para permanecer mds en el sitio, al igual que su

quiste (Page, 1988).

Las especies restantes Unicamente aparecieron de una a cuatro veces en algin
cuerpo de agua. Aunqgue se hubiera esperado que las especies con quiste fueran
mas frecuentes, muy pocas fueron las que estuvieron en la mayoria de los sitios. En
el caso de Acanthamoeba que es un género con un quiste muy resistente gracias
a su doble capa y presencia de celulosa (Fig.7.1-7.3) (Lakhundi et al., 2015),
Unicamente estuvo presente en dos sitios. Acanthamoeba se alimenta de
microorganismos en biopeliculas, por lo general en las superficies (Brown y Barker,
1999), incluso en la interfase aire-agua (Preston et al., 2001). Acanthamoeba
cuenta con proyecciones similares a dedos, llamados acantopodos, estas

proyecciones les ayuda en el proceso de alimentacion (Fig 7.1 7-3). Ofra



27

caracteristica que usan es la deteccidon de presas por quimiotaxis, en su mayoria

son bacterias (Upadhyay, 1968; Weekers et al., 1993).

Por otro lado, también se ha demostrado que Acanthamoeba y Naegleria entre
algunas ofras AVL, participan como vectores de diferentes especies bacterianas.
Por ejemplo, Legionella pneumophila es capaz de multiplicarse dentro de la
célula amibiana, causar lisis y liberarse nuevamente en el ambiente. V. cholerae
sobrevive dentro de los quistes de Naegleria y puede recuperarse después de que
la amiba exquista. Es asi como el quiste amibiano 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 hdbitats aprovechando los
mecanismos de dispersion de las AVL (Bonilla et al., 2004). A su vez han tomado
mucha importancia médica debido a la asociacion que se ha encontrado con

las especies bacterianas.

Por otro lado, amibas del género Vermamoeba se han asociado a encefalitis
humana y Valhkampfia a casos de queratitis amibiana en humanos, pero no se
ha demostrado su papel como agente etioldgico de las enfermedades
(Brieland et al., 1996; Ramirez et al., 2009).
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Frecuencia de especies
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Especies de Gimnamoebas

Fig. 6 Frecuencia de las especies identificadas de Gimnamoebas
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Fig. 7 Gimnamoebas identificadas en cuerpos de agua de la Zona sur de la Cuenca de
México. Microscopia de Contraste de fases a 40X.

Trofozoitos de Acanthamoeba polyphaga (1-3); Quistes de A. polyphaga (4-6); Trofozoito
de Vannella platypodia (7-9); formas flotantes de V. platypodia (10-13).
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Fig. 7 Continuacion

Trofozoito de Thecamoeba similis (14); Trofozoito de Thecamoeba quadrilineata (15);
Trofozoito de Amoeba proteus (16); Trofozoito de Saccamoeba stagnicola (17);
Saccamoeba limax (18); Trofozoito de Vermamoeba vermiformis (19-20); Trofozoito de
Amoeba diminutiva (21); Trofozoito de Vexillifera bacilipedes (22-23); Trofozoito de
Rosculus ithacus (24); Trofozoito de Vahlkampfia enterica (25); Trofozoito de Naegleria sp.
(26-27).
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Fig. 7 Continuacion

Estadio flagelar de Naegleria sp. (28-29); Quiste de Naegleria sp. (30-36), en 30-31 se
observa la presencia de poros
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Riqueza especifica

Como se puede ver en la figura 7, en el rio Confluencia Eslava-Magdalena se
registré el mayor nUmero de especies, 11 en total, seguido del rio Magdalena-

Santa Teresa, San Luis Ayucdn y Transfiguracidon con 7 especies cada uno.

El rio Confluencia Eslava-Magdalena fluye en zonas de conservacion y en zonas
urbanas dentro de cuatro delegaciones (Magdalena Contreras, Alvaro Obregdn,
Cuajimalpa, Coyoacdn), si bien aguas rio arriba se encuentran limpias, en la parte
media y baja presenta severa contaminacion debido a numerosas e indebidas
descargas de aguas residuales y depdsitos de basura a lo largo de sus cauces. La
mayor problemdatica en el drea son las descargas de aguas negras a cielo abierto
en barrancas y rios, la pérdida de humedad en las zonas altas de las cuencas y
los asentamientos irregulares sobre suelo de conservaciéon, que afectan la calidad
del agua (Programa de rescate integral de los rios Magdalena y Eslava, 2006).
Probablemente este sea un factor para el aumento de materia orgdnica por lo
qgue se enconfrd una mayor rigueza de amibas ya que la disponibilidad de
alimento fue mayor.

En la Tabla 1 se puede observar que los muestreos fueron puntuales, asi como que
la mayoria de los sitios fueron muestreados en la temporada de lluvias. A pesar de
esto, en el sitio de Truchero Valle Monjas que fue muestreado en la temporada de
secas se obtuvo un total de é aislamientos, estando en el quinto lugar de la

riqueza total.

Xopachi fue el Unico sitio en el que no hubo registro de AVL, lo cual pudo deberse
a la combinacién de varios factores; la baja temperatura del agua (9.9°C), la
conductividad (presencia de sales) que fue muy baja 33 uS/ y la baja o nula

influencia urbana (Rodriguez, 2014; Ortiz, 2017).

En un estudio realizado por Rodriguez en 2014, se menciona que de acuerdo con
el indice de Calidad Ambiental de Rios Andinos (CERA), la calidad del rio
Xopachi, es excelente, registrando 37 puntos (excelente 236) y que cuenta con

poca perturbaciéon, y de acuerdo a la NOM-089-ECOL-1994 tiene un registro
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bueno para el contacto humano, por Ultimo, clasifican a este rio con

concentraciones menores de nutrientes y con temperatura fria lo cual coincide

con los resultados de este estudio. Es decir, la baja concentracion de nutrientes y

la baja temperatura limitan el desarrollo de las AVL.

En relacion con la conductividad, se han reportado AVL en cuerpos de agua

superficial con valores muy amplios que van desde los 30 hasta los 1224 uS/cm

(Bonilla et al., 2004; Andrade, 2014).

Riqueza especifica
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Fig. 8 Riqueza especifica en los sitios de muestreo.



34

Aislamientos de Gimnamoebas en relacién con la temperatura de

incubacion

Del total del nUmero de aislamientos, el 67% crecié a 25°C y el 12% a 37°C, hubo
amibas que crecieron perfectamente bien en ambas temperaturas, (21%) (Fig. 8).
La mayoria de las Gimnamoebas se desarrollaron bien a 25°C, probablemente
debido a que las Gimnamoebas fueron aisladas en cuerpos de agua templados

con tendencia a ser frios con un promedio de 11.84°C (Carmona y Caro, 2017).

Esto coincide con lo reportado en 2014 por Andrade, quien menciona que el
mayor nuUmero de aislamientos los obtuvo a una temperatura de incubacién de
25°C debido a que los rios estudiados registraron temperaturas bajas, con
promedio de 10.3°C. De igual forma en el estudio realizado por Bonilla et al, (2014)
también en rios de la Cuenca de México, mencionan que todos los sifios
estudiados fueron reportados con temperaturas bajas. Como ya se menciond
anteriormente, son rios que se encuentran ubicados en zonas con una
temperatura ambiental entre 12 y 18°C con clima femplado subhiumedo a

semiseco.

Porcentaje de aislamientos de temperatura

21%
25°C y 37°C

7%
h 25°C

12%
37°C |

Fig. 9 Porcentaje de aislamientos a 25y a 37°C
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Prueba de temperatura

Esta prueba se realizd para determinar la temperatura mdxima y éptima de las
amibas potencialmente patdégenas del grupo Naegleria-Acanthamoeba, ya que
se ha demostrado que las Gimnamoebas patdégenas son termotolerantes, aunque
se ha descrito que no todas las termotolerantes son patdégenas (Martinez y
Janitsschke, 1985). Por lo que es una prueba complementaria para identificar a las
Gimnamoebas patdgenas, conforme a las claves taxondmicas de Page (1988) y
Pussard y Pons (1977).

En la tabla 8 se muestra que la cepa de Acanthamoeba sp. (M16Aca) crecié a 37
y 45°C es decir es termotolerante, lo cual sugiere que puede ser patdégena (Lares
et al., 2009).

La cepa M18Aca crecio inicialmente a 37°C, pero no a 45°C es decir que esa
temperatura no fue éptima para su desarrollo, por lo que la probabilidad de que
sea patdgena es menor.

Por Ultimo, el aislamiento de Naegleria sp., (M20Nae) Unicamente crecié a
temperatura ambiente (25°C) sin embargo no se desarrolld bien. Las demads
especies de este género probablemente pertenecieran a la especie de Naegleria
gruberi no pudieron ser axenizadas, debido a su falta de crecimiento en los
medios axénicos.

Tabla 7. Prueba de temperatura

Aislamientos | 25°C 37°C 45°C
M16Aca uE + +
M18Aca + + -

M20Nae + - -
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@ Pruebas moleculares

Esta prueba se realizé para confirmar el diagndstico morfolégico de los géneros

potencialmente patégenos Acanthamoeba y Naegleria, a nivel género.

PCR Acanthamoeba

Se confirmd que los aislamientos M16Aca (Fig. 10) y M18 (Fig. 11), pertenecieron al
género Acanthamoeba el producto de la PCR estd entre 423 y 551 pb (Shroeder
et al., 2001).

M16Aca

Fig. 10 Revelado de la PCR para la cepa M16Aca comparada con otras cepas del género

Acanthamoeba
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Carril 1T pb. Marcador de peso molecular

Ay B aislamientos de A. friangularis y A. polyphaga (Andrade, 2015)
M16Aca aislamiento de esta investigacion

C Acanthamoeba culberstoni (A1) (ATCC)

D Acanthamoeba lenticulata (PD2) (ATCC)

E Acanthamoeba sp. (EF2) aislamiento de agua

F Acanthamoeba castellanii (NEFF) (ATCC)

YV V V VYV V VYV V

Fig 11. Revelado de la PCR para la cepa M18Aca comparada con otras cepas del género

Acanthamoeba

Carril MP 1 pb. Marcador de peso molecular
M18 aislamiento de esta investigacion

A Acanthamoeba culberstoni (A1) (ATCC)

B Acanthamoeba castellanii (NEFF) (ATCC)
C Acanthamoeba lenticulata (PD2) (ATCC)

D Acanthamoeba sp (EF2) aislamiento del agua

YV V V V V V
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PCR Naegleria

Se utilizd el primer: NAE-Forward y NAE- Reward, especificos para el género
Naegleria.
Como se puede ver en la figura 11 se comprueba que el aislamiento M20 si

corresponde al género de Naegleria amplificando un producto final de 183pb.

Fig 12. Revelado de la PCR para la cepa de Naegleria aislada comparada con otras

cepas de Naegleria



39

» Carril 1 pb Marcador de peso molecular

» M20 aislamiento de Naegleria sp

» A cepa de referencia Naegleria fowleri (ATCC 30808)
» B cepa de referencia Naegleria gruberi (ATCC 3022)

@ Prueba de patogenicidad

La prueba de patogenicidad de las dos cepas de Acanthamoeba polyphaga
aisladas en este estudio, fue negativa (Fig. 5) probablemente una de las razones
se debe a que las Gimnamoebas patdégenas se desarrollan en ambientes con
temperatura por arriba de 30°C (Visvesvara et al., 2007) y por el contrario las
temperaturas por debajo de 20°C inhiban a las patdgenas, o cual coincide con
los resultados de trabajos previos en la zona (Andrade, 2014; Bonilla et al., 2014).
De Jonckheere (1991) reporté que sélo algunas cepas de Acanthamoeba
aisladas del ambiente son patdégenas en animales. También se debe considerar
lo reportado por John (1993), en el sentido de que el cultivo continuo en medio
axénico puede llevar a la pérdida gradual de virulencia de las especies

reportadas como patdgenas.

La cepa aislada del género de Naegleria, no provocd a los ratones ningln
sinftoma o muerte, los animales permanecieron en condiciones normales los 30
dias de observacion. Probablemente se deba a que como ya se menciond en el
caso de Acanthamoeba, las especies patdgenas se observan frecuentemente en
cuerpos de agua con temperaturas mayores a los 30°C. En esta zona de muestreo
todo el ano las temperaturas del agua son de templadas a frias (debajo de 15°C).
De igual forma se ha propuesto que el incremento brusco de temperatura, mas
que una temperatura elevada constante, es lo que realmente favorece la

predominancia de las naeglerias patdégenas (Bonilla., et al 2009).
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@ Pardmetros fisicos y quimicos
Tabla 8. Datos fisicos y quimicos de los sitios de muestre

No

Dendograma Sitios pH Temperatura °C  Conductividad uS/cm  Oxigeno disuelto mg/L
6 Monte Alegre 1 7.5 13.8 52 7.2
7 Monte Alegre 2 7.1 18.4 78 7.5
1 Nacimiento Presa Iturbide 7 11 50 8.2
2 Manantial las Palomas 6.6 13.2 52 7.6
3 Organillos 6.7 11.8 198 8
4 Xopachi 6.8 9.9 33 9
5 Manantial San Pedro 6.4 11 50 9
8 Confluencia rios Eslava-Magdalena 7.1 12 86 5.4
9 Magdalena -Santa Teresa 7.6 12.5 74.9 4.5
10 Truchero Valle Monjas 6.6 11.3 100 7.8
11 Valle de Monjas ( escuela) 7.3 5.5 83 8.4
15 Cosamala 7 14.6 99 8.6
12 La Catafieda bajo 7.1 11 201 7
13 Estacion UAM 7.1 11 201 7
14 Confluencia Compaiiia-San Rafael 6.9 14.9 137 5
16 Canal San Rafael 6.8 11.3 136 9.1
17 La Castafieda IV Alto San Rafael 7.3 83 255 8.9
18 Presa Iturbide Cortina 6.5 13.2 53 7.9
19 Nacimiento Presa Iturbide Il 6.1 10.3 53 9.4
20 San Luis Ayucan 6.6 10.8 60 6
21 Transfiguracion 7.5 12 63 11
22 Presa Capoxi Cortina 6.4 12.7 48 5

Intervalo 6.1-7.5 5.5-18.4 33-255 4.5-11

pH

En la Tabla 6 se observa que el pH estuvo enfre 6.1 a 7.6 muy cercano a la
neutralidad. El pH que correspondié a 6.1 fue el sitio de Nacimiento Presa Iturbide
II'y el registro mas alto en Magdalena — Santa Teresa con un valor de 7.6. Los
intervalos de tolerancia de pH para las Gimnamoebas fluctian de 4.6 a 9.5
(Bonilla y Ramirez, 1993; Bonilla et al., 2004), como se puede observar el intervalo

de pH en el que se pueden encontrar las Gimnamoebas es muy amplio, los
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registros de pH en este estudio se encuentran dentro del rango citado. Todos los
valores de los 22 sitios muestreados se encuentran cercano del rango de la
neutralidad, por consiguiente, el pH no resultd ser un factor limitante para el
desarrollo y crecimiento de las Gimnamoebas. En un estudio previo que realizé
Duarte-Ruiz (2007), sobre la calidad de aguas superficiales del Rio Mayo Sonora,
México, se reporta que los valores de pH fluctuaron entre 7.13 y 8.38, coincidiendo

con los resultados de este estudio.

El frabajo realizado anteriormente en rios de la Cuenca de México, por Andrade
(2014) y Bonilla et al. (2014) muestra un pH muy homogéneo en todos los rios
estudiados, el cual fue cercano a la neutralidad, e indicando que este pardmetro
no resulté desfavorable para la presencia de las Gimnamoebas. Estos datos son

similares a los encontrados en el presente estudio.

Temperatura

La temperatura del agua oscilé enfre 5.5 y 18.4 °C. En 21 de los 22 sitios la
temperatura no rebasd los 15°C, solamente en el sitio Monte Alegre 2, se
registraron 18.4°C (Tabla 6), y aunque en este sitio el agua fue menos frig,
Unicamente se obtuvo Rosculus ithacus, (Tabla 7), la cual es una amiba pequena
de 5-17 um, se relaciona positivamente con la velocidad del flujo y tiene forma
plana; esto puede ser muy Util para permanecer en su lugar cuando la velocidad
de la corriente es alta (Bonilla et al., 2014). Por ofro lado, no se encontfraron AVL
patdgenas, ya que, aunque se identificaron algunas de los géneros
Acanthamoeba y Naegleria, ninguna fue patdgena en animales de laboratorio,
lo que no es extrano, ya que se ha reportado previamente que el valor 6ptimo de
temperatura para la presencia de éstas, es por arriba de los 30°C (Bonilla ef al.,
2004; Visvesvara et al., 2007) y la temperatura del agua de la mayoria de sitios
estudiados estuvo por debajo de 15.0 °C, lo que desde el punto de vista de salud
publica es positivo, pues la temperatura no favorece la presencia de especies de

Gimnamoebas patdgenas.
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Estudios recientes (Andrade 2014; Bonilla et al., 2014) en diferentes rios de la

Cuenca de México, mencionan que la temperatura fluctud por debajo de 17°C.

El sitic con menor temperatura fue el de Valle de Monjas (escuela) con 5.5°C; no
obstante, la baja temperatura, se identificaron 4 géneros; Amoeba, Mayorellq,
Vannella, Polychaos (tabla 7). Lo que muestra la tolerancia de esos géneros a

temperaturas bajas.

Andrade en 2014, menciona que el mayor niUmero de aislamientos (6 especies) lo
obtuvo a 16.7°C (Rio Miraflores). De los rios que analizd, los que tuvieron
temperaturas mdas bajas fueron Castaneda Il y Santa Rosa (6.6°C y 7.5°C
respectivamente) en el primero identificd 3 especies, una de las cuales pertenece
al género Vannella, como en este estudio, en el segundo sitio hubo ausencia de
amibas por lo que Andrade (2014) sugiere que la temperatura pudo influir en el

desarrollo, de las AVL.

Oxigeno disuelto (OD)

El oxigeno disuelto estuvo en concentraciones de 4.5 mg/L hasta 9.4 mg/L, es
decir en niveles adecuados vy suficientes para las amibas de vida libre (Bonilla et
al., 2004). Debido a que las Gimnamoebas son aerobias, el oxigeno es importante
para su presencia y distribucion. Un factor importante respecto a la cantidad de
oxigeno en el agua es la dependencia que tiene con la temperatura, esto es, el
agua mas fria puede disolver mas oxigeno en ella (Robles et al., 2004).

De los 22 sitios estudiados Unicamente cuatro estuvieron por debagjo de los 5.5
mg/L de OD. El que estos sitios tuvieran una cantidad menor de oxigeno disuelto,
no fue un impedimento para la presencia de Gimnamoebas ya que en el rio
Magdalena-Santa Teresa, donde se registrd la menor concentracion de OD (4.5
mg/L), se identificaron 7 especies (tabla 7). Los rios Compania-San Rafael y
Cortina Presa Capoxi, tuvieron 5.0 mg/L; en el primero se obtuvieron 4 especies
amibianas y en el segundo 6. Por Ultimo, en el rio Confluencia Eslava-Magdalena

con 5.4 mg/L de OD, se identificaron 11 especies diferentes, siendo el rio con
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mayor nUmero de aislamientos lo cual probablemente estd relacionado con la
contaminacién por residuos urbanos (orgdnica) que tiene el rio. Bojorge-Garcia
(2002), senala que la calidad del agua en la parte alta de la cuenca es buena
pero que, al llegar a la zona urbana, disminuye su calidad al aumentar las

comunidades bacterianas debido al aporte de desagles domésticos de la zona.

Conductividad

Este pardmetro permite conocer la cantidad de sales disueltas en el agua. En este
estudio la conductividad estuvo en un promedio de 98 uS/cm (tabla 6). En el rio
Xopachi se registrd la menor conductividad (33 uS/cm) y a su vez, fue el Unico sitio
en el que no se registré la presencia de Gimnamoebas en comparacion de los
sitios restantes en los cuales la conductividad fue mayor y hubo presencia de las

amibas. Aungue puede haber otros factores que también influyeran.

Se sabe que también la conductividad se ve afectada por las variaciones de la
temperatura; al aumentar la temperatura aumenta la conductividad (Robles et
al., 2004).

@ Andlisis Estadistico.

Se realizdé una correlacion no paramétrica de Spearman (Durdn et al., 2003) para

analizar si existia alguna relacion entre los pardmetros fisicoquimicos y las amibas.

Los resultfados obtenidos no mostraron correlacion significativa entre las

Gimnamoebas y estos pardmetros.

Posteriormente se realizé un andlisis de Cluster (Durdn et al., 2003) para determinar
la similitud de las especies entre los sitios de muestreo (Fig. 13). El primer grupo estd
conformado por cuatro sitios; La Castaneda abajo (Amecameca), Estacion UAM

(Tlalmanalco), Cosamala (Tlalmanalco) y La Castaneda IV Alto San Rafael
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(Amecameca) este agrupamiento se dio con base en la similitud de la
composicion taxondmica de las Gimnamoebas, (tabla 6). Como se puede
observar este grupo incluyd dos sitios en Tlalmanalco y dos en Amecameca, lo
que era de esperarse, ya que esos sitios de muestreo se encuentran cercanos

unos de oftros (Fig. 4).

El segundo grupo incluyd a Monte Alegre 2 (Tlalpan) y Confluencia Eslava-

Magdalena (Magdalena Contreras).

Tercer grupo Organillos (Cuautitldn), Manantial San Pedro (Cuautitlan), Truchero

Valle Monjas (Cuajimalpa), y Canal San Rafael (Tlalmanalco),

Cuarto grupo Manantial las Palomas (Cuautitlan), San Luis Ayucdn (Jilotzingo),
Confluencia Companio-San Rafael (Tlalmanalco) Presa lturbide Cortina

(Cuautitan)

Quinto grupo Monte Alegre 1(Tlalpan), Magdalena Santa Teresa (Magdalena

Contreras) y Transfiguracion (Cuautitlan)

Nacimiento Presa lturbide (Cuautitldn), Xopachi (Isidro Fabela y Jilotzingo y Valle

Monijas escuela (Cuajimalpal)

A pesar de que muchos de los sitios de muestreo se encontraban en la misma
delegacion o municipio su agrupamiento fue diferente, esto probablemente se
debe a las condiciones fisicoquimicas particulares de cada sitio, asi como all

nUumero de especies registradas.

Se hubiera esperado un agrupamiento diferente para el sitio de Xopachi ya que
fue el sitio con la conductividad mds baja de los rios. Por Ultimo, el sitio de
Nacimiento Presa lturbide Il fue el Unico alejado de los grupos, posiblemente al pH

ya gue fue el mds bajo de todos los rios.
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Dendrograma que utiliza una vinculacion media (entre grupos)
Combinacién de conglomerados de distancia re-escalados

o] 5 10 15 20 25
a2 12 1 1 1 1 1
@13 13:‘
@s 15
@7 1?‘J —
@r 7
@8 SJ
@3 3
@s 51—
@io 10
@e 16—
. @2 2 —
@20 20—
@14 14
@1s 18— —
@22 22
@a 6
@3 9 —
@21 21
@1 1
@4 4 —
@1 1
@g 19

Fig.13 Dendograma de agrupamiento de los sitios de muestreo y las AVL
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X. CONCLUSIONES

En 21 de los 22 sitios muestreados se aislaron Gimnamoebas.

Se aislaron un total de 87 cepas que se identificaron morfoldgicamente en 25

especies, pertenecientes a 14 géneros de Gimnamoebas.

La especie mds ampliamente distribuida fue Rosculus ithacus estando presente en

17 sitios de muestreo.

En el rio Confluencia Eslava-Magdalena se obtuvo el mayor nUmero de
aislamientos distribuidos en 11 especies en total, probablemente debido al mayor

contenido de materia orgdnica

Por medio de la técnica de PCR se confimdé que MIléAca y MIBAca

correspondieron al género de Acanthamoeba y M20Nae al género de Naegleria.

Las amibas de los géneros Naegleria y Acanthamoeba aisladas en los 22 sitios

estudiados, no fueron patdégenas

Los pardmetros fisico y quimicos estuvieron dentro del rango reportado para la

presencia de las Gimnamoebas.

Los resultados de la prueba no paramétrica de Spearman no mostraron

correlacion significativa entre las Gimnamoebas y los pardmetros fisicoquimicos.

El andlisis de Cluster no mostré una similitud entre los sitios de muestreo indicando
que la cercania de los lugares no necesariamente se refleja en una composiciéon

similar de especies de Gimnamoebas.
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Anexo

Agar no nutritivo con Enterobacter aerogenes (NNE)

NaCl 0.12g

Mg$O4:7H20 0.004g
CaCl22H.0 0.004g
NaHPO4 0.142g
KH2PO4 0.136g
Bactoagar 15.0g

Agua destilada 1000mL

Mezclar en seco todos los ingredientes, agregar 500mL de agua destilada y disolver,
completar el volumen de 1000mL y hervir hasta que se disuelva completamente el agar.
Esterilizar a 121°C durante 20 minutos. Se vierten aproximadamente 20mL de agar en cajas
Petri. Una vez que el agar se ha solidificado se vierten 5 gotas de una suspension
concentrada de Enterobacter aerogenes inactivada por calor a 68°C durante 60 minutos,

distribuyendo la suspensidn de bacteria sobre la superficie del agar. Las cajas se guardan

en el refrigerador hasta su uso.

@ Medio Ringer

NaCl 6.0g

KCI 0.075¢g
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CaCl2 0.1g
NaHCO3 0.1g
Agua destilada 1000mL
pH 7-74

Mezclar todos los ingredientes y envasar 2.7 mL de medio en tubos con tapdn de rosca.
Esterilizar a 121°C durante 15 minutos, se deja enfriar. Se guardan en el refrigerador hasta
SU USO, y posteriormente se le agregd 3 gotas con pipeta pasteur de suero fetal, para un

mejor crecimiento de las amibas.
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