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1. INTRODUCCION

Las amibas de vida libre (AVL) segiin la nueva clasificacién propuesta por Adl
y colaboradores (2012), son organismos, que pertenecen a los super-grupos:
Amoebozoa, Excavata y SAR (Stramenopiles, Alveolados y Rhizaria). Habitan
en todo tipo de ambientes y su distribucion es cosmopolita. Son parte
esencial de las cadenas troficas en comunidades naturales donde hay agua;
se alimentan de bacterias, hongos, algas y de otros protistas (Pelczar et al.,
1982). Las AVL presentan dos formas de vida, la vegetativa (trofozoito) y la de
resistencia (quiste), algunas especies pueden presentar una fase
ameboflagelar en su ciclo de vida; tienen nucleo vesicular, nucléolo
prominente, vacuolas contractiles, digestivas, mitocondrias y reticulo
endoplasmico (Ageel et al., 2015).

Las AVL son parte esencial del flujo energético en los cuerpos de agua y en
el reciclado de nutrientes (Merkell y Voge, 1989) se pueden encontrar en
estanques, rios, arroyos, lagos, piscinas, sistemas de tratamiento de agua
residual, corrientes subterraneas e incluso agua entubada y embotellada
(Rivera et al., 1994).

Las amibas se encuentran en el ambiente, sin embargo, algunas pueden
parasitar y causar enfermedades a otros organismos, los géneros de amibas
de vida libre potencialmente patégenas son: Acanthamoeba, Naegleria,
Sappinia, Vahlkampfiay Balamuthia.

El presente trabajo se realizo en un sistema de cenotes en la peninsula de
Yucatan. La peninsula, es una plataforma calcarea que se origin6 en el
Cenozoico medio y alcanzo su forma actual en el Plioceno tardio. Se formo
por eolianitas que fueron depositandose en la costa durante el Holoceno
(Schmitter-Soto, 2002).

La zona presenta elevada temperatura atmosférica (media anual 26 maxima 36
°C), y tiene un alto indice de precipitacion (1 100 mm anuales), la salinidad del
agua junto con la estructura geomorfologica del estado le confiere a esta zona
marina una alta heterogeneidad ambiental. Estas condiciones permiten la
presencia de gran diversidad de habitats como son los sustratos blandos
fangosos y arenosos, praderas de pastos marinos y/o macroalgas, substratos
duros de origen calcareo, ojos de agua, cenotes, etc. (Pech et al.,2010).

El acuifero de la peninsula de Yucatan es karstico y tiene una alta
permeabilidad. El1 karst se caracteriza por sus canales subterraneos y
cavernas (cenotes) que estan ampliamente distribuidos en toda la peninsula
(Schmitter-Soto, 2002).



2. MARCO TEORICO
2.1. Amibas de vida libre potencialmente patogenas (AVLPP)

Las amibas de vida libre son organismos que constituyen parte esencial de
las cadenas troficas, del flujo energético en los cuerpos de agua y en el
reciclado de nutrientes (Merkell y Voge, 1989). Son organismos heterotrofos
y tienen la capacidad de alimentarse tanto de forma osmotrofa (materia
organica disuelta), como holozbica (bacterias, materia particulada y otros
organismos) por fagocitosis, de esta forma reducen la poblacion bacteriana y
la materia organica particulada en suspension (Bitton, 1999).

El conocimiento e identificacion de las AVL se ha basado en su morfologia,
por ello se han realizado claves taxonomicas y listas ilustradas de morfotipos
basicos de las amibas fundamentando esta clasificacion en analisis de los
patrones de organizacion morfodinamica de sus estructuras moviles
(Smirnov y Goodkov, 1999). Sin embargo, actualmente se han desarrollado
técnicas con mayor sensibilidad para evaluar la presencia de AVLPP en
muestras ambientales y clinicas, tales como PCR (Reaccion en cadena de la
polimerasa) tiempo real, multiplex y anidada, estas técnicas estan
basadas en la amplificacion de fragmentos de genes relacionados con la
virulencia (Coronado y Shibayama, 2017).

Las caracteristicas morfologicas de AVL que se utilizan para la identificacion
son: forma del trofozoito, (cilindrico, monopodial, irregular, aplanado,
flabelado (forma de abanico) y/o con varios pseudopodos); largo y ancho del
trofozoito; apariencia del endoplasma y ectoplasma, presencia o ausencia y
forma de uroide posterior; presencia o ausencia de colopodio (masa de
filamentos producidos por la adhesiéon de la parte posterior de la amiba a un
sustrato); forma y tipo de pseudépodos (acantopodos, puntiformes,
digitiformes, cilindrico delgado o amplio, tubular, amplio); estructura,
numero y forma nuclear, presencia o ausencia de fase ameboflagelar,
velocidad y tipo de locomocion (eruptiva o no eruptiva); pared del quiste
(sencilla o doble, lisa, rugosa o poligonal); forma y diametro del quiste, poros
u opérculos de la forma quistica, etc. (Page y Siemens, 1991; Patterson y
Hedley, 1992; Pussard y Pons, 1977; Smirnov y Goodkov, 1999).

El género Acanthamoeba puede causar enfermedades como la encefalitis
amibiana granulomatosa (EAG), queratitis amibiana (QA) y lesiones cutaneas
o sinusitis; de estas enfermedades la tinica con una mortalidad elevada es la
EAG, sin embargo, las otras dos infecciones pueden causar danos
irreversibles en la salud de los pacientes infectados por estos parasitos.
Algunas de las especies reportadas con importancia médica de este género
son: A. astronyxis, A. castellanii A. commandoni, A. culbertsoni, A.
divionensisi, A. griffin, A. hatchetti, A. healyi, A. lugdunensis, A. polyphaga,



A. pustulosa, A. royreba, A. stevensoni, A. triangularis, entre otras (Marciano-
Cabral y Cabral, 2003). Cabe mencionar que no todas las especies de este
género causan las mismas patologias, difieren segin el genotipo y sus
preferencias, aunque la mayoria ingresan a su hospedero por una lesion
primaria.

Las especies de Acanthamoeba involucran dos estadios en su ciclo de vida:
trofozoito y quiste (Fig. 1). El trofozoito varia en tamano de 25 a 40 um y se
alimenta por fagocitosis mediante acantépodos o puede vivir en forma
axénica captando nutrientes disueltos en el medio. El quiste esta compuesto
por una doble pared, la exterior se conoce como exoquiste mientras que a la
pared interna se le denomina endoquiste, su tamano varia de 13 a 20 um
segun la especie.

Figural. Estadios de Acanthamoeba (Modificada de Oddo, 2006).

El género Acanthamoeba se divide en tres grupos con base en las diferencias
de tamano y caracteristicas morfologicas de los quistes (Fig. 2) (Pussard y
Pons, 1977). El grupo I esta conformado por especies que se caracterizan por
poseer grandes quistes y trofozoitos, con endoquistes en forma estrellada y
exoquistes que pueden ser lisos o rugosos, con un diametro del quiste mayor
o igual a 18 um. El grupo II es el mas grande, los quistes tienen un diametro
menor a 18 um, su exoquiste es rugoso y el endoquiste puede ser poligonal,
triangular, ovalado o redondeado. Y el grupo III, se caracteriza por amibas
con el diametro de los quistes menor a 18 um, con exoquiste delgado y
ondulado, su endoquiste es generalmente redondeado (Visvesvara,1991).



Figura 2. Clasificaciéon de los quistes de Acanthamoeba spp. (Castrillon y
Orozco, 2013).

Naegleria fowleri es otro organismo descrito con potencial patégeno, es el
agente causal de la meningoencefalitis amebiana primaria (MEAP), infeccion
de evolucion rapida y con mortalidad elevada. Durante su ciclo de vida N.
fowleri presenta tres estadios: trofozoito, ameboflagelado y quiste (Fig. 3);
estos estadios se presentaran dependiendo del ambiente donde se encuentre.
Los trofozoitos miden aproximadamente de 15-25 um de diametro mayor,
tienen un abundante citoplasma vacuolado, un nucleo central de gran
tamano, con un nucléolo esférico prominente; sus pseudépodos son
lobopodos. La forma flagelada que se observa en el ambiente o en medios
acuosos en el laboratorio, es usualmente piriforme, mide de 12-18 um y es
biflagelada. Los quistes son esféricos y lisos, miden de 8-12 um de diametro,
aunque pueden alcanzar hasta 20 um. En el ambiente los trofozoitos de N.
fowleri son termofilicos y pueden desarrollarse y multiplicase por fision
binaria a temperaturas de 40 a 45 °C (Gutiérrez, 2000; Martinez y
Visvesvara,1997).

Figura 3. Esquema de trofozoito: (a), ameboflagelado (b) y quiste (c), de
Naegleria fowleri (Modificada de Oddo, 2006).



Dos especies del género Naegleria, N. australiensis y N. italica, han
mostrado ser patégenas en pruebas de laboratorio con animales y se
consideran potencialmente patéogenas para el humano (De Jonckheere y
Brown, 2005).

Existen otros géneros reportados como peligrosos para el ser humano,
Balamuthia, Hartmannella y Sappinia (Cuadro 1) (Oddé, 2006).

Cuadro 1. Patologias que causan algunos géneros de AVLPP (Modificado de
Marciano-Cabral y Cabral, 2003)

Una persona puede infectarse por una AVLPP conviviendo o estando en
ambientes donde éstas habitan, sin embargo, se necesitan diversos procesos
para que estas puedan entrar al cuerpo humano (Fig. 4). Uno de estos
ambientes puede ser los cuerpos de agua naturales que sean termales; las
AVLPP necesitan factores determinados para poder habitar y reproducirse en
estos cuerpos de agua como son: temperatura elevada, pH neutro o casi
neutro y materia organica de la cual se alimentaran (Marciano-Cabral y
Cabral, 2003).



Algunas especies de AVL pueden ser agentes causales de enfermedades
mortales y son consideradas como oportunistas y también pueden provocar
enfermedades no mortales, aunque generando patologias extremadamente
graves. Una de estas infecciones no mortales es un tipo de encefalitis
amibiana causada por Sappinia diploidea, que aparentemente no parece ser
mortal, aunque solo existe un caso registrado por esta especie (Gelman et al.,
2001).

Acarthamosba spp.
MNaeglaria fowleri Balamuthia mandriliaris

Erdran a traviés del neuropitelio Entran a irawés del tracio respiratorio
cifatono causands meningoentalits tbajo por |a piel ulcerada o con péridada de
amehiana primasia (MEAP) en Ia continuidad causano encefalitis
individuos sanos amebiana granufomatosa (EAG) en
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celaloraguides compromentide
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Figura 4. Ciclos de vida, vias de entrada y estadios de Naegleria fowlersi,
Balamuthia mandrillaris y Acanthamoeba sp. (CDC, 2004).

Las AVLPP viven en biotopos como agua, sedimento, biopeliculas, etc. Un
biotopo es el espacio vital cuyas condiciones ambientales son las adecuadas
para que en €l se desarrolle una determinada comunidad de seres vivos
(Haeckel, 1866).



Un factor que favorece la proliferacion de AVLPP es la temperatura elevada,
por lo que se les encuentra comunmente en aguas termales naturales y en
aguas contaminadas térmicamente por descargas industriales con
temperaturas por arriba de los 25 °C (Rondanelli, 1987). Otros parametros
fisicoquimicos del agua que las favorecen son: niveles elevados de oxigeno
disuelto, pues son aerobias estrictas, pH cercano a la neutralidad, alimento
suficiente (bacterias y materia organica particulada) y un minimo de
humedad; sin embargo, pueden soportar variaciones en cualquiera de estos
parametros (Smirnov y Thar, 2003).

2.2. Sistemas de cenotes de la peninsula de Yucatan, México

Los cenotes son reservorios de agua o pozos naturales que se abastecen de
rios subterraneos que se forman por la erosion del relieve karstico, los
cenotes son de gran importancia ecolégica y cultural para la poblacion que
habita en Yucatan, también son la principal fuente de agua potable, para uso
humano (Schmitter-Soto, 2002).

Segun la clasificacion de Hall en 1977, existen cuatro tipos de cenotes,
basadas en la forma (Fig. 5): Forma de cantaro, paredes verticales, forma de
aguada y forma de caverna.

Figura 5. Tipos de cenotes (Gobierno de Yucatan, 2012).



3. ANTECEDENTES

Las amibas de vida libre potencialmente patogenas se han registrado en
varios cuerpos de agua recreativos en el mundo, a pesar de que representan
un peligro para la salud de los seres humanos. Su presencia en acuiferos
prueba que los microorganismos pueden estar presentes en el agua
subterranea y que estos sistemas acuaticos pueden soportar una comunidad
microbiolégica (Ramirez et al.,2009).

Uno de los primeros estudios de las AVLPP y también de los mas completos
en México se realizo en la Huasteca Potosina (Gallegos et al.,, 1997). En esta
investigacion se reportaron los géneros patéogenos Naegleria, Acanthamoeba,
Hartmannella y Vahlkampfia. El trabajo se complementé con un estudio
retrospectivo sobre expedientes de pacientes con meningoencefalitis del
Hospital General de Ciudad Valles, entre 1990 y 1993.

Un trabajo mas reciente realizado en un sistema de cuevas con agua
subterranea fue el realizado por Mulec y colaboradores en el 2016, donde
recolectaron muestras de guano en cinco cuevas, e hicieron énfasis en la
importancia de éste como biotopo predominante en el establecimiento de
AVLPP, ademas se encontraron ejemplares del género Acanthamoeba,
descrito como agente oportunista que pueden causar infecciones como la
encefalitis amebiana granulomatosa, queratitis y acantamebiosis cutanea,
ademas también obtuvieron registros de géneros como Naegleria y la especie
Sappinia diploidea.

La Gruta "Entrada Dos Cerros" en Tabasco, fue muestreada en el afio 2012
con el fin de conocer la comunidad de AVL. Se encontraron diez géneros de
organismos amibianos, siendo el género Acanthamoeba uno de los que tuvo
mayor registro de especies, entre ellas A. polyphaga y finalmente se pudo
estudiar la microbiota de la gruta y afirmar la presencia de depredadores
bacterianos, en este caso las AVL (Zenteno, 2012).

En la zona central de México se realiz6 un estudio de AVL, en las “Grutas de
Tziranda” en Michoacan, las “Grutas de Karmidas” en Puebla y la cueva “La
Joya” en Guerrero y se aislaron e identificaron 11 géneros de organismos
amibianos; el género mas abundante fue Acanthamoeba y entre las especies
identificadas tres son de importancia médica: A. castellanii, A. culbertsoniy
A. polyphaga. Otra especie encontrada en esta tesis con importancia médica
fue Naegleria fowleri. También se realiz6 una comparacion de biotopos segun
su riqueza, tanto el biotopo agua como el de suelo resultaron ser los que
tenian mayor numero de organismos amibianos (Montes, 2012).



Existen algunos otros estudios realizados en ambientes subterraneos, donde
se examinaron muestras de pozos de agua potable en los estados de Morelos
e Hidalgo (Ramirez et al, 2009, 2012), en ambas investigaciones se
encontraron especies de AVLPP, principalmente Acanthamoeba polyphaga
esto desmintié una hipoétesis respecto el agua subterranea, ya que se pensaba
que estos ambientes carecian de condiciones para albergar organismos de
vida libre. Ademas, ambos trabajos aportaron informacioén relacionada con la
calidad del agua de consumo para los habitantes de ambos estados.

Cuadro 2. Especies de AVLPP en estudios de agua subterranea.

* Se tomo tal cual lo nombra cada estudio. (X representa presencia y -
representa ausencia).



4. JUSTIFICACION

En el estado de Yucatan no existen pruebas de calidad del agua de cenotes
que busquen amibas de vida libre potencialmente patogenas. Debido a que
no hay rios ni lagos superficiales que abastezcan de agua para uso humano
en esta zona, los cenotes y otras fuentes de agua subterranea, abastecen al
estado de este vital liquido (Hall, 1977). El posible hallazgo de amibas en
estos acuiferos contribuiria al conocimiento de la calidad del agua
subterranea, ya que los estudios biolégicos de los protozoos son escasos
(Ramirez et al.,, 2009). Las AVLPP pueden ser un riesgo para la salud humana
en caso de ser encontradas en estos sitios, por ello es importante realizar una
investigacion para determinar su presencia, pues todos los usuarios tienen
contacto directo (cutanea, ocular, mucosas, etc.) con el agua de los cenotes.

5. OBIJETIVOS

S5.1. Objetivo general

e Estudiar la comunidad de amibas potencialmente patéogenas en agua,
sedimento y biopeliculas de tres sistemas de cenotes (Tzabnah, X-
Batun y D-Zombakal) del estado de Yucatan, México.

5.2. Objetivos particulares

e Aislar y cultivar amibas potencialmente patoégenas a partir de
muestras de agua, sedimento y biopeliculas.

e Identificar taxonomicamente por medio de sus caracteristicas
morfologicas a las AVLPP presentes en los biotopos muestreados.

e Determinar y comparar la riqueza especifica de las AVLPP obtenida
por biotopo, zona y cenote.

e Relacionar los factores fisicoquimicos del agua medidos “in situ”
(temperatura, conductividad, pH) con la presencia AVLPP.
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6. AREADE ESTUDIO

La peninsula de Yucatan (Fig. 6) es una plataforma calcarea su evolucion
geologica ha generado una alta heterogeneidad ambiental, lo que ha
favorecido el establecimiento de una riqueza ambiental y biolégica que
caracteriza a esta zona (Pech et al., 2010).

La elevada temperatura atmosférica media anual (minima de 26 y maxima
de 36 °C), el alto indice de precipitacion (1 100 mm anuales), y la salinidad
del agua junto con la estructura geomorfologica del estado, le confiere a esta
zona marina y costera una alta heterogeneidad ambiental. Estas condiciones
permiten la presencia de gran diversidad de habitats como son los sustratos
blandos fangosos y arenosos, praderas de pastos marinos y/o macroalgas,
substratos duros de origen calcareo, ojos de agua, cenotes, entre otros (Pech
etal, 2010).

Muchos cenotes en el norte de la peninsula se encuentran a lo largo de un
semicirculo, conocido como el anillo de cenotes, que esta centrada en
Chicxulub (Marin et al.,, 1990). Se ha propuesto que esta distribucion de
cenotes esta asociada con el crater de impacto de Chicxulub (Sharpton et al.,
1993). La densidad de cenotes a lo largo del anillo varia entre uno y unos
pocos cenotes por kilometro (Marin et al., 1990).

Figura 6. Ubicacion del estado Yucatan en la Republica Mexicana (resaltado
en color azul).
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Figura 7. Localidades muestreadas, Tecoh (morado), San Antonio Mulix (azul)
(Google maps, 2018).

Figura 8. Acercamiento de la ubicacion de los cenotes muestreados, (morado)
Tzabnah (TZ), (azul) X- Batam (XB) y (rojo) D-Zombakal (DZ) (Google Maps, 2018).
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6.1. Sistema de cenotes Tzabnah

En el municipio de Tecoh se encuentra la localidad Tecoh (Figs. 7 y 8), su
latitud es 20°43’49.6” y su longitud es 89°28°28.5”

Las grutas de Tzabnah se formaron hace millones de anos por la filtracion de
agua de lluvia que penetrd en la tierra, ocasionando el colapso del techo de
la gruta. En esta gruta se encuentran 13 cenotes (SEDUMA, 2012a) (Figs. 9
y 10).

Estos cenotes se encuentran 17 m bajo tierra y todos poseen forma de
caverna, a excepcion del décimo que tiene forma de cantaro (Hall, 1977).

Los cuerpos de agua tienen ausencia de luz, menos el décimo que tiene una
pequena abertura en el techo por donde entra un haz de luz. Las
temperaturas dentro de la gruta llegan a alcanzar 35 °C, en época de lluvia la
profundidad de los cenotes aumenta debido a que tiene dos entradas por
donde el agua se filtra (SEDUMA, 2012a).

Figura 9. Numeracion de los cenotes muestreados en el sistema Tzabnah,
Tecoh (Imagen modificada de SEDUMA, 2012a)
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Figura 10. Fotografias de: Entrada de sistema “Grutas Tzabnah” (A), Cenote
dos (B), Cenote tres (C), Cenote diez (D).

6.2. Sistema de cenotes X-Batun

En el municipio Uman se encuentra la localidad San Antonio Mulix (Figs. 7
y 8), su latitud es 20°40°39.1” y longitud es 89°46°37.4".

El cenote X-Batun, tiene una entrada con paredes verticales y su forma
corresponde a una caverna (Figs. 11, 12 y 13) (Hall, 1977). Mide 5 m de largo
y 25 m de ancho, con una profundidad maxima de 20 m (SEDUMA, 2012b).
El cenote X-Batun, tiene entrada de luz directa y una gran diversidad de flora
y fauna; en este cenote las raices de arboles que estan en la parte superior
tocan el agua, también cuenta con una zona de tierra “negra”, donde hay
grandes cantidades de plantas y despide un olor azufroso.
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Figura 11. Representacion del cenote X-Batun. Puntos de recolecta indicados
con numeros (imagen modificada de Experiencias Xcaret, 2017).

Figura 12. Fotografia de la zona 5 del sistema X-Battin, madera con
biopelicula.

Figura 13. Fotografias de: Foto panoramica del sistema X-Battun (A), Zona 1
sistema X-Batun (B), Paredes verticales con cuerpo de agua (C), Paredes
verticales con raices (D).
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6.3. Sistema de cenotes D-Zombakal

En el municipio Uman se encuentra la localidad San Antonio Mulix, su
latitud es 20°40°11.5” y su longitud: 89°46’42.8”.

El cenote D-Zombakal, tiene forma de caverna (Figs.14 y 15) (Hall, 1977). El
cenote mide 25 m de largo por 15 m de ancho, con una profundidad minima
de 0.30 m y una maxima de 30 m. En este cuerpo de agua la luz entra
parcialmente. El cenote tiene presencia de murciélagos cuya defecacion cae
directamente en el cuerpo de agua (SEDUMA, 2012c).

Figura 14. Representacion del cenote D-Zombakal. Zonas donde se midieron
parametros fisicoquimicos.

Figura 15. Fotografias de A. Zona este de D-Zombakal, B. Techo del sistema
con guano, C. Sustrato del sistema, D. Zona oeste de D-Zombakal.
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7. METODOS

7.1. Trabajo de campo

El muestreo se llevo a cabo del 23 al 24 de enero del 2016. En Tzabnah, los
13 cenotes fueron numerados durante el muestreo de un modo distinto al
que le asignan los pobladores y administradores del lugar, esto debido, a que
dos de ellos fueron imposibles de muestrear por obstruccion fisica y
profundidad (Fig. 9). Con ayuda de la espeledloga de la Escuela Nacional de
Antropologia e Historia, Natalia Quintanilla y el guia Manuel Garcia, en el
cenote uno se recolectaron muestras de agua (A), sedimento (S) y biopelicula
flotante (BF); en el segundo y tercer cenote se recolecto agua y sedimento; en
el cenote cuatro se recolecto agua, sedimento y dos tipos de biopelicula
flotante; en el cenote cinco solo se muestreo agua; del cenote seis se obtuvo
muestra de agua, sedimento y biopelicula adherida a roca (BR), en el cenote
siete solo se muestreo agua y sedimento; en el cenote ocho las muestras
obtenidas fueron de agua y dos tipos de sedimentos, el cenote nueve tuvo
tres tipos de muestra agua, sedimento y biopelicula flotante, del cenote diez
se obtuvo muestra de agua solamente; las muestras 11y 12 (M1 y M2) fueron
combinaciones de agua y sedimento, debido a que los frascos de recolecta se
agotaron y finalmente la muestra 13 se tom6 de una charca entre los ultimos
cenotes, de éste se obtuvo agua y sedimento (CHM).

Para mejorar la exactitud en cuanto a la recoleccion de muestras, el cenote
X-Batun se dividié en cinco zonas, debido a que la superficie era muy larga.
En la zona uno se recolectaron muestras de los biotopos agua (A), sedimento
(S), biopelicula adherida a roca (BR), a raiz (BRa) y a una planta (BP); la zona
dos tuvo muestras de agua, dos tipos de sedimento y biopeliculas flotantes
(BF), adheridas a roca y a raiz; en la zona tres se obtuvo muestra de agua,
dos muestras de sedimento, biopelicula adherida a roca y a raiz; la zona
cuatro tuvo los biotopos agua, dos tipos de sedimento, dos biopeliculas
diferentes de roca y una de raiz; finalmente de la zona cinco solamente fue
muestreada biopelicula adherida a madera (BM).

En el caso del cenote D-Zombakal se realizo la misma metodologia que en X-
Batuin, para mayor exactitud se dividi6 el cenote en 20 zonas de muestreo,
las 20 muestras fueron del biotopo agua, debido a que la profundidad no
permiti6 tomar muestras de sedimento, y las zonas con sedimento menos
profundo no se podia raspar o recolectar, era demasiado compacto.

Todas las muestras soélidas se recolectaron en tubos de centrifuga estériles
de 50 ml y las muestras de agua se recolectaron en frascos de 500 ml
estériles.
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Con el fin de comprobar si hay una relacion de los factores fisicoquimicos del
agua y la presencia de amibas potencialmente patogenas se realizo la
medicion in situ de: temperatura (°C), pH, conductividad (mS/cm) con un
tester digital HANNA modelo HI 98129.

7.2. Trabajo de laboratorio
7.2.1. Aislamiento y cultivo de amibas de vida libre

Se transportaron las muestras al laboratorio de Patogenos Emergentes, donde
se realizaron preparaciones para tener una primera observacion y registro
de los organismos amibianos que se pudieran encontrar tanto enquistados
como en su estadio de trofozoito o en alguna forma flotante.
Posteriormente se corroboraron estas observaciones en cultivos.

Las muestras se concentraron por centrifugacion a 1 000 rpm durante 10
min de acuerdo con el procedimiento propuesto por De Jonckheere (1984),
de cada muestra de agua, biopelicula y sedimento se tomaron
aproximadamente 15 ml. En el caso de muestras con biopelicula y sedimento
se tuvieron que pesar previamente debido a su variabilidad, esto con la
finalidad de tener un peso similar en las muestras y asi evitar descalibrar la
centrifuga.

Se desecho el sobrenadante de los centrifugados y posteriormente el
sedimento fue resuspendido, se agregaron tres gotas de cada muestra en
placas de agar no nutritivo (NNE) previamente adicionado con una ligera capa
de Enterobacter aerogenes inactivado por calor. Se coloco la misma cantidad
de muestra en placas de cultivo celular con medio liquido con solucién
Prescott-dames y en placas de Petri con medio semisolido (medio NNE
adicionado con solucion Prescott-James). Posteriormente se colocaron las
cajas en la incubadora a 37 °C.

La observacion de las placas de medio no nutritivo (NNE), medio semisoélido
y medio liquido se realizé6 con un microscopio invertido de contraste de fases
Nikon (Eclipse TS100), con aumentos de 10, 20 y 40X, para detectar el
crecimiento amibiano.

7.2.2. Clonacion

En las placas de medio NNE donde se observo crecimiento amibiano con un
morfotipo similar entre ejemplares, se marco la zona de mayor abundancia y
se corté un cuadro de agar de aproximadamente 5 mm? con ayuda de un
bisturi estéril para transferirlo a otra placa de agar NNE nueva, se incubo de
nuevo a 37 °C hasta observar crecimiento amibiano y posteriormente se
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almaceno a temperatura ambiente en posicion invertida dentro de bolsas de
plastico para evitar su desecacion, cada caja se etiquetd segun el sitio de
muestreo.

7.2.3. Identificacion morfologica y registro fotografico

La identificaciéon de los aislados amibianos se realiz6 tomando en cuenta los
criterios morfologicos de los quistes y trofozoitos mediante el uso de las claves
taxonomicas de Page (1988) y Pussard y Ponds (1977). Posteriormente se
tomo6 un registro fotografico con una camara Nikon (coolpix990).

Se realizaron preparaciones en fresco de las amibas aisladas en laminillas y
se observaron en un microscopio de contraste de fases a un aumento de 40X.
De cada aislado se registro la medida de S0 trofozoitos (largo y ancho) y 50
quistes (diametro o largo y ancho si era el caso).

7.2.4. Analisis ecologicos

Los analisis ecologicos se llevaron a cabo con el software estadistico R version
3.5.0. Se realiz6 un analisis de clusters modo Q y R usando distancia
Euclidiana y el método de agrupacion “complete”. El propésito de los analisis
de clusters es determinar la existencia de grupos ecologicamente similares.
El tipo de analisis utilizado se eligié por su capacidad para delimitar grupos
separados basados en las especies registradas para cada uno de los sitios.
Este analisis se usa comunmente con abundancias relativas, sin embargo,
para el presente trabajo solo se realizoé con presencia-ausencia.

Posteriormente se realizé un analisis de componentes principales (PCA), para
observar la relacion de las variables ambientales de los sitios con la presencia
de AVLPP, esto se realizo con los datos obtenidos de las mediciones in situ.
Para finalizar, se utilizé un analisis de correspondencia sin tendencia (DCA),
para determinar si algin biotopo muestra mayor afinidad a la proliferacion
de AVLPP (Legendre y Legendre,1998).

8. RESULTADOS

De las 51 muestras recolectadas en los sistemas de cenotes Tzabnah, X-
Batun y D- Zombakal se lograron identificar un total de 20 especies de AVL,
de las cuales, ocho especies son AVLPP. Los géneros identificados a los cuales
pertenecen estas ocho especies son: Acanthamoeba, con seis especies A.
astronyxis, A. castellanii, A. culbertsoni, A. lugdunensis, A. polyphaga, A.
triangularis; Sappinia, con una especie, Sappinia diploidea y el Gltimo género
encontrado fue Naegleria, con las especies N. fowleriy N. gruberi, sin
embargo, esta especie no se tomo en cuenta con potencial patéogeno para
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seres humanos, ya que sigue en discusion si tiene importancia médica
humana. En adelante solo se hara referencia a las especies con
potencial patogeno, por ser el objeto de estudio del presente trabajo.

8.1. Descripcion de las especies y registro fotografico

En cada una de las especies de AVLPP se incluye una breve descripcion
basada en la morfologia de los quistes y trofozoitos, ademas de las
medidas aproximadas de cada una de las especies encontradas y
comparadas con claves taxonomicas. Ademas de fotografias de los quistes
y de algunos de los trofozoitos encontrados.

Acanthamoeba astronyxis (Ray y Hayes, 1954)

Exoquiste generalmente rugoso, endoquiste en forma estrellada. La
mayoria de los brazos del endoquiste estan en contacto estrecho con
el exoquiste. Aproximadamente nueve brazos, tiende a medir entre 17.22—
22.14 uym (Figs. 16 y 17).

Figura 16. (A) Fotografias de quistes y (B) trofozoito de Acanthamoeba
astronyxis, en microscopio invertido de contraste de fases, 40X.

Figura 17. Esquemas de trofozoito y quiste de Acanthamoeba

astronyxis.
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Acanthamoeba castellanii (Douglas, 1930)
Endoquiste a veces estrellado. Exoquiste grueso, rugoso, de forma poligonal en

ocasiones esférica u ovoide. Generalmente con un didmetro menor a 18 um (Figs.

18y 19).

Figura 18. Fotografia de quiste de Acanthamoeba castellanii, en microscopio
invertido de contraste de fases, 40X.

Figura 19. Esquemas de quiste y trofozoito de Acanthamoeba castellanii.
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Acanthamoeba culbertsoni (Singh y Das, 1970)

Pared del exoquiste muy delgada, ondulada y rugosa, cercano al endoquiste
usualmente redondeado, ocasionalmente en forma poligonal. Mide
aproximadamente de 15-18 pym (Figs. 20 y 21).

Figura 20. Fotografia de quiste de Acanthamoeba culbertsoni, en microscopio
invertido de contraste de fases, 40X.

Figura 21. Esquemas de quiste y trofozoito de Acanthamoeba culbertsoni.
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Acanthamoeba lugdunensis (Pussard y Pons, 1977)

Quiste no reticulado, endoquiste con forma poliédrica con tendencia forma
esférica, exoquiste pegado a endoquiste. Mide aproximadamente 14um (Figs,
22y 23).

Figura 22. Fotografia de quiste de Acanthamoeba lugdunensis, en
microscopio invertido de contraste de fases, 40X.

Figura 23. Esquemas de quiste Acanthamoeba lugdunensis.
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Acanthamoeba polyphaga (Puschkarev, 1913)

Endoquiste irregular, practicamente nunca estrellado, exoquiste delgado y
separado del endoquiste, de forma esférica y en ocasiones ovoide, nimero de
brazos de 4-6, llega a medir 14 pym (Figs. 24 y 25).

Figura 24. (A) Fotografia de quistes y (B) trofozoito de Acanthamoeba
polyphaga, en microscopio invertido de contraste de fases, 40X.

Figura 25. Esquemas de quiste y trofozoito de Acanthamoeba polyphaga.
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Acanthamoeba triangularis (Pussard y Pons, 1977)

Exoquiste esférico u ovoide, endoquiste generalmente triangular a veces
cuadrado, aproximadamente mide 13um (Figs. 26 y 27).

Figura 26. Fotografia de quistes de Acanthamoeba triangularis, en
microscopio invertido de contraste de fases, 40X.

Figura 27. Esquemas de quiste y trofozoito de Acanthamoeba triangularis.

26



Naegleria fowleri (Carter, 1970)

Quiste totalmente liso, nuicleo centrado, tiene un diametro aproximado de 7-
15 um. Presenta fase ameboflagelar (Figs. 28 y 29).

Figura 28. (A) Fotografia de quiste y (B) trofozoitos de Naegleria fowleri, en
microscopio invertido de contraste de fases, 40X.

Figura 29. Esquemas de quiste y trofozoito de Naegleria fowleri.
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Sappinia diploidea Alexeieff 1912 ex Hartmann y Nagler, 1908

Quiste liso, presenta de dos a tres nucleos generalmente, mide aprox. 15-30
um (Figs. 30 y 31).

Figura 30. Fotografia de quiste de Sappinia diploidea en microscopio invertido
de contraste de fases, 40X.

Figura 31. Esquemas de quiste y trofozoito de Sappinia diploidea.
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8.2. Posiciéon taxonémica

La clasificacion de las AVLPP encontradas en los cenotes Tzabnah, X-Batun
y D-Zombakal; se realizo de acuerdo con el esquema propuesto por Adl et al.,
2012 el cual hace énfasis principalmente en los protistas e incorpora
informacion de estudios moleculares y filogenéticos realizados en los tltimos
anos. Después del nombre de cada especie se muestra la simbologia, entre
paréntesis y negritas, que se usara en toda la tesis para citar los nombres de
cada una.

Supergrupo: Amoebozoa Liithe 1913, emend. Cavalier-Smith 1998
eDiscosea Cavalier-Smith et al.,2004
eeongamoebia Cavalier-Smith y Smirnov en Smirnov et al, 2011

eeeCentramoebida Rogerson y Patterson 2002, emend. Cavalier-Smith,
2004

Acanthamoeba polyphaga (Puschkarev, 1913) (APO)

Acanthamoeba culbertsoni (Singh y Das, 1970) (ACU)

Acanthamoeba astronyxis (Ray y Hayes, 1954) (AAS)

Acanthamoeba castellanii (Douglas, 1930) (ACA)

Acanthamoeba lugdunensis (Pussard y Pons, 1977) (ALU)

Acanthamoeba triangularis (Pussard y Pons, 1977) (ATR)
eee Thecamoebida Schaeffer, 1926

Sappinia diploidea Alexeieff 1912 ex Hartmann y Nagler, 1908 (SAD)

Supergrupo: Excavata Cavalier-Smith 2002, emend. Simpson 2003
eDiscoba Simpson en Hampl et al., 2009(R)

ee Discicristata Cavalier-Smith 1998

eee Heterolobosea Page y Blanton 1985

eeee Tetramitia Cavalier-Smith 1993, emend. Cavalier-Smith en Cavalier-
Smith y Nikolaev, 2008

Naegleria fowleri (Carter, 1970) (NAFO)
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8.3. Riqueza especifica de AVLPP en los tres sistemas de cenotes

El biotopo con mayor abundancia y diversidad en el sistema Tzabnah fue el
sedimento, como se puede observar en el cuadro 3, el sedimento del cenote
3, mostré mayor diversidad de AVLPP, mientras que los biotopos menos ricos
en especies son las biopeliculas. Ademas, la especie Acanthamoeba
polyphaga, fue la que se encontré con mayor frecuencia en todo el sistema,
seguidas de la especie Acanthamoeba culbertsoni.

Cuadro 3. Especies de AVLPP en cada biotopo, sistema Tzabnah

El sistema X-Batun tuvo gran variedad de biotopos (sedimento, agua,
biopeliculas flotantes, adheridas a rocas, raices, plantas y madera). Los
biotopos con mayor riqueza en especies de AVLPP fueron las biopeliculas
especialmente las adheridas en rocas. Al igual que en el sistema anterior, la
especie Acanthamoeba polyphaga predomina, seguida de la especie
Acanthamoeba castellanii (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Especies de AVLPP en cada biotopo, sistema X-Batun

En el cenote D-Zombakal no se encontraron AVLPP, el biotopo muestreado

en este sistema fue agua, y no conté con presencia de ninguna especie
(Cuadro 5).

Cuadro 5. Especies de AVLPP en cada biotopo, sistema D-Zombakal

Al comparar lo registrado en todos los biotopos por cenote o zona, se puede
observar que hubo diferencias respecto la riqueza especifica de especies
encontradas. El sistema Tzabnah tuvo los dos cenotes mas diversos, cenote
tres (TZ3) y cenote cuatro (TZ4), con siete especies distintas de AVLPP;
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seguidos por la primera zona muestreada del sistema X-Batun (XB1), con
seis especies.

Se identificaron ocho especies potencialmente patéogenas en los tres sistemas,
sin embargo, las especies predominantes fueron Acanthamoeba polyphaga
siendo la especie que mas se encontrd, con 12 sitios y Acanthamoeba
culbertsoni, que se identifico en diez sitios de los 36 muestreados (Cuadro 6).

Cuadro 6. Comparacion de especies de AVLPP entre muestras de los sistemas
Tzabnah, X-Battin y D-Zombakal

8.4. Parametros fisicoquimicos del agua

En cada uno de los cenotes se hicieron mediciones de pH, temperatura y
conductividad. Estos parametros se registraron en cuadros con el fin de
poder hacer comparaciones de los factores en cada zona muestreada, asi
como observar las diferencias de condiciones ambientales entre los tres
sistemas de cenotes.

Los cenotes centrales son los que cuentan con temperaturas mas elevadas,
esto podria deberse a que el aire calido se concentra dentro de estos sitios.
Entre mas cerca estan los cenotes a la abertura de cantaro (cenote 10),
aumenta la conductividad y la cantidad de solutos en el agua se incrementa.
El pH no muestra mucha variacion.

31



8.4.1. Tzabnah

Los cenotes muestreados y medidos en la gruta Tzabnah registraron un pH
neutro o ligeramente basico; la temperatura del agua oscilo entre los 27 y 28
°C; mientras los datos de conductividad mostraron variacién, cuatro eran
menores a los datos descritos para sistemas karsticos, mientras que seis
fueron mas elevados que el limite de conductividad para agua de sistemas
karsticos (Cuadro 7). Normalmente los cuerpos de agua subterranea en
sistemas karsticos tienen valores de conductividad que oscilan entre los 0.6
y 0.8 mS/cm (Bibiano et al., 2015).

Cuadro 7. Parametros fisicoquimicos del agua del sistema de cenotes
Tzabnah*.

Cenote pH Temperatura (°C) | Conductividad (mS/cm)
1 7.7 28 1.09
2 8.3 27 0.48
3 8.4 27 0.5
4 7.8 27 0.58
5 8.0 28 0.59
6 8.1 28 0.6
7 8.1 28 0.8
8 7.8 28 1.1
9 7.4 27 1.1
10 7.7 27 1.1
11-M1 7.8 27 11
11-M2 7.5 27 1.1

*Las mediciones de los parametros fisicoquimicos correspondientes al cenote 11, se
hicieron en dos puntos debido a la superficie que abarcaba, en los puntos 12
y 13 no se pudo realizar la medicion de estos parametros.

8.4.2. X-Batun

La temperatura del sistema X-Battuin, es menor en comparacion del sistema
Tzabnah; esto puede explicarse por su recambio constante con el agua
subterranea de su caverna. La conductividad es mas elevada que en todos
los sitios de muestreo, el sedimento de este sistema es de color
blanco/grisaceo, caracteristica de los sedimentos que contienen elevadas
cantidades de sales y carbonatos; ademas por los valores que se encontraron
de pH (<8.3) se puede saber que su forma dominante de carbonato inorganico
es el bicarbonato, es probable que exista una mezcla con agua del mar en
este sistema, puesto que aproximadamente el 87 % del carbon inorganico del
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agua marina es bicarbonato; estos factores pueden estar causando la
conductividad sea mayor a la que se registro en el sistema Tzabnah.

Las zonas del sistema X-Batun registraron un pH neutro o ligeramente
basico; la temperatura predominante fue de 26 °C; mientras los datos de
conductividad fueron mas elevados que en los cenotes de Tzabnah (Cuadro
8), y rebasan los valores descritos para agua de sistemas karsticos.

Cuadro 8. Parametros fisicoquimicos del agua del sistema X-Batun

Zona pH Temperatura (°C) [Conductividad (mS/cm)
1 7.8 26 1.8
2 8.0 25 1.9
3 7.4 26 2
4 7.4 26 2
5* 0 0 0

*En la zona 5, no se pudo realizar la medicién de parametros fisicoquimicos.

En este sistema, la temperatura es menor que en los dos sistemas anteriores,
y su recambio de agua subterranea de la caverna tiene mayor profundidad que
la caverna de X-Batuin. El pH de este sistema fue de 7.8 en las 20 zonas. Por
otro lado, la conductividad tuvo valores mas altos que en el sistema X-Batun,
y se pudo observar hacia el fondo del sistema que habia gran cantidad de
carbonatos y sales. La presencia de guano en este sistema pudo afectar el pH
y la conductividad.

8.4.3. D-Zombakal

En el sistema D-Zombakal el pH fue basico casi neutro (7.8); la temperatura de
23 °C, y la conductividad (2.1 mS/cm), ésta es mayor a los valores de agua
subterranea para sistemas karsticos, sin embargo, es similar a la del sistema
X-Batun. Las 20 zonas tuvieron los mismos valores de pH, temperatura y
conductividad.
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8.5. Analisis ecoldgicos
8.5.1. Analisis de cluster Q-mode sistemas Tzabnah y X-Batian

En este analisis se formaron tres grupos (Fig. 32). El primer grupo esta
conformado por las muestras con mayor riqueza, en éstas predominan los
biotopos: biopelicula y sedimento. Todas las muestras de biopeliculas
pertenecen al sistema X-Batin, mientras que las de sedimento en su mayoria
son del sistema Tzabnah, sin embargo, podemos encontrar una del sistema
X-Batun. De las muestras de este grupo la muestra con mayor riqueza
especifica es TZ3S, con siete especies de las ocho encontradas, la siguiente
muestra mas rica es también del biotopo sedimento, pero del sistema X-
Batun, XBS1. Se puedo observar que casi todas las muestras tuvieron
presencia de Acanthamoeba polyphaga, sin embargo, se aislo a la especie
Acanthamoeba triangularis solo en una muestra.

En el segundo grupo se pudo observar mas variedad entre biotopos y la
riqueza de éstos, el biotopo predominante en las muestras fue el sedimento,
en la mayoria de los sitios hubo una ausencia casi total de especies a
excepcion de Acanthamoeba polyphaga, que en este grupo también fue la
especie predominante, seguida de la especie Sappinia diploidea, que se
encontré especialmente en muestras de agua y biopeliculas. La especie
ausente de este grupo fue Acanthamoeba triangularis.

Finalmente, en el tercer grupo se conté con dos muestras TZ4BF2 y TZ5A,
ambas del sistema Tzabnah, en este grupo a comparacion de los otros dos
grupos, la especie ausente fue Acanthamoeba polyphaga y las dominantes
fueron Naegleria fowleri y Acanthamoeba castellanii, otra especie que se
encuentra ausente totalmente fue Acanthamoeba triangularis como en los
grupos anteriores. En este grupo el biotopo mas rico en especies resulté ser
la biopelicula.

34



Figura 32. Analisis de similitud por biotopos y riqueza especifica de los
sistemas Tzabnah y X- Batam
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8.5.2. Analisis de componentes principales (PCA)

En el analisis de componentes principales (PCA), las muestras con las
temperaturas mas altas registradas en este trabajo (28 °C) muestran gran
proliferacion de AVLPP en sus muestras TZ7, TZS, TZ6, TZ8 y TZ4, esto se
demuestra con la cantidad de muestras cercanas al vector de la temperatura;
por su parte el pH conté con dos muestras cercanas, ambas muestras TZ2 y
TZ3, tuvieron un pH de 8.3 y 8.4 respectivamente, son valores que
demuestran la basicidad de ambos sitios, sin embargo, en ambas hay un
elevado nimero de especies de AVLPP. Finalmente, en el PCA se observaron
pocas muestras cercanas al vector de conductividad eléctrica, las muestras
mas cercanas son XB3 y XB4 con valores de 2 mS/cm, en el cenote X-Battn,
ambos sitios son los que cuentan con menor numero de especies de AVLPP,
la conductividad elevada del agua muestra ser un factor limitante para el
crecimiento amibiano (Fig. 33).

Figura 33. Analisis de componentes principales (PCA) de zonas/cenotes de
los sistemas Tzabnah y X-Batun.
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8.5.3. Analisis de correspondencia sin tendencia (DCA)

Mediante el analisis de correspondencia sin tendencia (DCA), se observo
como se agruparon las muestras con caracteristicas que favorecen el
crecimiento amibiano, éstas muestras son las que tienen mayor riqueza de
especies, los biotopos de estas agrupaciones son los que tuvieron una mayor
presencia de AVLPP.

Se puede observar también una agrupaciéon en la parte inferior de las
muestras TZ1S, TZ6S y XB2A, éstas muestras son iguales segun el analisis
de similitud que se hizo previamente, las caracteristicas fisicoquimicas de los
sitios de donde se obtuvieron estas muestras no permitieron el crecimiento
de casi ninguna especie, solamente de Acanthamoeba polyphaga.

Las demas muestras contaron con ciertas caracteristicas fisicoquimicas que
les permitieron tener mayor o menor afinidad a algunas especies, cada una
cuenta con factores distintos que condicionan el crecimiento de las AVLPP.
En el analisis se observa que, segin su cercania al grupo morado mas
grande, los factores fisicoquimicos de estos sitios son favorables para el
crecimiento de diversas especies de AVLPP (Fig 34).

Figura 34. Analisis de correspondencia sin tendencia (DCA) de los biotopos
de Tzabnah y X- Batun. Sombreado morado con las especies que comparten
caracteristicas fisicoquimicas idoneas para el desarrollo de AVLPP.

*Agrupaciones que favorecen el crecimiento amibiano en color morado.
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9. DISCUSION

Las AVLPP ya habian sido estudiadas en México, en sistemas subterraneos
como cuevas, grutas y pozos (Ramirez et al., 2009 y 2012; Zenteno, 2012 y
Montes, 2012); en estos estudios previos se encontraron siete especies, de las
cuales el género dominante fue Acanthamoeba, la amiba mas abundante en
el medio ambiente (De Jonckheere 1981 y 1991). En el muestreo realizado en
la peninsula de Yucatan, en los cenotes de los sistemas Tzabnah, X-Batun y
D-Zombakal, se encontr6 una poblacion de AVLPP menor a la registrada
previamente en sistemas salobres (Gallegos-Neyra et al, 2012, se
encontraron ocho especies, de las cuales cinco coinciden con la poblacién de
organismos amibianos registrada en los sistemas del centro del pais (Cuadro
9)(Guerrero, Hidalgo, Michoacan, Morelos y Puebla); aunque los cenotes
pueden ser ecosistemas con limitantes ambientales, las AVLPP han podido
colonizarlos y podemos encontrarlas gracias a las elevadas temperaturas que
se registran en estos sitios y a la cantidad de bacterias que podemos
encontrar en el agua; uno de los contaminantes principales de los cenotes
son las coliformes fecales, que llegan a estos sistemas por deficiencias en el
alcantarillado y la insuficiencia de plantas de tratamiento de aguas
residuales ocasionando descargas continuas de éstas en los cenotes (Nava,
2015), aportando asi una gran cantidad de bacterias coliformes de las que
las AVLPP se podrian alimentar.

Cuadro 9. Especies encontradas en estudios previos comparadas con el
registro de este trabajo realizado en los sistemas de cenotes Tzabnah, X-
Batun y D-Zombakal.
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9.1. Riqueza especifica de AVLPP en los tres sistemas de cenotes
9.1.1. Tzabnah

En el sistema Tzabnah, las condiciones ambientales fueron favorables para
que la especie Acanthamoeba polyphaga se desarrollara, la temperatura era
mayor a los 25 °C y el pH era casi neutro. En general las condiciones son
idoneas para que las AVLPP del género Acanthamoeba habiten el sistema
Tzabnah, ademas el biotopo con mayor riqueza de especies fue el sedimento,
donde habia una mayor concentracion de materia organica de la cual las
amibas se pueden alimentar, se reporta especialmente que las AVL se
encuentran asociadas generalmente a suelos y cuerpos de agua (Cabello-
Vilchez, 2015). El género Acanthamoeba constituye el 43.6 % de la poblacion
amibiana en piscinas y el 43.1% en océanos (De Jonckheere, 1981 y 1991),
esto debido a que soporta amplios rangos de osmolaridad, temperatura,
salinidad y pH (Trabelsi et al.,, 2012). La resistencia de Acanthamoeba se debe
en parte a la composicion de su quiste, la pared externa (exoquiste) tiene
lipidos y proteinas, mientras que el endoquiste tiene celulosa, lo que los
puede proteger de la desecacion hasta por 20 anos (Visvesvara et al., 2011;
Gallegos-Neyra et al., 2014), esta capacidad de formar quistes resistentes (en
comparacion a los quistes del género Naegleria) en condiciones desfavorables
le facilita una amplia distribucion (Martinez, 1991). La posible presencia de
Acanthamoeba en estos tres sistemas es de gran importancia en ambitos de
la salud humana ya que, como se mencioné anteriormente, algunas especies
encontradas de este género pueden causar infecciones como la EAG,
queratitis, pérdida total del ojo infectado o la muerte (Martinez, 1991).

Por otro lado, las especies de Naegleria fowleri y Sappinia diploidea,
encontradas casi en misma proporcion en los cenotes de este sistema, son
también importantes por las infecciones que causan.

Naegleria fowleri, es una especie descrita como termofila, se desarrolla y
multiplica a temperaturas de 40 a 45 °C en el ambiente, en este sistema se
observo su presencia a temperaturas hasta de 27 °C sin enquistarse. Sin
embargo, los quistes en este sistema que tiene mucha humedad podrian
ayudar a que esta especie no desaparezca del sitio, ya que en condiciones de
desecacion los quistes de Naegleria fowleri se destruyen (Gutiérrez, 2000,
Martinez y Visvesvara, 1997). Esta especie no fue una de las especies mas
abundantes y por las condiciones en las que se encontré (temperaturas
menores a las registradas que necesita) se toma en cuenta como un
organismo con potencial patogénico, es decir que podria o no ser una amiba
patogena para el ser humano. Todas las especies de amibas con potencial
patogénico deben ser identificadas por métodos moleculares (Coronado y
Shibayama, 2017), puesto que la identificacion morfolégica de muestras del
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ambiente podria tener errores y causar asi aseveraciones respecto
organismos que tienen importancia en salud publica.

Naegleria fowleri es una de las amibas mas importantes en temas de salud
humana, pues es un agente causal de la MEAP, que afecta a personas
saludables y les causa la muerte después de un cuadro agudo y fulminante
que ataca el SNC (Mierowitz, 1982, Wood y Gutiérrez, 1993, Martinez y
Visvesvara, 1997 y Gutiérrez, 2000).

En México del afio 1978 al 2009, se han confirmado aproximadamente 30
casos de MEAP, donde se han recuperado los organismos de los pacientes,
confirmando la presencia de Naegleria fowleri (Manual de Procedimientos
Estandarizados para la Vigilancia Epidemiolégica de Meningoencefalitis
Amebiana Primaria [Amibas de Vida Libre], 2012).

Sappinia diploidea, es una especie que fue hace poco catalogada con
potencial patogénico, en el ambiente se habia aislado de suelos, hojarasca,
heces de mamiferos y recto de reptiles, en este sistema se encontré Sappinia
diploidea, y aunque no fue una especie dominante en este sitio, se encontr6
en siete puntos de muestreo cercanos a la entrada de la gruta, en estos
cuerpos de agua se podia observar que entraban algunos animales; la
materia organica y las heces podrian estar favoreciendo la presencia de esta
especie en el sistema, al igual que las caracteristicas ambientales que no eran
desfavorables para el desarrollo de AVL. De Sappinia diploidea solo se ha
registrado un caso clinico no mortal, sin embargo, su presencia en estos
cenotes de Tzabnah es importante ya que mientras se realizan mas estudios
respecto esta especie deben tomarse precauciones para no infectarse por esta
amiba (Gelman et al., 2001).

9.1.2. X-Batin

La especie Acanthamoeba polyphaga fue la mas abundante en este sistema,
sin embargo, las condiciones de este sistema fueron distintas comparandolos
con el sistema de Tzabnah, la conductividad era elevada, la temperatura era
menor y el pH estaba en ambitos idoneos para las amibas. La cantidad de
solutos en el agua pudo modificar el biotopo preferencial de las amibas, en
este sistema las biopeliculas tuvieron una mayor cantidad de organismos; las
biopeliculas estan formadas por sustancias poliméricas extracelulares
producto del metabolismo de flora y fauna que se desarrolla sobre algas,
plantas, rocas y sustratos artificiales, proveen un microhabitat que brinda
proteccion, humedad y alimento a gran numero de microorganismos
heterotrofos (Busscher et al., 1995; Costerton et al.,, 1995; Parry, 2001;
English et al.,, 2002; Heaton y Parry, 2002; Topping,2002; Egli et al, 2003;
Schlickeisen et al., 2003 y Teitzel y Parsec, 2003;).
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Las especies que predominaron en este sistema fueron del género
Acanthamoeba, como se mencionoé anteriormente, son especies muy
resistentes gracias a la composicion de sus quistes a comparaciéon de
especies como Naegleria fowleri que solo se encontré en dos muestras y
Sappinia diploidea que no tuvo presencia en este sistema, este sitio cuenta
con caracteristicas ambientales que limitan el crecimiento de estas dos
especies, el factor que puede estar ayudando a que las demas especies se
desarrollen es la cantidad de bacterias que pueden habitar en las biopeliculas
formadas; las amibas, junto con otros protozoos microheterétrofos, son
reconocidas como las mas importantes depredadoras de bacterias ya que
consumen casi un 50 % de la biomasa bacteriana en el circuito microbiano
(Williams, 1981; Porter et al., 1985), son consideradas como las principales
controladoras del crecimiento de dichas poblaciones (Villagrana, 1992;
Weekers et al.,1993).

9.1.3. D-Zombakal

El sistema D-Zombakal, no tuvo presencia de AVLPP. El sistema contaba con
temperaturas del agua de 23 °C, es decir, no tenia la temperatura minima para
que la AVLPP pudieran habitarla (25 °C) y sus niveles de conductividad eran
mayores a los valores de los demas sistemas (2mS/cm). Otro factor
importante de este sistema fue la ausencia de biotopos de proteccion como
podrian ser las biopeliculas; esto puede ser la causa de que no se encontraran
AVLPP.

9.2. Analisis ecologicos
9.2.1. Analisis de claster Q-mode sistemas Tzabnah y X-Batun

Las cuatro muestras pertenecientes al sistema X-Battin del primer grupo que
se formo6 en este analisis (XB3BR, XB2BR, XB4BR1 y XB4BR2), son iguales
ya que comparten las mismas especies, todas del género Acanthamoeba,
como se mencioné anteriormente es un género muy resistente a cambios
ambientales, en este sistema la cantidad de solutos en el agua era elevada,
sin embargo se ha descrito que las amibas logran colonizar medios como el
agua marina o con gran cantidad de solutos, ya que entre sus procesos
fisiologicos se encuentra la regulacion ionica (Flores, 2000), amibas del
género Acanthamoeba podrian estar usando este recurso fisiologico para
poder habitar en los cenotes, sin embargo, no todas las especies de AVLPP lo
soportan por ello encontramos pocas especies y solo de un género en X-
Batun.
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Se puede observar que la especie Acanthamoeba triangularis, esta casi
ausente, no solo en este grupo, en los demas no se encuentra en ninguna
muestra; Acanthamoeba triangularis se aislé inicialmente de heces humanas
en Francia (Pussard y Pons, 1977); este dato ecologico nos sugeriria que en
los sistemas muestreados deberia haberse encontrado con mayor frecuencia
por las descargas de aguas residuales, sin embargo, no fue asi; esto podria
ser debido a que se ha adaptado a lo largo del tiempo hasta llegar a ser un
querapatogeno (patéogeno que afecta a la cornea exclusivamente) o a que
posiblemente sigue siendo un organismo que habita en sistema digestivo de
los seres humanos y no logra sobrevivir fuera de éste por mucho tiempo.

De todas las muestras recolectadas y revisadas en este trabajo, las que
conforman el grupo uno, tuvieron la mayor riqueza. El biotopo es un factor de
gran importancia, puesto que puede proveer de alimento, proteccion y genera
un microhabitat idéoneo para el establecimiento y reproduccion de AVLPP. En
el sistema X-Batun, donde los niveles de solutos eran elevados
(conductividad) las muestras de agua tuvieron solo una especie de AVLPP,
mientras que las biopeliculas tuvieron mayor presencia de AVLPP. Debido a
que las biopeliculas son estructuras colectivas de microorganismos podemos
encontrar especies amibianas adheridas a éstas para alimentarse (Barbeau
et al.,, 2001), esta podria ser la condicién que favorezca la riqueza de este
biotopo, el alimento, soporte y refugio.

El biotopo con mayor riqueza de este primer grupo es el sedimento, y estas
muestras son principalmente del sistema Tzabnah, en estos sistemas la
materia organica se acumula en los sedimentos y el agua no muestra
condiciones que las desfavorezca, las AVL y AVLPP se establecen en los
sedimentos pues les proporciona principalmente el alimento necesario.

El grupo dos formado en este analisis esta dominado por la especie
Acanthamoeba polyphaga en muestras de sedimento, de todas las especies
de Acanthamoeba, esta es la mas resistente y se ha reportado que soporta
amplios niveles de osmolaridad, temperatura, pH y salinidad, gracias a que
su endoquiste cuenta con celulosa y le permite ser mas resistente (Marciano-
Cabral y Cabral, 2003). Acanthamoeba polyphaga no solo puede ocasionar
queratitis amibiana, sino también puede ser hospedero de microorganismos
como Legionella pneumophila y Mycobacterium avium (Steinert et al.,1998 y
Garcia et al.,2007), estos organismos tienen importancia médica. El hecho de
que esta especie sea la que caracteriza a este grupo nos proporciona
informacion respecto las afinidades ambientales que puede tener, y asi
posteriormente realizar busquedas de esta especie en sitios similares y
corroborar un posible riesgo con métodos moleculares para definir el tipo de
amiba que son, especialmente en el caso de Acanthamoeba, género del cual
ya se han caracterizado mas los tipos para saber si son un peligro para la
salud publica.
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La segunda especie con mayor presencia es Sappinia diploidea, en muestras
de agua y biopelicula, lo cual concuerda con lo descrito de ella anteriormente
ya que se habia aislado de muestras de agua principalmente y sedimento
(Visvesvara, 2007), ademas de heces de mamiferos vacunos y de rectos de
reptiles, por ello se consideraba como una especie coprozoica (Levine, 1961);
la preferencia ecologica de esta especie es casi desconocida. Esta especie, se
describe como una especie “rara”, y en la zona podria estar proliferando
gracias a las excreciones del ganado vacuno, puesto que antes solo se tenian
porcinos en la zona, sin embargo, se ha empezado a incluir este otro tipo de
ganado (INEGI, 2017).

En este segundo grupo se pudo observar que las muestras XB4S2, XB2A,
TZ1S y TZ6S, son iguales, ya que solo la especie Acanthamoeba polyphaga
las coloniza, en estas muestras el sedimento muestra coloraciones que
indican su composicion quimica la cual podria estar explicando esta
ausencia de otras especies de AVLPP. Segun la clasificacion de la carta de
colores de suelo de Munsell, que describe la composicion del suelo segiin su
color, los suelos rojizos como la muestra TZ6S contiene Fe, este elemento
vuelve al suelo mas alcalino; los suelos de color gris o blancos como las
muestras XB4S2 y TZ1S, contienen carbonatos de calcio (CaCO3) y las
muestras con coloracién oscura o negra no siempre es asociada a elevados
niveles de materia organica, sino a exceso de materia mineral. La mayoria de
estos elementos vuelven al medio mas alcalino, aunque se ha descrito que
las AVL pueden soportar niveles de acidez elevados, no existen muchos
trabajos que hablen sobre medios alcalinos donde habiten las AVL. En este
muestreo se pudo observar que en biotopos como el agua donde habia
grandes cantidades de solutos, las amibas estuvieron ausentes, es probable
que los elementos que estos lugares contienen como Fe, Ca y algunas otras
sales, inhiban la proliferacion de AVLPP, y solo especies muy resistentes
como Acanthamoeba polyphaga puedan habitar estos sistemas.

El tercer y ultimo grupo formado en este cluster, tiene las muestras TZ4BF2
y TZ5A, en este grupo las especies ausentes son A. astronyxis, de nuevo A.
triangularis y A. polyphaga, en estas muestras la especie que dominé en todos
los demas grupos se encuentra totalmente ausente; las especies que
predominaron en ambas muestras son Naegleria fowleriy A. castellanii; la
especie N. fowleri, es una especie de parasito facultativo no muy evolucionada
(Sanchez, 2000), cuenta con una fase flagelada para desplazarse en
condiciones adversas; se ha aislado de cuerpos de agua principalmente
(Carter 1970, Laseke et al.,, 2010); ya que en la columna de agua se puede
alimentar de las bacterias o materia organica que esta suspendida en ésta
(Rodriguez-Zaragoza, 1994; De Jonckheere, 2014), ademas de que la
podemos encontrar en biopeliculas por la cantidad de bacterias que
contienen; N. fowleri se ha relacionado con actividad humana debido a la
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gran cantidad de bacterias que desechan y de las que N. fowleri se alimenta
(Ramirez et al., 2009). Por su parte, A. castellanii, es de caracter ubicuo, sin
embargo, se ha aislado principalmente de ambientes humedos (Vandamme et
al.,1991; Fernandez et al., 2010), esto podria explicar porque fue una de las
especies dominantes en estas muestras con biotopos de agua y biopelicula.

9.2.2. Analisis de componentes principales (PCA)

Como se puede observar en el PCA, los sitios con temperaturas de 28 °C
muestran un buen desarrollo de las comunidades de AVLPP en sus muestras,
esto se puede inferir al observar las muestras cercanas al vector de la
temperatura; la muestra que se encuentra casi pegada al vector es la muestra
TZ4 la cual registro una temperatura de 27 °C, y fue la muestra con mayor
riqueza de especies, aunque no es el sitio con el nivel de temperatura mas
alto puede observarse como la temperatura influy6 posiblemente en que las
especies de amibas proliferaran. Por su parte el vector de pH cuenta con dos
muestras cerca, TZ2 y TZ3, tienen un pH de 8.3 y 8.4 respectivamente, estos
valores muestran la basicidad de ambos sitios y en ambas se aislaron un
elevado nuimero de especies de AVLPP. En cuanto al vector de conductividad
hay pocas muestras cercanas, las muestras mas cercanas son XB3 y XB4 ,
éstas se observan a una distancia mayor del vector a comparacion de las
demas muestras con los vectores a los que son afines; estas muestras tienen
valores de conductividad eléctrica elevados, 2 mS/cm, en el cenote X- Batun,
ambas muestras son las que cuentan con menor numero de especies de
AVLPP, al parecer la conductividad es una variable ambiental con gran peso
en las comunidades amibianas. La conductividad eléctrica es la variable
ambiental que provoca una respuesta en las comunidades de AVLPP en los
cenotes muestreados. En el caso de D-Zombakal, solo se tomaron muestras
de agua, este biotopo estuvo carente de especies de AVLPP, esto podria haber
sido ocasionado por los elevados valores de conductividad eléctrica (2.1
mS/cm) o por la temperatura que era demasiado baja para las AVLPP (23
°C), ambos factores podrian estar influyendo en esta ausencia, sin embargo
no se puede descartar que la falta de biotopos donde establecerse fue la causa
de que estos organismos estuvieran ausentes en este sistema.

9.2.3. Analisis de correspondencia sin tendencia (DCA)

En este analisis se agruparon al centro las muestras que favorecen mas el
crecimiento de AVLPP por sus caracteristicas ambientales, estas muestras
coincidieron con las que integran al grupo uno del cluster Q-mode; las demas
muestras se encuentran dispersas en el analisis, algunas asociadas
Unicamente a ciertas especies, como TZ1S, XB2A y TZ6S con A. polyphaga.
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Estas muestras tienen mayor afinidad o mas caracteristicas que fomentan el
crecimiento de algunas especies en particular; las muestras alejadas del
centro del analisis no son muestras que estén vacias o que no puedan
favorecer el crecimiento de las AVLPP en general, estas muestras cuentan
con caracteristicas ambientales que pueden inhibir o fomentar la
proliferacion de solo una especie de amibas, pero no de otras especies.

10. CONCLUSIONES

1. Se identificaron morfologicamente ocho especies de AVLPP; Acanthamoeba
astronyxis, A. castellanii, A. culbertsoni, A. lugdunensis, A. polyphaga, A.
triangularis, Naegleria fowleriy Sappinia diploidea, las cuales podrian ser un
posible factor de riesgo para los usuarios de estos sistemas de cenotes por
las infecciones y patologias que causan.

2. Acanthamoeba fue el género de AVLPP encontrada con mas frecuencia en
los tres sistemas muestreados y la especie mas frecuente fue Acanthamoeba

polyphaga.

3. Los biotopos con mayor riqueza amibiana fueron el sedimento y las
biopeliculas, esto se debe a la elevada cantidad de nutrimento (materia
organica y bacterias) que ambos biotopos proporcionan a las AVLPP,
ademas de ser nichos de proteccion en condiciones adversas.

4. Uno de los factores fisicoquimicos del agua mas importantes para la
presencia de AVLPP fue la conductividad, en los sitios donde era elevada
disminuy6 la cantidad de especies encontradas.

5. Los sitios alcalinos, como los cenotes, muestran ser medios donde las
AVLPP se pueden desarrollar si tienen temperaturas elevadas, pH favorable
y alimento, pero no es su medio preferencial. Si alguno de los otros factores
o todos no estan presentes en el ambiente, las AVLPP no los habitan.

6. Los cenotes de los sistemas Tzabnah, X-Batun y D-Zombakal de Yucatan,
son ambientes donde proliferan las AVLPP, sin embargo, por sus altos niveles
de conductividad las comunidades amibianas son reducidas.

7. Es posible que la gran cantidad de bacterias que se encuentran en estos
sitios por las descargas continuas de aguas residuales, estén jugando un
papel importante en la presencia de AVLPP.

8. La posible presencia de las AVLPP en estos sistemas de cenotes, enfatiza
la importancia de hacer cumplir la Norma Oficial Mexicana NOM-245-SSA1-
2010y en realizar estudios de calidad del agua, pues se estipula que la amiba
Naegleria fowleriy el género Acanthamoeba deben estar ausentes de aguas
de uso recreativo y contacto directo, ya que pueden convertirse en focos de
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infecciones amibianas para los usuarios y ser una amenaza para la salud
publica.

9. La Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994, de Salud ambiental y
agua para uso y consumo humano, contempla organismos termotolerables
como algunas AVLPP, sin embargo, se debe prestar mas atencién a esta
norma respecto a dichos organismos, a pesar de que no entran al cuerpo
humano via oral pueden infectar a personas via cutanea, ocular, etc.; en
Yucatan el agua de los cenotes es usada para consumo humano, por ello
esta norma debe hacerse cumplir.

10. Esta investigacion es el primer registro de AVLPP efectuado en agua de los
cenotes de la peninsula de Yucatan, por lo cual, se debe tomar precausion al
ingresar a estos cuerpos de agua o hacer uso del recurso hidrico (nadar con
goggles y tapones de nariz, evitar ingresar al agua con heridas abiertas con
alguna enfermedad inmunodebilitante, potabilizar el agua antes de su uso o
consumo, etc.).
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12. ANEXOS

Informacion de AVL encontradas en este muestreo
12.1. Posicion taxonémica de AVL
Supergrupo: Amoebozoa Lihe 1913, emend. Cavalier-Smith 1998
e Discosea Cavalier-Smith et al., (2004)

ee Longamoebia Cavalier-Smith and Smirnov en Smirnov et al., 2011

eee Dermamoebida Cavalier-Smith, 2004
Mayorella Schaeffer, 1926

e e Flabellinia Smirnov et al., 2005

eee Dactylopodida Smirnov et al.. 2005
Korotnevella Goodkov, 1988

eee Vannellida Smirnov et al., 2005
Platyamoeba Page, 1969

Vannella Bovee, 1970

e Tubulinea Smirnov et al., 2005
ee Euamoebida Lepsi 1960, emend. Smirnov et al., 2011
Glaeseria Volkonsky, 1931

Supergrupo: Excavata Cavalier-Smith 2002, emend. Simpson 2003
e Discoba Simpson en Hampl et al., 2009(R)
e e Discicristata Cavalier-Smith 1998

eee Heterolobosea Page & Blanton 1985

eeee Tetramitia Cavalier-Smith 1993, emend. Cavalier-Smith en Cavalier-

Smith y Nikolaev 2008
Vahlkampfia
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12.2. Riqueza especifica de AVL en los tres sistemas de cenotes
(Tzabnah, X-Batun y D- Zombakal).

Cuadro 11. Especies de AVL,Tzabnah

Cuadro 12. Especies de AVL, X-Batun
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Cuadro 13. Especies AVL, D-Zombakal

Cuadro 14. Comparacion de AVL entre los cenotes Tzabnah, X-Batun y D-
Zombakal
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12.3. Especie de amiba de vida libre no identificada

Se realiz6 un registro de varios ejemplares de una especie de Acanthamoeba

sp. 1 (Fig. 1 de los anexos) que no se logré identificar morfologicamente.

Quiste liso, con poros aproximadamente seis poros de desenquistamiento,

mide 14.76 um.

Figura 1. Especie no identificada, posible Acanthamoeba sp. 1

12.4. Soluciones e infusiones para medios de cultivo
semisélido y liquido

a) Extracto liquido de suelo
Puntos que considerar antes de preparar el extracto de suelo:

1.-Suelo de jardin, evite usar suelo de bosque o un tipo de suelo que
tengan un exceso de materia organica, arena o arcilla.

2.-Deje secar el suelo al sol aproximadamente tres dias antes de
usarlo, el tiempo dependera de la cantidad de humedad que
contenga el mismo.

3.-Cuando el suelo este completamente seco, se pasara a través de
diferentes tamices, esto con la intencion de dejar el suelo lo mas
fino posible.
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Procedimiento
1.-Mezclar el suelo con el agua siguiendo estas proporciones:

Botella(500mL) Botella(250mL)

Suelo de jardin
Agua destilada

2.-Mezclar la cantidad de suelo con el volumen de agua destilada de acuerdo
con las proporciones senaladas.

3.-Filtrar la mezcla con un filtro de café

4 .-Esterilizar en autoclave a 15psi, 121 °C durante 15min.

b) Extracto de suelo con sales

Materiales
o Extractoliquidodesuelo..................... 10ml
o K2HPO4,0.1 %P/ V.euieiiiiiiiniininienenenn. 2ml
e MgSO4.7H20,0.1 %P/ V.eeveveviririniiannen. 2ml
¢ KNOSL1.0%D/Veeuieiiiiiiiiiiiiiiiiiiienan. 2ml
e Aguadestilada........ocoviviiiiiiiiiiinnan. 84ml
Procedimiento

1. Mezclar los volumenes de cada solucion y esterilizar en autoclave a 15psi,
121 °C durante 15min.

¢) Solucion Prescott- James (para Amoeba proteus)

Realiza tres soluciones stock, cada una con 100ml de agua destilada

Solucion stock A CaCl2.2H20110.433gKCl110.162¢g

Solucion stock B K2HPO4([10.512g
Solucion stock C MgS0O4.7H20(110.280g
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Procedimiento

1. Combinar 1ml de cada solucion stock y afore a 1 litro con agua destilada
para obtener la solucion final.

2.Esterilizar en autoclave a 15psi, 121 °C durantel5min.

d) Infusion de granos

Use granos los cuales no hayan sido tratados con fungicidas o insecticidas.
1.Pasar ligeramente los granos por la flama de un mechero.

2.Colocar el agua destilada en un vaso de precipitado o matraz.

3.Colocar los granos.

4.Calentar hasta ebullicion y deje calentando hasta alcanzar el tiempo
recomendado para cada grano.

Tiempo de coccion por cada tipo de grano:

e Cebada, avena y arroz integral: dos o tres granos por cada 25 a 30 ml
de agua. Hervir por 5 minutos

e Alpiste:10 a 12 granos por cada 25 a 30 ml de agua. Hervir por
Sminutos.

e Maiz: Use granos de maiz secos, uno por cada 25 a 30 ml de agua.
Hierva por 10 minutos, luego haga un hoyo a lado de cada grano de
maiz

e Mijo: Alrededor de S granos por cada 25 a 30 ml de agua. Hierva por
un minuto.

e Arroz integral:2 a 3 granos por cada 25 a 30 ml de agua. Hervir
solamente el agua por cinco minutos, dejar enfriar y agregar los granos
de arroz.

e) Infusion de planta (Cerophyl 0.15%)

Material
e Cerophyl................. 0.15g
e Aguadestilada......... 100 ml

e Filtro de café
e Parilla eléctrica
e Potenciometro

60



Procedimiento

1. Disolver 0.15 g de cerophyl en 100 ml de agua destilada, llevar a ebullicion
y después hervir a fuego lento por 10 minutos.

2. Clarificar la infusion pasandola a través de un filtro de café,
posteriormente el pH del filtrado sera ajustado a 7 usando 0.1M de NaOH.

3. Esterilizar en autoclave a 15psi, 121 °C durante 15min.

f) Medio liquido con solucion Prescott-dames

Reactivos

e Solucion Prescott -James (estéril)

e Extracto de suelo con sales(estéril)

e Infusion de granos (trigo, maiz, arroz)

e Infusion de planta (Cerophyl 0.15%)(estéril)

e Tubo de concentrado de Enterobacter aerogenes inactivada por calor
e Concentrado de muestra centrifugada

e Arena de mar (estéril) (Usar para cultivo de amibas tecadas)

Material

e Placa de 6 pozos para cultivo celular
e Pipetas Pasteur estériles

e Mecheros

e Pipeta de 1 ml estéril

e Pinzas

Procedimiento

1. Agregar 1mL de la solucion Prescott-James en cada pozo de la placa de
cultivo celular a utilizar.

2. Posteriormente agregar la cantidad de las soluciones en la siguiente
proporcion:

Extracto de suelo con sales (4gotas)
Infusion de granos (3 gotas por cada infusion de trigo, maiz y arroz)

Infusion de planta (3 gotas)
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Tubo de concentrado de Enterobacter aerogenes (1gota)
Concentrado de la muestra centrifugada (6 gotas)
*Arena de mar (estéril): Agregar una pizca de granos de arena

3. Dejar a temperatura ambiente o colocar en incubadora segun sea el
objetivo de estudio

g) Medio NNE (Agar no Nutritivo)

Reactivos:
¢ NaCl--------—-——mmmo - >0.12 g
e MgS0O4.7H20 ---------- —0.004 g
e Na2HPO4--------------- —0.146¢g
e CaCl2.2H20 ------------ —0.004 g
e KH2PO4----------------- —0.136¢g
e Bactoagar ----------—---- >15g

e Agua destilada------- —1000 ml

Procedimiento:

Mezclar en seco todos los componentes, agregar primero 500 ml y agitar
hasta homogeneizar la solucion, posteriormente aforar alL.

Calentar hasta ebullicién hasta disolver el agar
Esterilizar a 121 °C durante 15minutos
Verter en caja Petri (15 ml aproximadamente)

Al solidificar el agar, se coloca 4 gotas de un cultivo puro de Enterobacter
aerogenes inactivado por calor, se distribuye homogéneamente con un asa
de vidrio estéril.

Dejar reposar 1 hora aproximadamente

Guardar en el refrigerador de manera invertida
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h) Medio semisolido con medio NNE y soluciéon Prescott-James

Reactivos

e Medio NNE

e Solucion Prescott -James (estéril)

e Extracto de suelo con sales(estéril)

e Infusion de granos (trigo, maiz, arroz)

e Infusion de planta (Cerophyl 0.15%)(estéril)

e Tubo de concentrado de Enterobacter aerogenes inactivada por calor

e Concentrado de muestra centrifugada

e *Arena de mar (estéril) (Usar para cultivo de amibas tecadas)

Material

e Cajas Petri

e Pipetas Pasteur estériles
e Mecheros

e Pinzas

Procedimiento

1. Vaciar medio NNE en cajas Petri aproximadamente con Smm de grosor

2. Posteriormente agregar la cantidad de las soluciones en la siguiente

proporcion:

Solucion Prescott -James (6 gotas)

Extracto de suelo con sales (4 gotas)

Infusion de granos (3 gotas por cada infusion de trigo, maiz y arroz)
Infusion de planta (3 gotas)

Tubo de concentrado de Enterobacter aerogenes (1gota)
Concentrado de la muestra centrifugada (6gotas)

*Arena de mar (estéril): Agregar una pizca de granos de arena

3. Dejar a temperatura ambiente o colocar en incubadora segun sea el

objetivo de estudio
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