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I. INTRODUCCION
1. Amibas de vida libre

Las amibas de vida libre (AVL), son un grupo de protozoos que se ha encontrado en toda la
biosfera incluyendo los glaciares del continente antartico. Habitan principalmente sistemas
acuaticos tales como: rios, arroyos, lagos, estanques, estuarios, plantas de tratamiento de agua
residual, piscinas e incluso en agua embotellada y de uso doméstico, se les puede encontrar en
las interfases: agua-suelo, agua-plantas agua-aire y agua-animal. Presentan dos fases durante su
ciclo de vida: “trofozoito” (vegetativa) y “quiste” (resistencia) a excepcién de Naegleria
fowleri y otros valkanfidos, que presenta una tercera etapa conocida como fase flagelada
(Lares, 2010; Gallegos, 2014; Niyyati, 2018).

Las amibas de vida libre son organismos terméfilos, ya que cuando la temperatura del agua es
elevada, favorece su proliferacion, por lo que su presencia en aguas termales naturales y
contaminadas por descargas industriales es muy comun. Estos protozoos son capaces de
sobrevivir a temperaturas extremas que oscilan entre los 4 y 45 °C y otras condiciones que
pueden llegar a ser extremas tales como presiéon, humedad, altitud y radiacion solar. Debido a
estas caracteristicas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza (Rivera, 1993;
Avila, 2007). Las AVL han demostrado resistencia a desinfectantes como el cloro, di6xido de
cloro, ozono, entre otros dificultando la desinfeccion en ambientes contaminados (Carlesso,
2007). Las AVL no dependen de un huésped para su transmision, son protozoos que por su
capacidad de sobrevivir en vida libre y como endoparéasitos facultativos se han clasificado
como “anfizdicos” (Schuster, 2004; Visvesvara, 2007, 2008; Scheid, 2018).

El estudio de las AVL ha indicado que son un grupo con una gran importancia ecolégica
debido al papel que desempefian en el ciclo de nutrientes y en el circuito microbiano de las
comunidades naturales acuéticas, alimentandose y asocidndose con bacterias, algas, diatomeas,
hongos, virus y otros protozoos, ademas desempefian un papel importante en el ciclo del

nitrogeno y fosforo (Avila, 2007; Scheid, 2018). En afios recientes se ha reconocido que las

1
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AVL pueden interactuar con una amplia variedad de microorganismos, especialmente las
bacterias, con varias especies de importancia médica, las cuales pueden resistir los procesos de
fagocitosis y crecer intracelularmente en el protozoo, algunas de dichas especies son:
Acinetobacter baumanii, Campylobacter jejuni, Clamydophila pneumoniae, Escherichia coli,
Francisella tularensis, Klebsiella pneumoniae, Legionella pneumophila, Vibrio cholerae, entre
otras (Thomas, 2010). Ecke y colaboradores en el 2005, elaboraron una amplia lista de las

asociaciones entre bacterias y estos protozoos.

Las amibas de vida libre reconocidas como potencialmente patdégenas (AVLPP) y oportunistas
para el ser humano se restringen a varias especies del género Acanthamoeba, asi como:
Naegleria fowleri, Balamuthia mandrillaris, Sappinia diploidea y Vermamoeba vermiformis
(Martinez, 1997; Schuster, 2004; Visvesvara, 2007, 2008, 2013; Gallegos, 2014; Visvesvara,
2014; Yamanouchi, 2018). En relacion con el huésped, los factores que parecen ser
determinantes para que la infeccion tenga lugar son: la temperatura corporal, dosis infectiva,
respuesta inmune a nivel de mucosas, deficiencias inmunologicas y de virulencia, siendo mas

frecuente en adultos jovenes hombres (Avila, 2007).

Varias especies de AVL han destacado en el &ambito médico, ya que se han establecido como
agentes causales de infecciones del Sistema Nervioso Central (SNC) con cuadros clinicos
diversos, agudos y casi siempre mortales (Oddo, 2006; Thomas, 2010; Gallegos, 2014). Se
reconocen cinco manifestaciones clinicas debidas a las AVL: 1) Meningoencefalitis amibiana
primaria (MEAP), 2) Encefalitis amibiana granulomatosa (EAG), 3) Queratitis amibiana (QA),
4) Amebiosis cutanea (AC) y 5) Amebiosis diseminada (Marciano-Cabral, 2003; Hall, 2012).

Las patologias que causan algunas AVL se muestran en el Cuadro 1.

Facultad de Estudios Superioves I ztacala e
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Género Acanthamoeba spp Balamuthia | Naegleria
mandrillaris fowleri
- Queratitis Amebiosis
Infeccién EAG o ] EAG MEAP
amibiana cutanea
Epitelio olfatorio ) .
. Lesiones Lesiones o
i senos paranasales, Abrasion ] ] Epitelio
Vias de entrada ) ] cutaneas, cutaneas, ]
tracto respiratorio, corneal L L olfatorio
. sinusitis sinusitis
piel
Semanas-
i Semanas- i
Dias. meses. Dias. Dolor de
. Semanas-meses. L ) meses.
Periodo de ) Vision Lesiones en la . cabeza,
. . Confusion, dolor o Debilidad ]
incubacion y o borrosa, piel, nddulos, nauseas,
] ] de cabeza, rigidez . ] muscular, y
manifestaciones fotofobia, lesiones en confusion,
. de cuello, ) » dolor de . o
clinicas o inflamacion, Senos fiebre, rigidez
irritabilidad ) cabeza, nausea,
anillo corneal | paranasales, ] de cuello
o convulsiones
sinusitis
Mudltiples
] . Granulomas focos ]
i Necrosis focal, Ulceracion de . - Necrosis
Patologia ) en la piel, necraticos, .
granuloma la cOrnea ) » ) » hemorrégica
inflamacion inflamacion,
edema cerebral
o Raspado o o Biopsia
Biopsia cerebral, Biopsia de Biopsia
) corneal, ) cerebral,
frotis, o lesiones cerebral, .
) . . biopsia ] . preparacion
Diagnosis LCR*/preparacion cutaneas, cultivo celular ]
i . corneal, . i himeda de
himeda, cultivo . . cultivo 11IF* | en mamiferos,
microscopia . B LCR*, IIF* de
IIFb*, PCR* de tejido I1F* de tejido B
confocal tejido, PCR*

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

*LCR. Liquido cefalorraquideo. PCR. Reaccién en cadena de la polimerasa. IIF. Prueba

serologica.
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2. Taxonomia

Los protozoos son eucariontes cuya clasificacion se basé por muchos afios en caracteres
morfoldgicos, sin embargo, en estudios taxonémicos modernos se ha demostrado que se trata
de un grupo polifilético. Adl y colaboradores en el 2018 reclasificaron a los eucariontes en
general basandose en analisis poligenéticos y filogenias basadas en el rRNA, agrupando a las
amibas en cuatro super grupos: Amebozoa, Opisthokonta, Excavata y SAR (Stramenopiles,
Alveolata y Rhizaria) (Fig. 1).

En el supergrupo Amebozoa (Liihe 1913; Cavalier Smith, 1998) se incluyen a amibas desnudas
0 tecadas con crestas mitocondriales tubulares y a menudo ramificadas, dichas amibas pueden
ser uninuceladas, binucleadas o multinucleadas, la formacion de quistes es comun, son de
morfologia variable, pueden presentar reproduccion sexual o asexual y presentan pseudopodos

no eruptivos de forma variable.

El supergrupo Opisthokonta (Cavalier Smith; 1987, Adl, et al., 2005) incluye a los organismos
con un unico nacleo posterior sin mastigonemas presente en al menos una etapa de su ciclo de
vida, poseen un par de centriolos usualmente modificados, con crestas mitocondriales planas.
En este grupo se han incluido animales, hongos, algunos protistas flagelados, ameboides y

€SPOorozoos.

El supergrupo SAR deriva del acronimo de tres grupos pertenecientes al clado: Stramenopiles
(Cleve, 1873), Alveolata (Nanney y McCoy, 1976) y Rhizaria (Moestroup y Sengco, 2001):

e Stramenopiles. En este grupo se incluyen organismos que presentan motilidad, son
usualmente biciliadas, poseen tipicamente un cilio anterior con mastigonemas
dispuestos en dos hileras y un cilio posterior, las crestas mitocondriales son tubulares.

e Alveolata. Se caracteriza por poseer alveolos corticales, tiene crestas mitocondriales
tubulares o ampuliformes. En este grupo se incluyen organismos que tienen cilios o

flagelos, pueden ser de vida libre o parasitica.

4
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e Rhizaria. Incluye a organismos con pseudopodos finos simples, ramificados o

anastosomados.

El supergrupo Excavata incluye a amibas que en algunos casos pueden tener una fase

flagelada en su ciclo de vida. En este grupo predominan los pseudépodos eruptivos.

AST\DA EXCA V4

% Glaucophyta Discoba 7~4
o Chloroplastida ({

@ 5 Mal did
v. Rhodophycea @%% ﬁ@ alawimonadidae 4
. 2] Metamonada

: r@/ﬁ @o

FAE R

&;‘qmbulmea
Cercozoa @q}
Foraminifera @

Polycystinea % %Nucleariida

Telonemia @ | ) & Ichthyosporea
Haptophyta @,\
;:‘\‘ v

Centrohelida 7R ;
Cryptophyta /

D
e

@%

Metazoa

Collodictyonidae Breviatea

7N
eI ﬂﬁ%%” %

ARCHAEBACTERI

chtyosteha @

% Choanomonada $

4 Q
Kathablepharidae / ﬁ APUSO monadidae O
Rigidifilida Ancyromonadida

o
P
P

£

Figura 1. Clasificacion filogeneética de los eucariontes, las amibas quedan agrupadas en los

supergrupos: SAR, Excavata, Amebozoa y Opisthokonta (Adl et al. 2018).
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3. Amibas de vida libre potencialmente patdgenas

3.1 Naegleria fowleri

Naegleria fowleri ha sido aislada de muestras de agua provenientes de albercas, lagos,
suministros domesticos, drenaje, aire atmosférico y acondicionado, sistemas de humidificacion,
cultivos celulares, aguas termales, y ha sido también aislada del epitelio nasal de individuos
clinicamente sanos (Rivera, 1984, 1986; Marciano-Cabral, 1988). Esta amiba prolifera en
verano cuando la temperatura ambiental aumenta, ademas la presencia de bacterias y materia
organica suspendida en el agua pareciera tener una correlacion con la incidencia de N. fowleri.
Se han aislado cepas patdgenas en agua con temperaturas oscilantes entre los 10-45 °C, en lodo
a 16 °C y suelo a 8 °C. (Marciano-Cabral, 1988; De Jonckheere, 2002; Martinez-Castillo,
2016).

Debido a la naturaleza termofilica de Naegleria fowleri, se ha postulado recientemente que la
incidencia y epidemiologia de podria ser considerado como indicador de cambio climatico
(Cope, 2016). Fue hasta 1965 que este protozoo fue reconocido como patégeno para el ser
humano (Fowler y Carter, 1965). Se ha reportado presente en todos los continentes a excepcion
de la Antértida (De Jonckheere, 2014).

3.1.1 Caracteristicas morfoldgicas de Naegleria fowleri

e Trofozoito: mide de 10-25 um., tiene un patrén de locomocion predominantemente
monopodial llevado a cabo por proyecciones eruptivas del citoplasma llamadas
pseuddpodos. En su porcion terminal posee un uroide, que en ocasiones puede presentar
filamentos terminales a los cuales las bacterias se adhieren para ser ingeridas por el
protozoo. Presenta también unas “copas alimenticias” 0 amebostomas, los cuales
pueden funcionar también como organelos de anclaje. El citoplasma exhibe un gran
numero de ribosomas, mitocondrias, vacuolas contractiles y alimenticias. El nucleo es
evidente, contiene un nucléolo prominente y su envoltura nuclear posee varios poros
(Marciano-Cabral, 1988; Visvesvara, 2008; Martinez-Castillo, 2016) (Fig. 2 A).

6
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e Quiste: es la forma de resistencia es esférica, tiene una doble pared y mide
aproximadamente 20 um., de didmetro con uno o dos poros planos (Martinez-Castillo,
2016) (Fig. 2 B).

e Fase de ameboflagelar: mide de 10-16 um. también posee un nucleo que contiene a un
gran nucléolo. Usualmente presenta dos flagelos anteriores (Chalmers, 2014). Durante

esta etapa N. fowleri no se reproduce ni forma quistes (Siddiqui, 2016) (Fig. 2 C).

Figura 2. Fases del ciclo de vida de Naegleria fowleri. Trofozoito (A), quiste (B) (Taméz-
Hernandez, 2016) y ameboflagelado, (C) (tomado de Visvesvara, 2007).
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3.2 Acanthamoeba spp

Acanthamoeba spp. puede ser considerada como un patégeno oportunista contra el ser humano
debido a que algunas especies ocasionan infecciones en el sistema nervioso central, las cuales
han demostrado una tasa de mortalidad del 90 % o bien, pueden provocar queratitis o
infecciones diseminadas a los pulmones, piel, prostata, tiroides, vejiga o Utero en individuos
inmunocomprometidos (Khan, 2001; Jeong, 2007; Visvesvara, 2010; Baig, 2015). En el ciclo
de vida de Acanthamoeba se incluyen dos fases: la vegetativa o tréfica y de resistencia. Durante
la etapa tréfica, la amiba se alimenta de algas, bacterias, particulas organicas, células humanas
y se reproduce por fision binaria (Khan, 2008). Los quistes han demostrado ser muy resistentes
a agentes antifingicos, antibacteriales y antivirales, toleran un amplio rango de temperatura,
pH, osmolaridad, desecacion y falta de alimento, lo que puede explicar su ubicuidad (Bonilla,
2010).

El género Acanthamoeba fue establecido en 1931 (Visvesvara, 1991) y desde entonces hubo
una gran discusion en torno a su taxonomia, ya que esta fue basada Unicamente en la
morfologia de los trofozoitos y quistes. Statford y Griffin en 1978, demostraron
experimentalmente que las identificaciones no podian basarse Unicamente en caracteres
morfoldgicos, ya que la forma de los quistes de muchas especies de Acanthamoeba pueden
variar de acuerdo con las condiciones en las que son cultivados. Fue hasta 1978 cuando De
Jonckheere y Page aceptaron y modificaron una clasificacion propuesta por Pussard y Pons en
1977 (Cuadro 2). Se agregaron algunas modificaciones a dicha clasificacion, en las que se

pueden mencionar: perfiles isoenzimaticos y polimorfismos del ADN mitocondrial.
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Cuadro 2. Subclasificacion de quistes de Acanthamoeba spp de acuerdo con las caracteristicas

morfoldgicas propuestas por Pussard y Pons en 1977 y modificadas por De Jonckheere (1978).

Grupo Morfologia Estructura del quiste Especies de
Acanthamoeba

Se caracteriza por ser trofozoitos
y quistes grandes. El didmetro del . A astronyxis
quiste es de > 18 pm. EI ]

I ectoquiste es liso o ligeramente * A confandonl
rugoso, el endoquiste tiene forma * A ech.lnulfata
de estrella y se une al ectoquiste * A tubiash
al final de cada brazo.
El diametro del quiste es de < 18
um. En este grupo se incluyen las e A.polyphaga
especies que son aisladas con e A.rhysodes
mayor frecuencia en los estudios e A griffini
de este género. EIl ectoquiste e A hatchetti
puede estar muy cerca del e A triangularis
endoquiste o  ampliamente e A. divionensis

I separado. El ectoquiste puede ser o A
grueso o delgado, usualmente es paradivionensis
rugoso o mamilar. El endoquiste
puede tener forma de estrella, ser e A quina
poligonal, triangular o0 en e A
ocasiones oval o redondo, a mauritaniensis
veces, los brazos no llegan a A. lugdunensis
desarrollarse en su totalidad.
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Cuadro 2. Subclasificacion de quistes de Acanthamoeba spp de acuerdo con las caracteristicas

morfoldgicas propuestas por Pussard y Pons en 1977 y modificadas por De Jonckheere (1978).

El didmetro del quiste es
de <18 pum. El quiste es
parcialmente ondulado o
liso. El endoquiste es
totalmente redondo, pero e A culbertsoni
puede tener de tres a cinco e A. palestinensis

esquinas. En este grupo se e A pustulosa

deben de tomar en cuenta e A.royreba

otros aspectos para la e A. lenticulata
identificacion  de  las
especies, tales como
antigenos y diferencias en

isoenzimas

3.2.1 Caracteristicas morfoldgicas

Trofozoito: puede adoptar diferentes formas, principalmente aplanada, sin embargo, su
principal caracteristica es la formacidén de proyecciones citoplasméaticas muy finas y
delgadas llamadas acantépodos. La amiba normalmente tiene un diametro que varia
entre los 12 y 35 um, sin embargo, se ha demostrado que el tamafio del trofozoito puede
variar segun el genotipo (Visvesvara, 1991; Khan, 2008) (Fig. 3 A).

Quiste: puede ser poliédrico o convexo, posee dos paredes: una interna y otra externa
Ilamadas endoquiste y ectoquiste respectivamente, el didmetro puede variar entre las 12
y 35 um. En 1977 Pussard y Pons reconocieron tres grupos dentro del género
Acanthamoeba basandose en criterios morfologicos del quiste, estableciendo 18
especies (Cuadro 2) (Visvesvara, 1991) (Fig. 3 B).

10
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Figura 3. Micrografias de Acanthamoeba sp: Trofozoito (A) y quiste (B) (Lorenzo-Morales,
2015).

3.3 Balamuthia mandrillaris

Balamuthia mandrillaris fue aislada por primera vez de un babuino que falleci6 en el zooldgico
de San Diego, California en 1990 (Bravo, 2011). Sélo se tienen dos reportes del aislamiento de
este protozoo en muestras de suelo en California, por lo que no se tienen datos precisos acerca
de su distribucién y abundancia en el ambiente (Cabello-Vilchez, 2014; Lares-Villa, 2018). En
condiciones de laboratorio, Balamuthia mandrillaris crece de manera Optima a una temperatura
entre los 35 y 37°C sobre placas con cultivo celular de rifion de mono, fibroblasto pulmonar o
células endoteliales microvasculares (Bravo, op cit.). Este parasito es responsable de producir

encefalitis hemorragicas necrosantes similares a las de Acanthamoeba (Siddiqui, 2015).

Dependiendo del sitio de infeccion, se pueden distinguir diferentes manifestaciones clinicas, las
cuales pueden derivar en encefalitis amibiana granulomatosa (EAG), infecciones diseminadas

en piel, pulmones glandulas adrenales, rifiones y queratitis (Chalmers, 2014).

3.3.1 Caracteristicas morfologicas
e Trofozoito: mide entre 12 y 60 um, es extremadamente pleomorfico, ya que se pueden
observar formas redondas, alargadas y/o ramificadas. Generalmente es uninucleado,

aunque se tienen reportes de varias formas binucleadas, su nucléolo es denso, el
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citoplasma es fibroglandular y posee pseuddpodos espinosos (Cabello-Vilchez, 2014;
Gonzélez-Robles, 2015; Cabello-Vilchez, 2016) (Fig. 4 A).

e Quiste: es esférico, multinucleado, mas o menos esférico, no tiene poros, mide entre 10

y 30 um, y posee una pared trilaminar (Lorenzo-Morales, 2013) (Fig. 4 B).

Figura 4. Trofozoito (A) y quiste (B) de Balamuthia mandrillaris (Visvesvara, 2007; Gonzéalez-
Robles, 2015).

3.4 Sappinia pedata

Sappinia diploidea ha sido aislada de heces de mamiferos, cuerpos de agua, hojarasca y del
recto de algunas lagartijas. Su presencia se ha reportado en Europa, América del Norte, Egipto,
India y Japdn (Visvesvara, 2007). En el 2009, Qvanstrom y colaboradores reidentificaron a S.
diploidea basandose en pruebas moleculares. Hasta el momento solo se tiene el reporte de un

caso de infeccién en una persona por esta amiba de vida libre (Gelman, 2001).

3.4.1 Caracteristicas morfoldgicas

e Trofozoito: mide entre 50 y 60 um de longitud por 20-30 um, de ancho, puede ser
ovoide, aplanado y presentar 0 no estrias sobre su superficie. Una de sus principales
caracteristicas es que es binucleado y con alveolos estrechamente yuxtapuestos.

(Walochnik, 2010; Visvesvara, 2013) (Fig. 5 A).
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e Quiste: es mas pequefio, con un didmetro de 18 a 25 um. Son binucleares y han
demostrado tener reproduccion de tipo sexual (Walochnik, 2010; Visvesvara, 2013)
(Fig. 5 B)

Figura 5. Trofozoito (A) y quiste (B) de Sappinia pedata, ilustraciones realizadas por Hartmann
y Néegler (1908), tomados de Walochnik (2010)
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4. Ciclos de vida

Los ciclos de vida de las AVLPP para el ser humano son directos y presentan dos fases durante
dicho ciclo: trofozoito (fase infectante) y quiste. Naegleria fowleri, es la Unica AVLPP que
presenta tres fases, las ya mencionadas y una mas, conocida como forma flagelar (Schuster,
2004). Las vias preferenciales de entrada al hospedero pueden ser mediante abrasiones en la
piel, ulceraciones o por el tracto respiratorio bajo como sucede en el caso de Balamuthia
mandrillaris y Acanthamoeba spp., Naegleria fowleri Gnicamente puede ingresar al hospedero
penetrando el neuroepitelio olfatorio (Fig. 6). Se han logrado aislar quistes y/o trofozoitos de
tejido humano y en el caso de Naegleria fowleri, formas flageladas en liquido cefalorraquideo
(Oddo, 2006)

Acanthamoeba spp. and
Balamuthia mandriflaris

Naegleria fowleri

Enfran a través del neuropitelio
olfatont causandd mishingoencetalites
amabiana primana (MEAP) en
ndividuos sanos

& Los troforaites en tejido v Bquido
celaloraquides

Entran a través ded iracio respiratorio

bajo por la piel ulcerada o con péridada de
la conlinuidad causano encefalitis
amatiana granulomatosa (EAG) en
individucs con su sistema Emmune
compromentido

L |Cfm.'!.°:. fageladas en bgulido A Quiztes y trofozoltos en tejide
ealaloraguides

h= Estadia infectanta
A= Estadic diagnistico

a Miosis

BALUDABLE ™

hitpifeaway.dpd .odoogovidpdx

Vi

aFormas flageladas

Figura 6. Ciclos de vida de vida, vias preferenciales de entrada y estadios de Acanthamoeba

spp, Balamuthia mandrillaris y Naegleria fowleri (CDC, 2004)

14
Facultad de Estudios Superioves I ztacala




Luis Rodrigo- Tamég Herndndesg

5. Infecciones amibianas del sistema nervioso central por amibas de vida libre

Entre la gran variedad de estos protozoos conocidos, los géneros Acanthamoeba, Balamuthia,
Naegleria, y Sappinia han sido de especial interés en los ultimos 40 afios debido al potencial
riesgo que representan para la salud de seres humanos y otros animales (Lares-Villa, 2001).
Ademas, estos protozoos pueden ser portadores de otros patdgenos como virus y bacterias de
importancia médica pertenecientes a los géneros: Legionella, Vibrio y Listeria, entre otros
(Trabelsi, 2012).

Se han detectado aproximadamente 300 casos de MEAP en todo el mundo, la mayoria en los
Estados Unidos de Norte América, Australia y Europa, Gnicamente hasta el afio de 1996 se
tenian contabilizados 750 casos de infecciones por Acanthamoeba (Jain, 2002; Trabelsi, 2012).
Se han reportado, ademas 200 casos por Balamuthia mandrillaris y un sélo caso por Sappinia
pedata (Gelman, 2001; Bravo, 2011).

5.1 Meningoencefalitis amibiana primaria

La meningoencefalitis amibiana primaria es un padecimiento agudo y fulminante que se
presenta en nifios, adolescentes y adultos jovenes hombres clinicamente sanos con historial
reciente de contacto con cuerpos de agua (Siddiqui, 2016). La infeccién se adquiere a través de
las vias respiratorias superiores, las amibas alcanzan el techo de la cavidad nasal, se adhieren a
la mucosa olfatoria, ascienden por el nervio olfatorio, penetran la lamina cribosa del etmoides y

Ilegan al espacio subaracnoideo (Romero, 2007; Tapia, 2012).

Uno de los aspectos mas alarmantes de la MEAP, es su elevada tasa de mortalidad, la cual se ha
mantenido desde la primera vez que se detect6 en la década de los afios 60°s, en un 99 % (Baig,
2016). Los sintomas que se generan no son distinguibles de aquellos ocasionados por
meningitis de origen viral o bacteriana y pueden presentarse pasadas 24 horas posteriores a la
infeccion o hasta siete dias despues (Chalmers, 2014). Los pacientes cursan la enfermedad con
irritabilidad, confusion, alucinaciones, somnolencia, dolor de cabeza bifrontal severo, fiebre,
ndusea, vomito, cuello rigido, crisis convulsivas, hemiparesia, bulbos olfatorios con
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inflamacion y hemorragia, congestion en leptomeninges y coma seguido por la muerte (Tapia,
2012).

5.2 Encefalitis amibiana granulomatosa

La encefalitis amibiana granulomatosa (EAG), puede ser producida por varias especies del
género Acanthamoeba y por Balamuthia mandrillaris, esta infeccion puede afectar tanto a
personas inmunocomprometidas como inmunocompetentes. La enfermedad corresponde a una
encefalitis necrosante y hemorréagica, aguda o subaguda, crénica y multifocal con angeitis
necrética. Ademas, se han aislado amibas de los géneros Acanthamoeba y Vermamoeba del
tracto superior de individuos sanos, sin embargo, en el caso de Vermamoeba nunca se ha
demostrado que esta amiba sea el agente etioldgico de alguna infeccion en el SNC, sino mas
bien es reconocida como un protozoo oportunista que puede desencadenar una infeccion
secundaria cuando el paciente est4d inmunocomprometido por algin otro patégeno (Martinez,
1997, Oddo, 2006).

Existen varias investigaciones que demuestran que las amibas invaden la piel y pulmones
alcanzando el espacio intravascular, esparciéndose via hematdgena seguida de la penetracion de

la barrera hematoencefélica, llegando asi al SNC (Baig, 2015).

El curso de la enfermedad puede ser crénico y manifestarse de 7 a 120 dias posteriores a la
exposicion, las manifestaciones clinicas se caracterizan por dolor de cabeza, cambios de
personalidad, fiebre, hemiparesias, paralisis en los nervios craneales, signos de irritacion
meningea, aletargamiento y coma. Suelen haber lesiones multifocales en el SNC localizadas en
el cerebro medio, tadlamo, tallo cerebral, cuerpo calloso, cerebelo y en ocasiones aparecen
afecciones en la porcion cervical de la espina dorsal. La presentacion clinica es insidiosa y
puede confundirse con leptomeningitis bacterial, meningitis por tuberculosis o encefalitis viral
(Martinez, 1997; Oddd, 2006).
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6. Infecciones derivadas por amibas de vida libre

6.1 Queratitis amibiana

Corresponde a un proceso inflamatorio cronico, activo que afecta la cérnea, conjuntiva y otras
estructuras oculares. La queratitis amibiana (QA) se considera una enfermedad rara con una
prevalencia estimada de 1-9/100,000 individuos. La infeccidn se presenta de manera particular
en individuos inmunocompetentes que utilizan lentes de contacto blandos durante largos
periodos de tiempo y/o practican natacion con los lentes puestos, sobre todo, en quienes poseen

malos habitos de higiene en el manejo y desinfeccion de estos (Lorenzo-Morales, 2015).

La QA usualmente es unilateral y de lenta evolucién. Al inicio de la infeccion se puede
observar una queratopatia difusa y posteriormente aparecen infiltrados multifocales en el
estroma. A diferencia de otras amibiosis, Acanthamoeba puede formar quistes en el tejido, por
lo que un solo quiste puede llevar a la reinfeccion, de esta forma el tratamiento debe de tener
seguimiento con regularidad y por largos periodos de tiempo. Los sintomas comienzan con
dolor creciente, epifora y fotofobia, otros pacientes presentan una queratitis superficial,
erosiones y opacidades subepiteliales, infiltrados, lineas y puede desarrollarse en una
conjuntivitis e iritis, vascularizacion y queratitis de cdornea (Fig. 7 A). Un anillo de infiltrado
estromal se desarrolla en méas de dos tercios de los individuos infectados (Oddo, 2006; Tapia,
2012; Lorenzo-Morales, et al., 2015) (Fig. 7 B).

Figura 7. Vascularizacion y queratitis de cérnea (A). Anillo de infiltrado estromal en paciente
(B) (Lorenzo-Morales et al, 2015; Samples, 1984).
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6.2 Infeccidn cutanea por Acanthamoeba spp.

La infeccion cutanea por Acanthamoeba es més frecuente en pacientes inmunosuprimidos. Las
lesiones cutaneas consisten en nddulos duros eritematosos. Los infectados con lesiones

cutaneas presentan una tasa de mortalidad de hasta el 70 % (Tapia, 2012).
6.3 Infeccidn cutanea por Balamuthia mandrillaris

La infeccion por Balamuthia mandrillaris se ha reportado en Europa, Asia, Australia y en
varios paises de América Latina como México, Venezuela, Argentina, Brasil, Chile y con una
gran prevalencia en Peru. ElI &ambito de edad de los pacientes varia entre los 1 a los 85 afios con
un 55 % de aparicion en menores de 15 afios. Las manifestaciones clinicas de B. mandrillaris
son lesiones en la piel localizadas en la cara central, sobre todo en la parte dorsal de la nariz
(Fig. 8 A), también pueden aparecer lesiones en las rodillas, codos o pecho (Fig. 8 B). La
infeccion puede extenderse al SNC via hematdgena o por continuidad a través del nervio
olfatorio (Siddiqui, 2007; Bravo, 2011;).

Figura 8. Lesiones por infeccion cutanea de B. mandrillaris en cara (A) y rodillas (B) (Cabello-
Vilchez et al., 2014).
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7. Epidemiologia por amibas de vida libre en México

Se han reportado hasta el afio de 2014 un total de 46 casos de infecciones por amibas de vida
libre (AVL) en el pais (Anexo 1. Cuadros 8 y 9) (Lares-Villa, 2001; Cabello-Vilchez et al.,
2014). La mayoria de los casos registrados han sido por Meningoencefalitis amibiana primaria
(MEAP), los cuales quedan restringidos casi exclusivamente al noroeste de la Republica,
principalmente a los estados de Baja California y Sonora con una tasa de incidencia de 0.001
por 100,000 habitantes, con prevalencia en individuos de sexo masculino de entre 9 y 15 afios.
Las detecciones de los casos en estos estados probablemente se deban a su programa de
vigilancia epidemioldgica, altas temperaturas presentadas durante el verano y su extensa red de
cuerpos de agua naturales recreativos. (Lares-Villa, op cit.; Chertorivski, 2012). Se han
contabilizado un total de 29 casos por MEAP en México, el primero de ellos fue publicado en
1984 cuando se detectd a N. fowleri en un adolescente de 16 afios en el Valle de Mexicali, Baja
California y Sonora (Valenzuela, et al., 1984). Es importante mencionar que se ha logrado
aislar a Naegleria lovaniensis y a Vermamoeba vermifromis en dos pacientes con sintomas de
meningoencefalitis, sin embargo, después de realizar las pruebas de patogenicidad en modelos
murinos, ningun aislado resultd positivo (Rivera, et al., 1989, 1992). Se han registrado un total
de 16 casos de Encefalitis amibiana granulomatosa (EAG) por Balamuthia mandrillaris y solo
cuatro casos de queratitis amibiana (QA) por Acanthamoeba (Fig. 9) (Lares-Villa, 2001,
Cabello-Vilchez, 2014).

Figura 9. Porcentaje de casos reportados de infecciones por AVL patdgenas en México.
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Il. ANTECEDENTES.

1. Registro de amibas de vida libre en el mundo

e Visvesvara en 1990 recopild los casos registrados de infecciones causadas a AVL en los
Estados Unidos de América (EUA), documentando 66 casos de infecciones por
Naegleria fowleri, 30 casos de Encefalitis Amibiana Granulomatosa y 208 casos de

queratitis provocadas por Acanthamoeba.

e Jainy cols. en el 2002 reportaron el caso de una paciente con sintomas de meningitis,
después de examinar el liquido cefalorraquideo se encontraron trofozoitos consistentes
con la morfologia de Naegleria, se inicio el tratamiento administrando anfotericina B,

rifampicina y ornidazol, dicho tratamiento se reporté como exitoso.

e Marciano-Cabral en el 2003 tomd muestras de agua de uso doméstico en hogares de
Arizona, Estados Unidos de América (EUA) debido al reporte de la muerte de dos
infantes. Se tomaron 19 muestras de agua de diferentes partes de los hogares, de las

cuales 17 resultaron positivas para la presencia de N. fowleri.

e Carlesso y cols. en el 2007 aislaron amibas de vida libre provenientes de un hospital
publico en Porto Alegre, Brasil. Recolectaron 135 muestras de agua, de las cuales 47
muestras resultaron positivas para AVL. El 35 % de los aislados amibianos cumplieron

con las caracteristicas morfoldgicas propias del género Acanthamoeba.

e Siddiqui y Khan en el 2008 recopilaron datos epidemioldgicos de las infecciones por
Balamuthia mandrillaris concluyendo lo siguiente: 52 % de los casos tuvieron lugar en
paises de América del Sur, del 71 % de la incidencia de esta enfermedad se dio en

individuos masculinos, presentando una tasa de mortalidad del 93 %
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e De Jonckheere en el 2011, informé 24 casos de MEAP en Europa, 19 en Australia, 39

en Asia, seis en Africa, 120 casos en Norte América y 13 casos en América del Sur.

e Bravo y cols. en el 2011 informaron 200 casos en el mundo debidos a Balamuthia
mandrillaris, dichos casos fueron reportados en Ameérica del Sur, Europa, Asia y

Australia.

e Yolder en el 2012 reportaron dos casos de meningoencefalitis amibiana primaria

asociadas con agua de uso domestico para irrigacion nasal.

e Lorenzo-Morales y cols. en el 2013 contabilizaron 200 casos de infecciones por
Balamuthia mandrillaris en el mundo, sin embargo, la mayoria de los casos se
concentraron en los paises: México, Venezuela, Argentina, Brasil, Chile y declararon a

Pert como “hot spot” por la incidencia de B. mandrillaris.

e Cabello-Vilchez y cols. en el afio 2014 notificaron 177 casos de infeccion debidos a
Balamuthia mandrillaris, siendo las infecciones méas frecuentes en individuos de 15
afos. Reportaron casos en Argentina, Brasil, Chile, México y Perq, siendo este ultimo

pais el de mayor incidencia para esta infeccion.

e De Jonckheere en el 2014 reportd a Naegleria fowleri como agente causal de una
enfermedad rara y fatal que tiene 95 % de mortalidad, estando esta amiba presente en
todos los continentes a excepcion de la Antértica, siendo responsable de 250 casos de

infecciones de meningoencefalitis amibiana primaria en todo el mundo.
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e Cope ycols. en el 2016 contabilizaron que desde 1962 y hasta el 2015, se han registrado
en Estados Unidos de América 138 casos de meningoencefalitis amibiana primaria en

un ambito de 0 a 8 casos por afio.

e Martinez-Castillo y cols. en el 2016 reportaron entre 255 y 300 casos de

Meningoencefalitis Amibiana Primaria debidas a Naegleria fowleri a nivel mundial.

2. Registro de amibas de vida libre en México.

e Riveray cols. en 1984 aislaron a las especies Acanthamoeba castellanii, Acanthamoeba
culbertsoni y Naegleria fowleri de la nariz, boca y faringe de 30 pacientes femeninos de

una clinica de odontologia de la Universidad Nacional Auténoma de México.

e Rivera y colaboradores en1987 aislaron amibas de vida libre de la atmdsfera de la
Ciudad de México y areas conurbadas. Entre las especies que fueron identificadas estan
Naegleria spp., Acanthamoeba polyphaga, A. astronyxis, A. castellanii, A. culbertsoni,

Vahlkampfia sp., entre otras.

¢ Riveray cols. en 1988 colectaron muestras de agua en tres balnearios de agua termal en
Tecozautla, Hidalgo. Se identificaron amibas de los géneros Naegleria, Acanthamoeba

y Willaertia.

e Rivera y colaboradores en 1993 lograron aislar a los géneros Acanthamoeba,
Vahlkampfia, Naegleria y Vermamoeba (ex Hartmannella) en tres bafieras de
fisioterapia y en 11 albercas de uso recreativo con niveles de cloro inferiores a 5.31

mg/ml en la Ciudad de México.
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e Lo&pez-Corella y cols. en 1989 reportaron el fallecimiento de un adolescente de 13 afios
en Huetamo, Michoacén. Se realizd una necropsia, la cual revel6 numerosos trofozoitos

que fueron identificados por inmunohistoquimica como Naegleria fowleri.

e Laresen 1991 realiz6 un estudio ameboldgico en tres tinas de hidroterapia, tres jacuzzis
y nueve piscinas de uso recreativo en Sonora. Identifico a 42 especies de AVL, entre las
que destacan Acanthamoeba polyphaga, A. astronyxis, A. culbertsoni, A. castellanii, A.

ryorebay A. quina.

e Lares y cols. en 1993 aislaron cinco cepas de Naegleria de muestras de pacientes con
meningoencefalitis amibiana primaria y una cepa de un canal de artificial. Las
caracteristicas de crecimiento, resultados seroldgicos, patrones de isoenzimas y pruebas
de patogenicidad en modelos murinos permitieron la identificacion de estos aislados

como Naegleria fowleri.

e Rivera y cols. en 1993 aislaron e identificaron amibas de vida libre obtenidas de
albercas recreativas y de fisioterapia. Identificaron varias especies pertenecientes a los

géneros Acanthamoeba, Vahlkampfia y Naegleria.

e Rivera en 1994 colecté muestras de amibas suspendidas en el aire de la Ciudad de
México- Se obtuvieron 108 cepas, de las cuales 19 fueron patégenas después de ser
inoculadas via intranasal e intracerebral en modelos murinos. Las especies mas
abundantes pertenecieron a los géneros Acanthamoeba, Vahlkampfia y Vermamoeba (ex
Hartmannella). Este estudio demostrd la viabilidad de los quistes de las amibas aisladas

del aire de la Ciudad de México.

e Centeno y cols. en 1996 documentaron el caso clinico de un paciente con

meningoencefalitis y bronconeumonia en Puebla. Identificaron la presencia de
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Vermamoeba vermiformis en el LCR del paciente, sin embargo, no se relacioné a este

protozoo como agente causal de la infeccidn sino como un colonizador oportunista.

e Lares en el 2001 registro los casos de infecciones por amibas de vida libre en México,
concluyendo que los casos por meningoencefalitis amibiana primaria fueron los mas
frecuentes, seguido por EAG causada por Balamuthia mandrillaris y con sélo cuatro
casos de QA.

e Cervantes en el 2007 caracteriz6 cepas de N. fowleri aislados de liquido cefalorraquideo
de dos pacientes en el Noreste de México. Se realizaron como pruebas confirmatorias
estudios de flagelacion, de ultraestructura, patrones proteicos y proteasas, asi como de
PCR. Los resultados de las pruebas determinaron como agente causal de la infeccién a

N. fowleri.

e Guzman-Fierros y cols. en el 2008 identificaron 15 cepas del género Naegleria
pertenecientes a las especies: N. lovaniensi, N. tihangesis y N. americana en nueve

sitios de uso recreativo en Hornos, Sonora.

e Lares en el 2009 tomo muestras de diez sitios diferentes del VValle de Mayo, Sonora con
el objetivo de identificar especies de AVL nativas del lugar, asi como la busqueda de
Naegleria fowleri. Logré identificar 11 géneros de AVL en aguas superficiales de la
region, el aislamiento de Naegleria fowleri resultd negativo, sin embargo, no descart6

su presencia.

e Lares en el 2010 midi6 la concentracion de Naegleria en areas recreacionales de
Hornos, Sonora. Encontré que Naegleria presenta su maxima concentracion durante el

verano y el otofio.
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e Bonilla y cols. en el 2010 tomaron muestras de agua provenientes de 27 casas de la
Ciudad de México y area metropolitana y de solucién salina de lentes de contacto.
Obtuvieron cinco aislados de Acanthamoeba de 200 muestras, la gran mayoria

resultaron no patogenas.

e Gallegos y cols. en 2014 realizaron una revision taxonomica de 142 publicaciones,
registrando 315 especies de amibas. Reportaron ademas que nueve estados de la

Republica Mexicana no tienen ningln estudio de amibas de vida libre.

e Bonilla-Lemus y cols. en el 2014 tomaron muestras en 32 sitios de 18 cuerpos de agua
de la cuenca de México, encontrando 120 especies de amibas de vida libre agrupadas en
18 géneros, de los cuales, los mas frecuentes fueron Vannella, Rosculus y

Acanthamoeba.

e Ortiz-Ortega y cols. en el 2014 aislaron 46 cepas del género Acanthamoeba, de las
cuales 30 resultaron patdgenas en pruebas con modelos murinos en nueve sitios de la

Huasteca Potosina.

e Lares-Jiménez y cols, en el 2018 realizaron en agua caliente un estudio amebolégico en
el cual, identificaron mediante PCR a las especies: Naegleria lovanensis,
Acanthamoeba jacobsi, Stenamoeba spp. y Vermamoeba vermiformis de cuerpos de

agua termales en “Agua Caliente”
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I11. JUSTIFICACION.

La investigacion de protistas, sobre todo de aquellos que representan un peligro potencial para
la salud del ser humano en nuestro pais es escasa, de los 819 estudios realizados, Unicamente 41
han tenido lugar en el estado de Michoacan (Gallegos, 2014), lo que representa el 5 % del total
de estudios amebologicos y en lo que respecta a la zona de Laguna Larga en Los Azufres,
Michoacéan, no se cuenta con ningun registro previo al presente. Esta zona se caracteriza por
sus cuerpos de agua recreativos y termales, lo que ofrece las condiciones Optimas para la
proliferacion de amibas de vida libre con potencial patdgeno (Avila, 2007), ademas generan
una importante afluencia de turistas debido a que se les atribuyen propiedades curativas y
efectos positivos sobre el ser humano que se imputan a sus aguas termales (Arévalo-Pacheco,
2014). Son por estas razones que puede considerarse como un posible foco importante de

infeccion.

De acuerdo con la OMS (WHO, 2001), cuando un cuerpo de agua se utiliza para actividades
recreativas (deportes acuaticos, natacion, buceo, etc.) se debe realizar un estudio
microbiologico de la calidad del agua para garantizar la seguridad de los usuarios ademas, en el
2010, en el Diario Oficial de la Federacion se publicé la Norma Oficial Mexicana NOM-245-
SSA1-2010 “Requisitos sanitarios y calidad del agua que deben cumplir las albercas con el fin
de prevenir y minimizar los riesgos a la salud publica”, en la cual se contempla como
lineamiento operativo la ausencia de Naegleria fowleri y Acanthamoeba. En el 2015 la
Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) publicé el Manual
Operativo de Vigilancia de Agua de Contacto Primario en Playas y Cuerpos de Agua Dulce, el
cual, al igual que la NOM-245-SSA1-2010 tiene como finalidad prevenir riesgos a la salud, sin
embargo, no se tiene contemplada la bdsqueda de AVL como posibles agentes infecciosos en

dicho Manual Operativo.

Debido al poco conocimiento de los profesionales de la salud de estos protozoos como agentes
infecciosos emergentes, el antecedente de un caso de Meningoencefalitis Amibiana Primaria en
el estado de Michoacan, la falta de centros de vigilancia epidemioldgica y la alta probabilidad
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de un mal diagnéstico de estas infecciones han hecho que la importancia e impacto real de estos
protozoos sobre la salud puablica pase desapercibida (Lares-Villa, 2001; Visvesvara, 2008,
2014; Lorenzo-Morales, 2010). La importancia de realizar un estudio para confirmar la
presencia de amibas de vida libre con potencial patdgeno estriba no solo en las razones antes
mencionadas, sino también en dar un panorama de posibles focos de infeccion en el territorio
nacional a los turistas y autoridades sanitarias pertinentes, ademas de contribuir al
conocimiento de la riqueza y distribucion de estos microorganismos, asi como servir como base

para posteriores estudios
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IV. OBJETIVOS.

1. Objetivo general.

e Aislar e identificar amibas de vida libre potencialmente patdgenas en cuerpos de agua
de uso recreativo del balneario Laguna Larga, Los Azufres, Michoacan en las épocas de

lluvia y secas.
2. Objetivos particulares.

e Aislar y cultivar amibas de vida libre potencialmente patdgenas a partir de diferentes

biotopos presentes en las muestras de agua del balneario Laguna Larga, Los Azufres.

e ldentificar y ubicar taxondmicamente mediante sus caracteristicas morfolégicas a las

amibas de vida libre potencialmente patégenas.

e Determinar la distribucion estacional y por biotopos de las AVL e identificar la época

del afio con mayor diversidad de estos protozoos.

e Correlacionar los factores fisicoquimicos (temperatura del agua y ambiental, pH vy
conductividad) con la presencia de amibas de vida libre en el balneario Laguna Larga,
Los Azufres, Michoacén.

e Analizar mediante el indice de Jaccard el grado de similitud entre cuerpos de agua del

balneario Laguna Larga, Los Azufres.

e Ubicar los cuerpos de agua donde se encuentran las amibas de vida libre potencialmente
patégenas que representen una amenaza para la salud publica y emitir recomendaciones

preventivas a usuarios y administradores del balneario.
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V. AREA DE ESTUDIO.
1. Ubicacién

El balneario Laguna Larga estd ubicado en el Parque Nacional Los Azufres, en el Municipio de
Ciudad Hidalgo, Michoacéan, ubicado entre los 19°45°47°” y 19°50°15>* N y 100°38’44”* O,
con una vegetacién de bosque de pino-encino y oyamel. Dicha area contiene varios balnearios
considerados de interés turistico por sus propiedades termales y terapéuticas que se les han
atribuido a dichos cuerpos de agua. La zona posee climas que van de: semicélido-subhumedo,
templado-subhiimedo y semifrio-subhimedo, todos con lluvias en verano. La temperatura
media anual oscila entre los 8 y 20 °C. Tiene una precipitacion total anual de 1,000-1,500 mm.
Entre sus principales actividades econdmicas se encuentra la agricultura temporal y de riego,
ganaderia, comercial y turistica. (Gutiérrez, 1982; Stanford, 2015; CONABIO, 2017).

2. Descripcion general del balneario Laguna Larga, Los Azufres

El balneario Laguna Larga estd dividido en tres secciones: San Alejo, Viveros y Laguna. La
seccion San Alejo esta formada por seis albercas y un yacimiento de agua termal (Fig.10 A-F),
dichos cuerpos de agua estan localizados en un gradiente de altitud que va desde los 5 hasta los
70 metros (tomando como referencia la orilla de la Laguna (Fig. 11), siendo el yacimiento de
agua termal el cuerpo de agua localizado a una mayor altitud. Esta diferencia de altitud
permitio a los administradores del lugar crear un sistema de tuberias que alimentara a todas las
albercas del balneario. La seccion Viveros solo cuenta con dos albercas, una de las cuales no
pudo ser muestreada debido a reparaciones y remodelaciones en dicha alberca (Fig. 12). La
Gltima seccidn es Laguna Larga, en la cual no hay ninguna alberca, solo como su hombre hace

referencia, la Laguna (Fig. 13).
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Figura 10. Albercas de la seccidén San Alejo (A-F). Fotos tomadas por Taméz-Hernandez, 2017
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Figura 11. Balnario Laguna Larga, Los Azufrs, Michoacan y representacion de elevacion
topogréafica (Google Earth, 2018).

Figura 12. Alberca de la seccion Viveros. Foto tomada por Taméz-Hernandez, 2017

Figura 13. Seccién Laguna. Foto tomada por Taméz-Hernandez, 2017
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VI. MATERIAL Y METODOS.

Se llevaron a cabo dos muestreos en el balneario “Laguna Larga” Los Azuftres, el primer
muestreo se efectud a principios de agosto (temporada de lluvia) y el segundo a finales de

octubre (temporada de sequia) del 2016.

1. Trabajo en campo

1.1 Recolecta y transporte de muestras

En cada muestreo se recolectd un total de 45 muestras provenientes de siete albercas, un
yacimiento de agua termal y de la orilla de “Laguna Larga”. En cada alberca se realizaron cinco

tomas de muestra y 10 en Laguna Larga. Se incluyeron diferentes biotopos, los cuales fueron:

a) Biopelicula flotante (recoleccién manual)

b) Biopelicula adherida (recoleccion por raspado de la superficie de las paredes interiores
de las albercas)

c) Sedimentos (recoleccion manual)

d) Muestra mixta de agua de superficie, a media profundidad y del fondo

La toma de muestras de agua, biopeliculas se llevaron a cabo en tubos estériles de polipropileno

de boca ancha de 100 ml. Todas las técnicas se realizaron de acuerdo con Baird (1999).
1.2 Registro de factores fisicoquimicos del agua “in situ” y transporte

Para correlacionar los paramétros fisicoquimicos del agua con la presencia/ausencia de amibas
se midieron los siguientes parametros fisicoquimicos en cada cuerpo de agua del balneario
durante todo el afio: temperatura del agua (°C), pH y conductividad (uS/cm). Las muestras se
transportaron a temperatura ambiente al Laboratorio de Patogenos Emergentes (LIPE) de la
Unidad de Investigacion Interdisciplinaria para Ciencias de la Salud y la Educaciéon (UIICSE)

de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala de la UNAM para su procesamiento.
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1.2.1 Temperatura del agua

Se registrd la temperatura del agua (°C) con un medidor digital HANNA waterproof modelo
H19040, las lecturas fueron tomadas de la siguiente manera: se sumergié el electrodo en el
agua a una profundidad aproximada de 15 cm esperando la estabilizacion la lectura del

electrodo.
1.2.2 pH

Se registro el pH con un medidor HANNA waterproof. modelo H19040. Se realiz6 el mismo
procedimiento, sumergiendo el electrodo en el agua y se espero a la estabilizacion para la toma

de lectura.
1.2.3 Conductividad

El parametro de conductividad (uS/cm) se tomé con un medidor HANNA Waterproof modelo
H19040 sumergiendo el electrodo en el agua y se espero su estabilizacién para la toma de la

lectura.

2. Trabajo en laboratorio
2.1 Aislamiento y cultivo de amibas de vida libre

2.1.1 Biopeliculas y sedimento

Las muestras fueron procesadas de acuerdo con el método descrito por De Jonckheere (1984)
tomando alicuotas de 50 ml y se centrifugaron a 2,500 rpm durante 10 minutos en una
centrifuga Boeco-U32. El sobrenadante fue desechado, se resuspendio la pastilla y se sembrd
una muestra sobre placas con medio de agar no nutritivo (NNE) (Anexo 5) previamente
inoculadas con Enterobacter aerogenes inactivada por calor. Las placas fueron incubadas a una

temperatura de 37 °C durante 24 horas.
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2.2 Clonacion

Una vez transcurridas las 24 horas se procedio a hacer las primeras observaciones de las placas
en un microscopio 6ptico invertido Nikon Eclipse TS100 cada placa se marc6 donde se observo
una mayor abundancia de amibas con un morfotipo similar para cortar con un bisturi estéril 1

de agar y colocarlo en una nueva placa con medio NNE y se conservaron a temperatura
ambiente durante 24 horas dentro de bolsas de plasticos para evitar la desecacion (De
Jonckheere. 1984).

2.3 ldentificacion morfoldgica de las amibas de vida libre

Transcurridas 24 horas se observo bajo microscopio cada caja Petri y se hicieron las resiembras
necesarias para separar trofozoitos. La identificacion de los aislados amibianos fue llevada a
cabo tomando en cuenta los criterios morfoldgicos de quistes y trofozoitos basados en las
claves taxondmicas dicotomicas de Page (1988) y Pussard y Pons (1977). Se tomaron muestras
de cada placa haciendo un barrido con solucién salina, se colocaron en un portaobjetos, se
observaron en un microscopio éptico invertido modelo Nikon TS100 a 10, 20 y 40x y se llevo a

cabo un registro fotografico con una camara Nikon coolpix 9.
2.4 Andlisis estadistico

Para correlacionar la presencia/ausencia de las amibas con los parametros fisicoquimicos de los
cuerpos de agua en los que fueron aislados, se realizd un analisis de varianza ANOVA
multifactorial con ayuda del programa Sigma Plot ®. Se utilizé el coeficiente de Jaccard para
medir el grado de similitud entre cada cuerpo de agua, asi como entre temporadas y se

construy6 un dendograma con el programa Primer 6 (Chao, 2004).
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Aislados amibianos

Se aislaron 23 especies de amibas durante este estudio (Anexos 2 y 4. Cuadros 16 y 17). En el

primer muestreo realizado durante el mes de agosto (temporada de lluvias) se identificaron un
total de 21 especies pertenecientes a 12 géneros (Cuadro 3).

Géneros

Especies
Acanthamoeba A. polyphaga*
A. culbertsoni*
A. triangularis *
Arcella A.sp
A. vulgaris
Vermamoeba V. vermiformis
Mayorella M. sp
Naegleria N. fowleri*
N. gruberi
N. jadidni
Paratetramitus P. jugosus
Saccamoeba S.sp
Sappinia S. pedata™
Thecamoeba T. striata
Trinema T.sp

Cuadro 3. Géneros y especies amibianas aisladas durante el mes de agosto en el balneario

Laguna Larga, Los Azufres. Amibas consideradas como potencialmente patégenas para el ser
humano (*).
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Géneros Especies

Vannella V. mira
V. platypodia
V.simplex
V.sp
Vahlkampfia V.sp

Cuadro 3. Géneros y especies amibianas aisladas durante el mes de agosto en el balneario
Laguna Larga, Los Azufres. Amibas consideradas como potencialmente patdgenas para el ser
humano (*).

En el segundo muestreo, realizado durante el mes de octubre (temporada de sequia) se aislaron

13 especies (ver Anexo, Cuadro 17) agrupadas en ocho géneros. (Cuadro 4).

Géneros Especies

Arcella A.sp
A. vulgaris
Korotnevella K. bulla
K. stella
Mayorella M. sp
Naegleria N. fowleri *
N. jadini
Saccamoeba S.sp
Trinema T.sp

Cuadro 4. Géneros y especies amibianas aisladas durante la época de sequia en el
balneario Laguna Larga, Los Azufres. Amibas consideradas como potencialmente patdgenas
para el ser humano (*).
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Géneros Especies ‘
Vannella V. lata
V. platypodia
V. simplex
Vahlkampfia V.sp

Cuadro 4. Géneros y especies amibianas aisladas durante la época de sequia en el balneario
Laguna Larga, Los Azufres. Amibas consideradas como potencialmente patogenas para el ser

humano (*).

El balneario Laguna Larga, Los Azufres es un sistema de albercas alimentado por un
yacimiento de agua subterrdneo termal. Debido al movimiento del agua provocado por la
actividad de los bafistas de la zona y la corriente que se genera por la diferencia de altitud en la
que se encuentran ubicadas las albercas, la formacion de biopeliculas resulta complicada, por lo
que la toma de muestras de este biotopo en particular fue realizada cuando no habia actividad
de los bafistas. Ademas, todas las albercas son lavadas y cloradas de manera frecuente por la
administracion del lugar, lo que también evita la formacién de biopeliculas en las paredes de las
albercas, por lo que este biotopo no fue encontrado con mucha frecuencia durante el muestreo.
Cabe sefialar que la administracion no cuenta con un horario establecido para dicha
desinfeccidn ni cuenta con protocolos estandarizados para el trato sanitario de los cuerpos de
agua como lo marca la Norma Oficial Mexicana NOM-245-SSA1-2010 “Requisitos sanitarios
y calidad del agua que deben cumplir las albercas con el fin de prevenir y minimizar los riesgos

a la salud publica”.

Los biotopos donde se lograron obtener el mayor nimero de aislados amibianos en ambos
muestreos (temporada de lluvia y de sequia) fueron las muestras mixtas seguidas de las
biopeliculas flotantes (Fig. 14). De acuerdo con Rodriguez-Zaragoza (1994) los procesos de
resuspension permiten que las amibas se desplacen a lo largo de toda la columna de agua,
permitiéndoles alcanzar la interfase agua-aire donde disponen de condiciones mas favorables

para su desarrollo y proliferacion, dichos procesos pueden ser provocados por la actividad de
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los bafistas de la zona. Ademas, Wingender en el 2011 remarca la importancia de las
biopeliculas flotantes para el desarrollo de las amibas de vida libre, por lo que encontrarlas con

frecuenciaen este biotopo en particular es muy comun
25
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Figura 14. Muestras positivas de aislados amibianos de los diferentes biotopos presentes en los

cuerpos de agua del balneario Laguna Larga, Los Azufres.

En la Figura 15 se aprecian las frecuencias de las especies amibianas aisladas de los cuerpos de
agua en ambos muestreos. La época del afio en la cual se registri la mayor riqueza especifica de
amibas de vida libre fue durante la temporada de lluvias, en la que se registraron 21 de las 23
epecies totales presentes en el estudio, siendo Naegleria fowleri la mas frecuente, ya que se

logré aislar en el 66 % de los cuerpos de agua que fueron muestreados.
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Figura 15. Frecuencia de aislados amibianos durante la temporada de lluvias en el balneario

Laguna Larga, Los Azufres, Michoacan.

En contraste, durante la temporada de sequia se aislaron Gnicamente 13 especies; y de nueva
cuenta Naegleria fowleri fue la amiba con mayor frecuencia en los cuerpos de agua

muestreados (Flg. 16)

Se lograron aislar a los géneros: Acanthamoeba, Naegleria y Sappinia los cuales son protozoos
que han sido reportados de importancia médica (Schuster, et al., 2004; Visvesvara, 2006;
Lorenzo-Morales, et al., 2010; Trabelsi, et al., 2012). La prevalencia de Vannella puede ser el
reflejo de su habilidad para habitar la columna de agua cuando el trofozoito cambia a su forma
flotante (Page, 1988). Rodriguez-Zaragoza (1994) reporta que los géneros encontrados con
mayor frecuencia en los cuerpos de agua son: Naegleria, Paratetramitus, Vahlkampfia y

Vermamoeba, dichos resultados concuerdan con los obtenidos en el presente estudio. todos
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presentan una fase quistica que les permite sobrevivir cuando las condiciones del medio en el
que se desarrollan no son favorables. La prevalencia de Naegleria y de otros valkamfidos en
sistemas acuaticos puede ser explicada no solo por su amplio &mbito de tolerancia a diferentes
parametros fisicoquimicos, sino también por su fase ameboflagelar, la cual le permite migrar a
lo largo de la columna de agua, tal y como lo propone Griffin en 1985.

Arcella vulgaris Korotnevela stella
Vahlkampfia sp. Arcella sp 3% 3%
_ [PORCENTAJE]  [PORCENTA..,
Vannella simple.: |
14%

Vannella platypodia
14%

Mayorella sp.
[PORCENTAJE]

Vannella lata
10% 3

Naegleria fowleri

Trinemasp — 20%

[PORCENTAJE]
Saccamoeba sp. / L Naegleria gruberi

[PORCENTAJE] 10%
Figura 16. Frecuencia de aislados amibianos durante la temporada de sequia en el balneario

Laguna Larga, Los Azufres, Michoacan.
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2. Posicion taxondmica de las especies de AVLPP registradas

De las especies de AVLPP aisladas e identificadas se incluye la ubicacién taxonémica, la cual,
es presentada siguiendo la clasificacion propuesta por Adl y cols. en el 2018. Ademas de una
descripcion breve basada en caracteristicas morfologicas de los quistes y trofozoitos, se

incluyeron también las medidas de cada especie registrada.

Supergrupo: Amebozoa Lihe 1913, emend. Cavalier-Smith, 1998
e Tubulinea Smirnov et al., 2005
ee FEuamoebida Lepsi, 1960, emend. Smirnov et al., 2011
Saccamoeba
ee Arcellinida Kent, 1880 [Testacealobosia De Saedeleer, 1934]
eee Arcellina Haeckel, 1894
Arcella
eee Echinamocbida
Vermamoeba
e Discosea Cavalier-Smith et al., 2004
e e Flabellinia Smirnov et al., 2005
eee Dactylopodida Smirnov et al., 2005
Korotnevella
eee Vannellida Smirnov et al., 2005
Vannella
ee [ ongamoebia Cavalier-Smith & Smirnov in Smirnov et al., 2011
eee Dermamocbida Cavalier-Smith, 2004
Mayorella
eee Thecamoebida Schaeffer, 1926
Thecamoeba
Sappinia
eee Centramoebida Rogerson y Patterson 2002, emend. Cavalier-Smith, 2004
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Acanthamoeba

Supergrupo: SAR Bigelowiella natans Moestrup y Sengco, 2001 (Rhizaria), Nanney y McCoy,
1976 (Alveolata) y Cleve, 1873 (Stramenopiles).

e Rhizaria Cavalier-Smith, 2002

ee Cercozoa Cavalier-Smith 1998, emend. Adl et al., 2005
eee Imbricatea Cavalier-Smith, 2011 [Cavalier-Smith, 2003]
eeee Silicofilosea Adl et al., 2005, emend. Adl et al., 2012
eeeee FEuglyphida Copeland 1956, emend. Cavalier-Smith, 1997
eeeeee Trincmatidac Hoogenraad y De Groot, 1940, emend Adl et al.,
2012

Trienema

Supergrupo: Excavata Cavalier-Smith, 2002, emend. Simpson, 2003
e Discoba Simpson in Hampl et al., 2009
e e Discicristata Cavalier-Smith, 1998
eee Heterolobosea Page y Blanton, 1985
eeee Tetramitia Cavalier-Smith 1993, emend. Cavalier-Smith en Cavalier-Smith y

Nikolaev, 2008 [Vahlkampfiidae Jollos, 1917]
Naegleria
Tetramitus

Vahlkampfia
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3. Descripcion y registro fotogréafico de las especies de AVLPP

Acanthamoeba polyphaga (Puschkarew, 1913)

El endoquiste es irregular y practicamente nunca estelar, posee 4-6 brazos con los que se une al

exoquiste. Puede ser de forma esférica y en ocasiones ovoide, llega a medir 14 um (Fig. 17).

Figura 17. Fotografia del quiste de Acanthamoeba polyphaga, en microscopio invertido en

contraste de fases, 400X. Nucleo (n), endoquiste (enq), ectoquiste (ecq).
Acanthamoeba culbertsoni (Singh y Das, 1970)

La pared del exoquiste es muy delgada, ondulada y rugosa, cercana al endoquiste. El
endoquiste usualmente es redondo y ocasionalmente de forma poligonal. Mide

aproximadamente entre 15y 18 um (Fig. 18).

Figura 18. Fotografia del quiste de Acanthamoeba culbertsoni, en microscopio invertido en

contraste de fases, 400X. Nucleo (n), endoquiste (enq), ectoquiste (ecq).
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Acanthamoeba triangularis (Pussard y Pons, 1977)

El ectoquiste esférico u ovoide, endoquiste generalmente triangular, a veces cuadrado, mide

aproximadamente 13 um (Fig. 19).

Figura 19. Fotografia del quiste de Acanthamoeba triangularis, en microscopio en contraste de

fases, 400X. Nucleo (n), endoquiste (enq), ectoquiste (ecq).
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Naegleria fowleri (Carter, 1970)

El trofozoito es altamente activo y variable en forma y tamafio, se caracteriza por la presencia
de lobopodios romos. El citoplasma es ligeramente granular y contiene un ndcleo conspicuo
con nucléolo central. Se observan vacuolas alimenticias y contractiles. EI quiste es redondo y

contiene un sélo ndcleo con un nucléolo central, mide entre 7 y 14 um (Figura 20 A-B).

Figura 20. Fotografia del trofozoito (A) y quiste (B) de Naegleria fowleri en microscopio

invertido en contraste de fases, 400X. nucleo (n), vacuola contractil (vc), uroide (ur),

endoquiste (enq), ectoquiste (ecq).
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Naegleria gruberi

La pared del quiste puede ser lisa, rugosa o angular, también poseen poros, los cuales poseen
un borde engrosado, puede medir entre 9y 23 um (Fig.21 A-B).

Figura 21. Fotografia del trofozoito (A) y quiste (B) de Naegleria gruberi en microscopio
invertido en contraste de fases, 400X ndcleo (n), vacuola contractil (vc), uroide (ur), cromatina

periférica (cp).
Naegleria jadini (Willaerty Le Ray, 1973)

La pared del quiste es lisa, los bordes de los poros no estan engrosados (Fig. 22)

Figura 22. Fotografia de quiste de Naegleria jadini en microscopio invertido en contraste de
fases, 400X. nucleo (n), cromatina periférica (cp).
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Sappinia pedata Alexeiff, (1912 ex Hartmann y Néagler, 1908).

Quiste liso, presenta de dos a tres nlcleos generalmente, mide aproximadamente 15- 30 um
(Fig. 23)

Figura 23. Fotografia de quiste de Sappinia pedata en microscopio invertido en contraste de

fases, 400 X. Ndcleo (n), endoquiste (eng), ectoquiste (ecq)
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4. Parametros fisicoquimicos del agua

Los géneros Acanthamoeba y Naegleria son resistentes a un amplio intervalo de valores de
temperatura, pH, oxigeno disuelto, conductividad, entre otros, ambos géneros dentro de su ciclo
de vida comparten la fase quistica, la cual les confiere a las amibas una resistencia Gnica que
hace posible su sobrevivencia en ambientes con condiciones desfavorables (Schuster, 2004;
Oddo, 2006; Thomas, 2010).Cabe mencionar que la temperatura ha sido el factor que mas se ha
citado como determinante en las variaciones de las densidades de las poblaciones de las amibas
de vida libre (Dive, 1982; Kyle, 1986).

Durante la temporada de lluvias la temperatura del agua oscilé entre los 26 y 40 °C, dicho
periodo comprenden los meses de mayo o septiembre. La temperatura promedio durante esta
temporada fue de 32 °C, siendo el mes de mayo cuando se registraron los valores mas altos de
temperatura (Anexo 3. Cuadrol0). De la misma forma, el cuerpo de agua en el que se registrd
una mayor temperatura durante la temporada de lluvia fue en el nacimiento de agua termal (Fig.
24).

—4¢— Nacimiento Alberca 1 Alberca 2 Alberca 3 == Alberca 4
°c —@— Alberca 5 =t Alberca 6 = Alberca 7 = | aguna Larga
45
40 O N
v\A

35 0 -

25

20
15
10

5

0
MAYO JUNIO JULIO AGOSTO SEPTIEMBRE

Figura 24. Temperatura del agua en el balneario Laguna Larga, Los Azufres durante la

temporada de lluvia.
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En contraste durante la temporada de sequia, la temperatura vario entre los 26 y 36 °C con una
temperatura promedio de 31 °C. EIl mes en el cual se registro la temperatura mas elevada fue en
octubre (Ver Anexo 3. Cuadro 11). Coincidiendo con la temporada de lluvias, el nacimiento de
agua termal fue el cuerpo de agua mas célido de la temporada. La temperatura promedio anual

para el balneario Laguna Larga, Los Azufres fue de 31 °C (Fig. 25)

°C —&— Nacimiento == Albercal Alberca 2 Alberca 3 == Alberca 4

—@— Alberca 5 =t Alberca 6

Alberca 7 e | aguna Larga

40

35

30

25
20
15

10

OCTUBRE NOVIEMBRE DICIEMBRE ENERO FEBRERO MARZO ABRIL

Figura 25. Temperatura del agua en el balneario Laguna Larga, Los Azufres durante la

temporada de sequia.

La conductividad fue constante a lo largo de todo el afio, oscilando entre los 3.47 y 3.65 puS/cm
en casi todos los cuerpos de agua, exceptuando Laguna Larga, donde los valores oscilaron entre
4.2 4.4 uS/cm (Anexo 3. Cuadros 12 y 13) (Fig. 26 y 27).
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Figura 26. Conductividad (uS/cm) del agua en el balneario Laguna Larga, Los Azufres durante
la temporada de lluvia.
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Figura 27. Conductividad (puS/cm) del agua en el balneario Laguna Larga, Los Azufres durante

la temporada de sequia.
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El pH en todos los cuerpos de agua muestreados indica una elevada acidez, siendo el valor
minimo de 3.34 y 4.75 como maximo durante la temporada de lluvia (Fig. 28) Al igual que en
los valores de la temperatura, mayo fue el mes en el cual se registraron los valores mas altos de
acidez, promediando 4.47 (Anexo 3. Cuadro 14).

—4&— Nacimiento —i— Alberca 1 Alberca 2 Alberca 3 == Alberca 4
pH —@®— Alberca 5 =t Alberca 6

5

4

Alberca 7 = | aguna Larga

MAYO JUNIO JULIO AGOSTO SEPTIEMBRE
Figura 28. pH del agua en el balneario Laguna Larga, Los Azufres durante la temporada de
luvia.

Durante la temporada de sequia, los valores registrados oscilaron entre 3.3 y 4.7. La media
anual registrada fue de 4.3. Siendo la temporada de lluvia en la que se registr6 una mayor
acidez en los cuerpos de agua (Anexo 3. Cuadro 15) (Fig.29).

pH —&— Nacimiento —— Alberca 1 Alberca 2 Alberca 3 == Alberca 4
—@— Alberca 5 -t Alberca 6

Alberca 7 = Laguna Larga

e ————
D e ———————————

OCTUBRE NOVIEMBRE DICIEMBRE ENERO FEBRERO MARZO ABRIL
Figura 29. pH del agua en el balneario Laguna Larga, Los Azufres durante la temporada de
sequia.
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A excepcidn de la conductividad, los pardmetros fisicoquimicos del agua registrados mostraron
una tendencia a decrecer en funcion de la elevacién a la que se encontraba el cuerpo de agua.
Es decir, los cuerpos de agua ubicados a una mayor elevacion registraron valores mas elevados
en temperatura y pH (menos en Laguna Larga). Esto pudiera ser explicado por la corriente
generada por el gradiente de elevacion anteriormente mencionado y al arrastre de materia

organica que esto conlleva.

Los valores de pH registrados en los cuerpos de agua en el balneario Laguna Larga, Los
Azufres indican una elevada acidez que no han sido documentados en otros estudios
amebologicos de cuerpos de agua termales. Sin embargo, Carter en 1960 reporta que el pH
tolerado por las amibas de vida libre potencialmente patdgenas oscila entre 4.6 y 9.5 en cultivos
in vitro y Kyle en 1985 reporta que las comunidades de amibas de vida libre pueden tolerar
variaciones amplias en los parametros fisicoquimicos, incluyendo el pH, por lo que dicho

factor, tampoco es determinante para la presencia de las amibas de vida libre.

Se han realizado numerosos estudios enfocados a aislar amibas de vida libre con potencial
patogeno de diferentes cuerpos de agua (Avila, et al., 2007; Guzman-Fierros, et al. 2008;
Lares-Jiménez, 2009; Bonilla-Lemus et al., 2010), los resultados de la gran mayoria coinciden
en que las densidades en las poblaciones de las amibas de vida libre son mayores a medida que
se registran temperaturas mas elevadas en los cuerpos de agua. Sin embargo, Kyle en 1985 y
1986 concluy6 que los parametros fisicoquimicos no son los principales factores que inciden en
la abundancia de las poblaciones de las amibas, en su lugar, sefiala a eventos ambientales tales
como lluvias, tormentas, corrientes de viento, etc. como determinantes para el desarrollo de

dichas poblaciones en sistemas acuaticos.
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5. Andlisis estadisticos

5.1 Andlisis de varianza multifactorial

Se realiz6 un analisis de varianza mediante la prueba de Tukey con ayuda del programa Sigma
Plot® para comprobar si existian diferencias significativas entre los parametros fisicoquimicos
del agua para cada cuerpo de agua y entre la temporada de lluvias y sequias. La prueba indico
que existen diferencias significativas entre los factores fisicoquimicos de cada cuerpo de agua
muestreado. Lo mismo sucede al comparar dichos factores entre temporadas (Cuadros 5, 6 y 7).

Cuadro 5. Andlisis de varianza de la temperatura del agua. Las diferencias en los valores de los
grupos de tratamiento son mayores a los esperados por probabilidad, por lo que
estadisticamente existe una diferencia significativa entre dichos valores (DF) diferencia de
cuadrados, (SS) suma de cuadrados (MS) cuadrados medios. (P = <0.001).

Fuente de variacion DF SS MS F P
Grupos 17 758.372 44610 1831.767 <0.001
Residual 72 1.753 0.0244

Total 89  760.125

Cuadro 6. Andlisis de varianza de la conductividad del agua. Las diferencias en los valores de
los grupos de tratamiento son mayores a los esperados por probabilidad, por lo que
estadisticamente existe una diferencia significativa entre dichos valores (DF) diferencia de

cuadrados, (SS) suma de cuadrados (MS) cuadrados medios (P = <0.001)

Fuente de variacion DF SS MS F P
Grupos 17 0.0125 0.000738 112.916 <0.001
Residual 72 0.000470 0.00000653

Total 89 0.0130
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Cuadro 7. Anélisis de varianza del pH del agua. Las diferencias en los valores de los grupos de
tratamiento son mayores a los esperados por probabilidad, por lo que estadisticamente existe
una diferencia significativa entre dichos valores (DF) diferencia de cuadrados, (SS) suma de
cuadrados (MS) cuadrados medios (P = <0.001).

Fuente de variacion DF SS MS F P
Between Groups 17 13.773 0.810 2752.865 <0.001
Residual 72 0.0212 0.000294

Total 89 13.795

5.2 indice de Jaccard

Se compararon las poblaciones amibianas de acuerdo con la estacionalidad mediante el indice
de Jaccard. Al analizar la similitud de dichas poblaciones, Unicamente se encontré que las
albercal y 6 eran similares en un 70 % aproximadamente. En la figura 30 se puede observar el
grado de similitud de todos los cuerpos de agua muestreados en época de lluvias y sequia. Se
construyé un dendograma con el programa Primer 6®, el cual indica que la mayoria de las
albercas tienen una similitud menor al 40 %. Este bajo porcentaje podria ser explicado a que
existen diferencias significativas en los factores fisicoquimicos de cada cuerpo de agua
haciendo que cada unidad del balneario posea caracteristicas diferentes, las cuales pueden
influir en los requerimientos para el desarrollo de distintas especies de AVL.
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Figura 30. Dendograma de similaridad entre las poblaciones amibianas en relacion con la

estacionalidad
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VIIl. CONCLUSIONES.

1. Se aislaron siete especies de amibas potencialmente patégenas basandose en
caracteristicas morfologicas: Acanthamoeba polyphaga, Acanthamoeba

culbertsoni, Acanthamoeba triangularis, Naegleria fowleri, y Sappinia pedata.

2. Las esepcies A. polyphaga, A. culbertsoni, A. triangularis, N. fowleri y S. pedata
aisladas en el presente estudio se han reportado como patégenas para el ser

humano.

3. Naegleria fowleri fue la amiba aislada con mayor frecuencia de los cuerpos de

agua que fueron muestreados.

4. Los biotopos de los cuales se logro aislar el mayor numero de especies
provinieron de las muestras mixtas, ya que la presencia de los demas biotopos
no fue muy frecuente, debido en gran parte al mantenimiento y limpieza

efectuados en las albercas del balneario.

5. Durante la época de lluvias se encontré una mayor riqueza especifica de amibas

de vida libre potencialmente patdgenas.

6. Al registraste varias especies de amibas de vida libre en cuerpos de agua con
temperaturas elevados y niveles de pH tan bajos confirman que estos protozoos

son organismos eurdicos Y resistentes a ambientes extremos.

7. Los cuerpos de agua que forman el balneario Laguna Larga, Los Azufres poseen
caracteristicas fisicoquimicas estadisticamente diferentes haciendo que cada
cuerpo de agua ofrezca condiciones de desarrollo distintas para las amibas de

vida libre.

56
Facultad de Estudios Superioves I ztacala °




Luis Rodrigo- Tamég Herndndesg

8. La similitud entre las poblaciones amibianas durante la época de lluvias y sequia
fue del 40%

9. La presencia de amibas de vida libre potencialmente patdgenas representa un
posible foco de infeccion para los turistas del balneario, lo cual, remarca la
importancia de hacer cumplir la Norma Oficial Mexicana NOM-245-SSA1-2010
en la cual se estipula que Naegleria fowleri y el género Acanthamoeba deben

estar ausentes en aguas de tipo recreativo y de contacto directo.

10. Se debe de notificar a los turistas de la zona de los posibles riesgos para la salud
gue implican realizar actividades acuaticas en el balneario, asi como promover
acciones de prevencién como el uso de goggles, narigueras y evitar nadar si se

tienen heridas o alguna condicion de inmunoincompetencia.
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X. ANEXOS
Anexo 1. Casos de infecciones por amibas de vida libre en el pais
Cuadro 8. Casos de MEAP en la Republica de Mexicana (Lares-Villa, 2001; Tapia, 2012).

Dias de Método de Estado de
Caso Fecha Edad | Sexo |. » ] ) ) )
infeccién diagnosis residencia
Agosto, ) Baja
1 16 M 4 Necropsia
1978 California
Amiba en
2 1983 2 F - liquido Nuevo Leon
Cefalorraquideo
3 Abril, 1986 13 M 3 Necropsia Michoacéan
) S Baja
4 Julio, 1989 15 M 7 Epidemioldgico o
California
Agosto, ) ) ) Baja
5 15 M 7 Epidemiologico
1989 California
Agosto, o Baja
6 15 M 2 Epidemiologico o
1989 California
Agosto, S ) Baja
7 12 M 4 Epidemioldgico o
1989 California
Agosto, o Baja
8 5 M 6 Epidemiologico o
1989 California
Agosto, o Baja
9 12 M 5 Epidemiologico o
1989 California
Agosto, S Baja
10 14 M 4 Epidemioldgico o
1989 California
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Cuadro 8. Casos de MEAP en la Republica de Mexicana (Lares-Villa, 2001; Tapia, 2012).

Dias de Método de Estado de
Caso Fecha Edad Sexo | . . ) ) ) )
infeccién diagnosis residencia
Septiembre, o Baja
11 17 M 2 Epidemiologico o
1989 California
Septiembre, L Baja
12 9 M 8 Epidemiologico o
1989 California
) ) Baja
13 Julio, 1990 18 M 7 Cultivo o
California
Amiba en )
Agosto, ) Baja
14 10 M 4 liquido T
1990 California
Cefalorraquideo
Agosto, ) Baja
15 18 M 3 Cultivo
1990 California
Agosto, .
16 12 M 5 Cultivo Sonora
1990
Agosto, Baja
17 10 M 5 Cultivo
1990 California
Amiba en
Agosto, ) Baja
18 2 M 5 liquido T
1990 ) California
Cefalorraquideo
Agosto, ) Baja
19 1 M 2 Cultivo
1990 California
Amiba en )
) o Baja
20 Junio, 1991 30 M 9 liquido o
) California
Cefalorraquideo
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Cuadro 8. Casos de MEAP en la Republica de Mexicana (Lares-Villa, 2001; Tapia, 2012).

Dias de Método de Estado de
Caso Fecha Edad | Sexo | . . ) ) ) )
infeccién diagnosis residencia
Septiembre, ) Baja
21 2 F 6 Cultivo
1991 California
Agosto, Baja
22 8 M 3 Cultivo
1992 California
Amiba en )
Agosto, ) Baja
23 13 M 16 liquido
1992 California
Cefalorraquideo
) Amiba en )
Septiembre o Baja
24 9 M - liquido
1992 California
Cefalorraquideo
Amiba en
25 Julio 1994 13 M 10 liquido Tamaulipas
Cefalorraquideo
Amiba en )
) o Baja
26 Julio 1998 11 F - liquido T
California
Cefalorraquideo
Agosto .
27 17 M 3 Cultivo Sonora
1998
28 Agosto 6 M - Cultivo Baja
1999 California
29 Agosto 30 F 10 Cultivo Sonora
1999
30 Junio 2001 10 M 4 Cultivo Chihuahua

Facultad de Estudios Superioves I ztacala

74



Luis Rodrigo- Tamég Herndndesg

Cuadro 8. Casos de MEAP en la Republica de Mexicana (Lares-Villa, 2001; Tapia, 2012).

Caso Fecha Edad | sexo Dias de Método de Estado de
infeccion diagnosis residencia
31 2003 9 M - Cultivo Baja
California
32 2005 20 M - Cultivo Baja
California
33 Julio 2006 8 M - Cultivo Sonora
34 Mayo 2008 12 M - Cultivo Hidalgo

Cuadro 9. Casos de EAG por Balamuthia mandrillaris en la Republica de Mexicana (Lares-

Villa, 2001).

Caso Fecha Edad Sexo Estado de
residencia
1 1988 39 M Ciudad de México
2 1989 33 M Jalisco
3 1991 9 M Jalisco
4 1991 14 M Jalisco
5 1992 3 M Jalisco
6 1995 4 meses M Ciudad de México
7 - 39 M Ciudad de México
8 1992 25 M Estado de México
9 1994 42 F Ciudad de México
10 1995 32 F Guanajuato

Universidad Nacional Auténoma de México-

75



Riquega especificow de amibas de vida libve potencialimente patsgenas de
Laguwna Larga, Los Azufres, Michoacdnw

Cuadro 9. Casos de EAG por Balamuthia mandrillaris en la RepUblica de Mexicana (Lares-

Villa, 2001).
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Estado de
Caso Fecha Edad Sexo ) _
residencia
11 - 7 M Guanajuato
12 1998 10 M Puebla
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Anexo 2. Descripcion taxonomica de AVL del balneario Laguna Larga, Los Azufres

Vermamoeba vermiformis

Los trofozoitos miden 23 um, usualmente poseen cristales bipiramidales embebidos en su
citoplasma. Forma flotante con pseudépodos romos. El quiste es liso, esférico u ovoide con una
pared delgada (Fig. 31 A-B).

Figura 31. Quiste (A) y trofozoito (B) de Vermamoeba vermiformis en microscopio invertido

por contraste de fases, a 400X
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Korotnevella bulla (Shaeffer, 1926)

La forma locomotora es altamente variable, en ocasiones puede tomar la apariencia de un
triangulo irregular, la amiba forma varios dactilopodios, no se diferencia uroide, su longitud

puede variar entre las 51 y 174 um (Fig. 32).

Figura 32. Trofozoito de Korotnevella bulla en microscopio invertido por contraste de fases, a
400X
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Korotnevella stella (Shaeffer, 1926)

La forma locomotora es altamente variable, en ocasiones puede tomar la apariencia de un

triangulo irregular, la amiba forma varios dactilopodios, no se diferencia uroide, su longitud

puede variar entre 31y 60 um (Fig. 33).

Figura 33. Trofozoito de Korotnevella stella en microscopio invertido por contraste de fases,

400X
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Paratetramitus jugosus (Page, 1967)

El trofozoito mide entre 13 y 18 um de longitud. EI quise tiene una pared conformada por dos
capas una ligeramente separada de la otra, la exterior generalmente se pliega de manera
ondular. EI diametro del quiste va de 7.5 a 11.8 um, posee una pared externa ligeramente
separada de la interna, dicha pared es ondulada, no tiene ostiolos ni opérculo. EI diametro del

quiste puede variar entre 5-16 pum (Fig. 34).

Figura 34. Trofozoito de Paratetramitus jugosus en microscopio invertido por contraste de
fases, a 400X
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Thecamoeba striata (Carter, 1856)

Generalmente aplanada, oblonga, eliptica u ovoide, usualmente la superficie posee pliegues que
se prolongan anterior y longitudinalmente. Posee una vacuola contractil evidente y altamente
deformable. No se conocen quistes. Posee un nucleo con un nucléolo central, tiene una longitud

que puede ir desde 35 a 78 um (Fig. 35).

Figura 35. Trofozoito de Thecamoeba striata en microscopio invertido por contraste de fases, a
400X
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Vannella platypodia (Glaeser, 1912) Page, 1976

Posee una forma de abanico o semicircular a menudo con un uroide prolongado. El hialoplasma
frontal abarca méas de la mitad del cuerpo. Mide de 10 a 30 um de radio. Forma flotante radial
con 2 a 8 pseuddpodos radiales, los cuales pueden ser curvos cuando la forma flotante ain no
estd totalmente formada. Posee un solo nucleo vesicular con un nucléolo central homogéneo
(Fig. 36 A-B).

Figura 36. Trofozoito (A) y forma flotante (B) de Vannella platypodia en microscopio invertido

por contraste de fases, a 400X
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Vannella simplex (Wohlfarth-Bottermann, 1960)

Forma locomotora altamente variable. Casi siempre adopta una forma parecida a la de un
abanico. Posee un uroide largo que hace caracteristica a la especie. La forma locomotora puede
alcanzar una dimensién maxima de 60 um. Usualmente las medidas son de 42 a 50 um. Forma
flotante tiene forma radial con uno a nueve pseudopodos hialinos. Tanto la forma flotante como
locomotora poseen un nacleo vesicular de 6 a 11 um de radio con un nucléolo central o

excentrico (Fig. 37).

Figura 37. Trofozoito de Vannella simplex en microscopio invertido por contraste de fases, a
400X
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Vannella lata (Page, 1988)

El ancho es mayor a la longitud. Mide entre 24 y 46 um., el hialoplasma generalmente se
extiende hacia los extremos. Forma flotante entre 3 y 14 pseuddpodos distribuidos mas o
menos de manera regular, cuya longitud puede exceder hasta tres veces la masa central de la

amiba, posee un nacleo que mide entre 3.7 y 6.5 um (Fig. 38).

Figura 38. Trofozoito de Vannella lata en microscopio invertido por contraste de fases, a 400X
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Vahlkampfia sp (Chatton & Lalung-Bonnaire, 1912)

No se describe fase de flagelado en su ciclo de vida. Los quistes pueden o no tener una cubierta

gelatinosa. Solo se han reportado poros de exquistamiento en una especie (Fig. 39)

Figura 39. Trofozoito de Vannella lata en microscopio invertido por contraste de fases, a 400X
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Anexo 3. Parametros fisicoquimicos del balneario Laguna Larga

Cuadro 10. Temperatura del agua (°C) registrada en el balneario Laguna Larga durante la

temporada de lluvia

Mayo Junio Julio Agosto Septiembre
Nacimiento de agua

termal g 40.15 38.687 36.376 35.4 3592
Alberca 1 38.674 36.524 35.363 35 31.37
Alberca 2 37.826 35.489 33.799 32.12 31.96
Alberca 3 36.291 33.249 32.513 30.52 29.34
Alberca 4 34.724 32.439 31.016 29.7 29.18
Alberca 5 33.258 31.693 29.283 29.7 29.54
Alberca 6 32.654 30.285 28.327 28.86 28.63
Alberca 7 31.25 29.276 27.564 28.579 28.534
Laguna Larga 26.246 26.74 27.152 27.576 27.85

Cuadro 11. Temperatura del agua (°C) registrada en el balneario Laguna Larga durante la
temporada de sequia
Octubre | Noviembre | Diciembre Enero Febrero | Marzo Abril
Nacimiento de
agua termal 36.126 3558 32.24 34.65 34.43 33.578 36.562
Alberca 1 35.912 34.09 31.67 33.89 32.89 32.659 35.264
Alberca 2 35.328 33.13 30.42 32.96 32.56 31.372 31.458
Alberca 3 35.07 31.64 28.53 31.745 32.47 30.934 30.128
Alberca 4 34.876 31.25 27.78 31.302 31.654 | 29.987 | 28.458
Alberca 5 33.394 30.87 26.45 30.238 30.743 29.765 28.295
Alberca 6 30.776 29.42 25.54 28.579 29.276 28.534 27.548
Alberca 7 29.2831 28.327 24.89 27.78 28.86 28.579 26.365
Laguna Larga | 26.246 27.152 26.74 25.48 26.89 26.23 28.534
86

Facultad de Estudios Superioves I ztacala °



Luis Rodrigo- Tamég Herndndesg

Cuadro 12. Conductividad del agua (uS/cm) registrada en el balneario Laguna Larga durante la

temporada de lluvia

Mayo Junio Julio Agosto Septiembre
Nacimiento de agua

tormal 3.58 3.42 3.56 3.4 3.42
Alberca 1 3.48 3.4 3.54 3.6 3.4
Alberca 2 3.53 3.52 3.52 3.64 3.4
Alberca 3 3.58 3.52 3.48 3.65 3.5
Alberca 4 3.56 3.46 3.56 3.56 3.46
Alberca 5 3.46 3.4 3.54 3.56 3.6
Alberca 6 3.6 3.5 3.4 3.6 3.46
Alberca 7 3.56 3.5 3.6 3.54 3.6
Laguna Larga 4.39 4.18 4.18 4.53 4.32

Cuadro 13. Conductividad del agua (uS/cm) registrada en el balneario Laguna Larga durante la

temporada de sequia

Octubre | Noviembre | Diciembre Enero Febrero | Marzo Abril
N;gg;“teerr‘;?afe 3.56 3.46 3.54 3.52 3.65 3.56 34
Alberca 1 3.54 3.51 3.4 3.48 3.56 3.54 35
Alberca 2 34 3.48 3.56 3.48 3.56 34 3.46
Alberca 3 3.58 3.58 3.52 3.53 3.42 3.58 3.58
Alberca 4 3.56 3.58 3.52 3.55 3.4 3.56 3.58
Alberca 5 3.52 3.56 3.46 3.51 3.4 3.46 3.4
Alberca 6 3.52 3.53 3.56 3.54 35 3.6 3.4
Alberca 7 3.54 3.4 3.56 3.53 3.54 3.4 3.46
Laguna Larga 4.39 4.18 4.18 4.58 4.63 4.85 3.6
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Cuadro 14. pH registrado en el balneario Laguna Larga durante la temporada de lluvia

Mayo Junio Julio Agosto Septiembre
Nacimiento de agua

termal 4.723 3.42 3.56 4.698 4.594
Alberca 1 4.638 3.4 3.54 4.67 4.622
Alberca 2 4.575 3.52 3.52 4.61 4.384
Alberca 3 4.489 3.52 3.48 4.584 4.324
Alberca 4 4.389 3.46 3.56 3.58 4.242
Alberca 5 4.356 3.4 3.54 3.488 3.656
Alberca 6 4.254 3.5 3.4 3.404 3.504
Alberca 7 4.38 3.5 3.6 3.343 3.423

Laguna Larga 4.379 4.18 4.18 4.753

Cuadro 15. pH registrado en el balneario Laguna Larga durante la temporada de sequia

Octubre | Noviembre | Diciembre Enero Febrero | Marzo Abril
Nacimiento de

agua termal 4.536 4.609 4.458 4.534 4.421 4.26 4.579
Alberca 1 4.476 4.589 4.115 4.393 4.424 4.258 4,594
Alberca 2 4.32 4.438 3.941 4.233 4.384 4.217 4.015
Alberca 3 4.232 4.38 3.442 4.018 4.134 3.771 3.877
Alberca 4 3.89 3.904 3.375 3.723 3.947 3.638 3.636
Alberca 5 3.402 3.515 3.287 3.401 3.846 3.574 3.429
Alberca 6 3.342 3.417 3.241 3.343 3.452 3.423 3.248
Alberca 7 3.6309 3.399 3.237 3.375 3.343 3.343 3.237

Laguna
Larga 4.379 4.563 4.56 4.28 4.25 4.6 4,753
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Anexo 4. Riqueza especifica de amibas de vida libre del balneario Laguna Larga, Los

Azufres

Cuadro 16. Riqueza especifica de AVL durante la temporada de lluvias en el balneario “Laguna

Larga”

Nacimiento

de agua Alberca | Alberca | Alberca | Alberca | Alberca | Alberca | Alberca | Laguna

Especie termal 1 2 3 4 5 6 7 Larga
Acanthamobea 0 1 0 0 0 0 0 0 0
polyphaga
Acanthamc_)eba 1 0 0 1 0 0 0 0 0
culbertsoni
Aganthamgeba 0 0 0 1 0 0 0 0 0
triangularis
Arcella 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Arcella vulgaris 0 0 0 0 1 0 0 0 1
Hartr_nannglla 1 0 0 1 0 0 0 0 0
vermiformis
Korotnevela stella 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Korotnevella bulla 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mayorella sp 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Naegleria fowleri 1 0 0 1 0 1 1 1 1
Naegleria gruberi 1 0 1 0 0 0 0 1 1
Naegleria jadini 0 0 0 1 0 0 0 0 0
F’aratetramltus 0 0 0 0 0 0 0 0 1
jugosus
Saccamoeba sp 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Sappinia pedata 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Theca_m_oeba 0 0 0 0 0 0 0 0 1
quadrilineata
Trinema sp 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Vannella mira 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Vannella lata 1 1 0 1 0 0 0 0 0
vannella 1 1 0 0 1 0 1 0 0
platypodia
Vannella simplex 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Vannella sp 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Vhalkampfia 0 1 0 1 0 0 0 0 0
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Cuadro 17. Riqueza especifica de AVL durante la temporada de sequia en el balneario “Laguna

Larga”

Nacimiento
Géneros y de agua Alberca | Alberca | Alberca | Alberca | Alberca | Alberca | Alberca | Laguna
especies termal 1 2 3 4 5 6 7 Larga
Acanthamobea 0 0 0 0 0 0 0 0 0
polyphaga
Acanthamqeba 0 0 0 0 0 0 0 0 0
culbertsoni
Acanthamoeba
triangularis 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Arcella 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Arcella 0 0 0 0 0 0 0 0 1
vulgaris
Hartmannella 0 0 0 0 0 0 0 0 0
vermiformis
Korotnevela 0 0 0 0 0 1 0 0 0
stella
Korotnevella 0 0 1 0 0 0 0 0 0
bulla
Mayorella sp 1 0 1 0 0 0 0 0 0
Naegleria 1 1 0 1 0 1 0 1 1
fowleri
Naegleria
gruberi 0 0 0 1 0 0 1 0 1
Naegleria 0 0 0 0 0 0 0 0 0
jadini
Earatetramltus 0 0 0 0 0 0 0 0 0
jugosus
Saccamoeba sp 0 0 1 1
Sappinia
pedata 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Thecamoeba 0 0 0 0 0 0 0 0 0
quadrilineata
Trinema sp 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Vannella mira 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Vannella lata 1 1 0 1 0 0 0 0 0
Vannella 1 0 1 0 1 0 1 0 0
platypodia
Vannella
simplex 1 1 0 1 0 0 0 0
Vannella sp 0 0 0 0 0 0 0
Vhalkampfia 0 0 0 0 0 1 0 0 0
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Anexo 5. Soluciones e infusiones para medios de cultivo semisélido y liquido

Medio NNE (agar no Nutritivo)

Reactivos
» NaCl.......ooovieinens 0.12¢g
» MgS04.7H20............. 0.004 g
» CaCl2.2H20............... 0.146 g
» KH2POA4........cccvenee. 0.004 g
» Bactoagar................... 15¢
» Agua destilada........... 1000 mL

Procedimiento

Mezclar en seco todos los componentes, ar primero 500 mL y agitar hasta
homogeneizar la solucion, posteriormente aforara 1 L.

Calentar hasta ebullicion hasta disolver el agar.

Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.

Verter en caja Petri (15 mL aproximadamente).

Al solidificar el agar, se colocan cuatro gotas de un cultivo 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.

Solucién Prescott-James para (Amoeba proteus)

Realiza tres soluciones stock, cada una con 100 mL de agua destilada
Solucion stock A CaCl2 2H20 0.433 g.

KCI0.162 g

Solucion stock B K2HPO4 0.512 g.
Solucion stock C MgS0O4 7H20 0.280 g.
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Procedimiento

1. Combinar 1 mL de cada solucién stock y afore a 1 litro con agua destilada para obtener

2.

la solucion final.

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

Medio liquido con solucion Prescott-James

Reactivos

Solucidn Prescott-James (esteril).
Extracto de suelo con sales (estéril).
Infusion de granos (trigo, maiz, arroz)

Infusion de planta (Cerophyl 0.15%) (esteril)

Tubo de concentrado de Enterobacter aerogenes inactivada por calor.

Concentrado de muestra centrifugada.

Arena de mar (estéril) (usar para cultivo de amibas tecadas).

Material

Placa de seis pozos para cultivo celular.
Pipetas Pasteur estériles.

Mecheros.

Pipeta de 1 ml estéril

Pinzas.

Procedimiento

1. Agregar 1 mL de solucién 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:

e Extracto de suelo con sales (cuatro gotas)

e Infusién de granos (tres gotas por cada infusion de trigo, maiz y arroz)

e Infusion de planta (tres gotas)
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e Tubo de concentrado de Enterobacter aerogenes (una gota)
e Concentrado de la muestra centrifugada (seis gotas)
e Arena de mar estéril: Agregar una placa de granos de arena

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

Medio semisolido con medio NNE y solucién Prescott-James
Reactivos
e Cajas Petri.
e Pipetas Pasteur estériles.
e Mecheros.
e Pinzas
Procedimiento
1. Vaciar medio NNE en cajas Petri aproximadamente con 5 mm de grosor.
2. Posteriormente agregar la cantidad de las soluciones en la siguiente proporcion:
e Solucidn Prescott-James (seis gotas).
e Extracto de suelo con sales (cuatro gotas).
e Infusién de granos (tres gotas por cada infusién de trigo, maiz y arroz).
e Infusién de planta (tres gotas).
e Tubo de concentrado de Enterobacter aerogenes (una gota).
e Concentrado de la muestra centrifugada (seis gotas).
e Arena de mar estéril: Agregar una pizca de granos de arena
3. Dejar reposar a temperatura ambiente o colocar en incubadora segun sea el objetivo de
estudio.
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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 tenga exceso de
materia organica, arena o arcilla.

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

Cuando el suelo esté completamente seco, se pasara a través de diferentes tamices, esto

con la intencion de dejar el suelo lo més fino posible.

Procedimiento

1. Mezclar el suelo con el agua siguiendo estas proporciones:
Botella (500 mL) Botella (250 mL) Tubo
Suelo de jardin 529 359 29
Agua destilada 330 mL 220 mL 15mL
2. Mezclar la cantidad de suelo con el volumen de agua destilada de acuerdo con las
proporciones sefialadas.
3. Filtrar la mezcla con un filtro para café.
4. Esterilizar en autoclave a 15 psi, 121 °C durante 15 minutos.

Extracto de suelos con sales.

Materiales
e Extracto liquido de suelo................... 10 mL
o K2HPO4, 0.1% p/V..covoveeiieicinne 2mL
e MgSO4. 7 H20, 0.1% p/V......ccocue.... 2mL
o KNO3 1% P/V..ooiieiiiiiiece e 2 mL
o Aguadestilada..........cccoeeeriiiiiieiinnnn. 84 mL
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Procedimiento

1.

Mezclar los volimenes de cada solucion y esterilizar en autocalve a 15 psi, 121 °C

durante 15 minutos.

Infusion de granos

Use granos de los cuales no hayan sido tratados con fungicidas o insecticidas.

1
2
3.
4

Pasar ligeramente los granos por la flama del mechero.

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

Colocar los granos

Calentar hasta punto de ebullicion y deje calentando hasta alcanzar el tiempo

recomendado para cada grano.

Tiempo de coccién por cada grano:

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

Alpiste: 10 a 12 granos por cada 25 a 30 mL de agua. Hervir por 5 minutos.

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.

Mijo: alrededor de 5 granos por cada 25 a 30 mL de agua. Hierva por un minuto.

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.

Infusion de planta (Cerophyl 0.15%)

Material
o Cerophyl......ccovveivienn 0.15¢g
e Agua destilada................. 100 mL

Filtro de café
Parrilla eléctrica

Potencidémetro
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Procedimiento
1. Disolver 0.15 g de cerophyl en 100 L 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 para café, posteriormente el pH del
filtrado serd ajustado a 7 usando 0.1 M de NaOH.

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