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l. RESUMEN

Las amibas de vida libre pertenecen al grupo de los protozoos, son organismos
unicelulares, cosmopolitas capaces de sobrevivir a cambios graduales en el
ambiente, la mayoria de las especies presentan dos formas en su ciclo de vida;

trofozoito y quiste.

Dentro del grupo de las amibas de vida libre, se encuentra el género Acanthamoeba,
causante de queratitis amibiana, encefalitis amibiana granulomatosa vy
acantamebiosis cutanea. Estas amibas se han aislado del suelo y ambientes

acuaticos como: aguas termales y albercas.

El muestreo se realizé en el balneario “Las Grutas de Tolantongo”, se dividio en 14
zonas de las cuales se tomaron muestras de sedimento, biopelicula y agua. Se
aislaron un total de siete especies del género Acanthamoeba, siendo
Acanthamoeba polyphaga la especie con mayor frecuencia, la cual se aisl6 en las

dos épocas del afio muestreadas.

Se realizaron pruebas de termotolerancia y patogenicidad (osmotolerancia) a los
aislados de Acanthamoeba spp. de los resultados obtenidos en la prueba de
termotolerancia fueron positivos en todas las especies aisladas mientras que para
la prueba de patogenicidad solo hubo crecimiento de amibas en la concentracion de
0.5 M.

Se realiz6 un cluster clasico por medio del indice de Jaccard, el cual demostro la
similitud de las especies aisladas entre las zonas muestreadas en cada época del
afno. También se demostro la similitud mediante el analisis ANOSIM de los aislados
entre cada época. Por ultimo, se correlacionaron los factores fisicos y quimicos del
agua por medio de un escalamiento multidimensional no métrico, el cual demostré
gue los factores fisicos y quimicos del agua, no tuvieron relacién en la presencia

ausencia de especies aisladas
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Il. INTRODUCCION

2.1 Amibas de vida libre

Las amibas de vida libre (AVL) pertenecen al grupo de los protozoos, son
organismos unicelulares, se caracterizan por estar formados por una membrana
plasmatica rodeada por hialinoplasma, presentan vacuolas alimenticias y
contractiles, pseuddpodos (los cuales son proyecciones citoplasmaticas que sirven
tanto para su locomocion como para su alimentacién), y algunas especies presentan
uroide, siendo de gran importancia para su identificacion morfolégica. Las amibas
son organismos cosmopolitas capaces de sobrevivir a cambios graduales en el
ambiente (Hickman et al., 2001; Smirnov y Brown, 2004), esto debido a que
presentan dos fases en su ciclo de vida; la primera llamada trofozoito; en esta la
amiba es modvil, se reproduce y se alimenta de una amplia variedad de
microorganismos, principalmente bacterias y levaduras. La segunda fase se
denomina quiste, en este estadio los trofozoitos, disminuyen su metabolismo y
adoptan diferentes formas dependiendo del género, permaneciendo viables durante
mucho tiempo. Ademas, presentan una gran resistencia a la desecacion, a
temperaturas extremas, a diversos agentes antimicrobianos y desinfectantes
(Ramirez-Molas et al., 2005).

Las AVL se encuentran comunmente en el suelo y en ambientes acuaticos como:
lagos, rios, estuarios, corrientes subterrdneas, aguas termales y en agua potable
(Mahittikorn et al., 2017).

Las amibas tienen una funcion fundamental en el flujo energético y en el reciclado
de los nutrimentos del agua, en su fase tréfica son organismos capaces de controlar
una gran diversidad de especies microbianas (bacterias) y al pasar a su estado
quistico, pueden ser diseminados a traves del viento (Saburi et al., 2017). Tienen la
capacidad de vivir dentro de biopeliculas, las cuales se pueden encontrar en las
interfaces agua-aire, agua-suelo, agua plantas y agua animal o en sustratos solidos

que estan en contacto con el agua, estas se forman mediante la secrecion de
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polisacaridos de las bacterias en el medio, permitiendo a las amibas interactuar con
una gran cantidad de microorganismos, por ejemplo: bacterias, rotiferos y otros
protozoos (Khan, 2006).

La clasificacion taxonémica clasica dividio al reino Protozoa en cuatro grupos:
Sarcodina (amibas), Mastigophora (flagelados), Sporozoa (la mayoria protozoos
parasitos) y Ciliophora (ciliados) (Visvesvara et al., 2007). Esta taxonomia ha sido
totalmente abandonada por la Sociedad Internacional de Protozéologos por una
basada en enfoques morfol6gicos modernos, vias bioquimicas y filogenia molecular.
De acuerdo con este nuevo esquema los eucariontes han sido clasificados dentro
de los grupos Amorphea, Diaphoretickes e Incertae sedis Eukaryota, estos se
dividen en cinco “clusters” o “super grupos” llamados: Amoebozoa, Opisthokonta,
Archaeplastida, Excavata y el mas recientemente agregado, SAR. En cuanto a las
amibas de vida libre potencialmente patdgenas (AVLPP) segun la nomenclatura
actual han sido clasificadas en dos super grupos (Cuadro. 1) (Adl et al., 2012).

Cuadro 1 Clasificacion taxonémica de las AVL potencialmente patégenas (Adl et al., 2012).

Familia Acanthamoebidae Thecamoebidae | Vahlkampfiidae
Género * Acanthamoeba * Sappinia * Naegleria
+ Balamuthia + Vahlkampfia

Dentro del grupo de las AVL (Cuadro 1) se encuentran cinco géneros considerados
como potencialmente patdégenos (Acanthamoeba, Balamuthia, Naegleria, Sappinia
y Vahlkampfia), son causantes de distintas enfermedades como la
meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP) causada por Naegleria fowleri, la
queratitis amibiana (QA), encefalitis amibiana granulomatosa (EAG) y amebiosis
cutanea (AC) causadas por Acanthamoeba spp. Estas amibas se desarrollan

principalmente en agua con temperatura elevada y con poca movilidad (Gallegos,




1997). Estos géneros se han aislado de agua embotellada, albercas, soluciones
para lentes de contacto y desinfectantes, incluso se han aislado del suelo, polvo,
aire, sedimentos y en algunos vegetales y animales como: peces, anfibios, reptiles
y mamiferos (Mufioz, 2003). Ademas, algunas de las AVL potencialmente
patdgenas también pueden actuar como vectores de bacterias patdgenas, de esta
manera el quiste amibiano les confiere un mecanismo de proteccion, un medio de
transporte y les permite colonizar nuevos ambientes (Peralta-Rodriguez et al.,
2009).

2.2 Acanthamoeba

El género Acanthamoeba es conocido como un protozoo de tipo “anfizoico”, debido
a que tiene la capacidad de vivir como organismo de vida libre y como pardsito

patégeno y oportunista (Avila, 2006).

Acanthamoeba fue descrita por primera vez en 1930 por Castellani, cuando report6
la presencia de una amiba en un cultivo de Cryptococcus pararoseus. Sin embargo,
en 1931 fue establecido su género, donde se ubican las amibas que presentan
numerosas proyecciones citoplasmaticas espinosas, superficiales, conocidas como
acantopodios. El primer indicio de que el género Acanthamoeba podia causar
enfermedades en humanos fue en 1958 durante los ensayos para la vacuna contra
la poliomielitis la cual fue realizada por Culbertson. En cultivos celulares usados
para preparar la vacuna, aparecieron amibas del género Acanthamoeba, que
después de ser inoculadas en algunos modelos animales provocaron su muerte por
encefalitis. Estas observaciones llevaron a Culbertson a predecir el papel de las
amibas de vida libre como agentes causantes de enfermedades en el hombre. Los
primeros casos en los que Acanthamoeba fue establecida claramente como agente
causal de enfermedades en humanos fueron reportados a partir de 1970 (Oddo
2006).
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2.2.1 Caracteristicas de Acanthamoeba

Las especies de Acanthamoeba se encuentran entre los protozoos frecuentemente
encontrados en la naturaleza. Estan distribuidas por todo el mundo y han sido
aisladas de suelo, polvo, aire, agua dulce natural y tratada, agua de mar, albercas,
aguas residuales, sedimentos, aire acondicionado, hospitales (en los aerosoles,
regaderas, maquinas de didlisis), lentes de contacto, cultivos celulares, equipos
dentales, etc. También han sido aisladas de la vegetacion; de animales incluyendo
especies de peces, anfibios, reptiles y mamiferos; de la cavidad nasofaringea de
personas aparentemente sanas y de pacientes inmunocomprometidos (Pérez-
Irezabal et al., 2005).

2.2.2 Ubicacidon taxondmica de Acanthamoeba

En 2005, Adl y cols., propusieron una nueva clasificacion taxonémica basada en un
sistema jerarquico carente de rangos como: “clase”, “sub-clase”, “super orden” u
“orden”. En el 2012, se realizd una revision de la clasificacion propuesta por Adl y
cols. en el 2005, en la cual se realizaron diversos cambios, tales como la eliminacién

de algunos grupos polifiléticos quedando de la siguiente manera (Cuadro 2).
Cuadro 2. Clasificacién taxonémica de Acanthamoeba (Adl et al., 2012).

Clado: Amorphea
Supergrupo: Amebozoa
Primer rango: Discosea
Segundo rango: Longamoebia

Tercer rango: Centramoebida (Acanthamoeba)
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2.2.3 Morfologia y ciclo de vida de Acanthamoeba

Su ciclo biolégico consta de dos estadios: una forma activa, con capacidad
infecciosa y reproductora, que es el trofozoito, y la forma latente, que es el quiste.
El trofozoito se alimenta de bacterias como Mycobacterium spp., cianobacterias
toxicas, Pseudomonas spp., Legionella pneumophila, Burkholderia cepacia,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Enterobacter aerogenes, Aeromonas
hydrophila y Vibrio cholera, algas, levaduras y particulas organicas ambientales, las
cuales son atraidas y envueltas por pseudépodos para después ser fagocitadas (en
la cornea se piensa que se alimentan de queratocitos) (Benito et al., 2018). La
locomocion la realizan gracias a los acantopodios y se reproducen por fision binaria
(Oddo, 2006).

La formacion del quiste ocurre bajo condiciones ambientales adversas, como la falta
de alimento, desecacidn o cambios en la temperatura y pH. En estas condiciones,
la amiba reduce drasticamente su actividad metabdlica y asi es capaz de sobrevivir
a la accion de desinfectantes, antibiéticos, cloracion y bajas temperaturas, incluso
la congelacion, permaneciendo viables varios afios a —20 °C (Garaycochea et al.,
2008). Bajo condiciones ambientales apropiadas, los quistes de las amibas con
potencial patégeno se transforman en trofozoitos, los cuales sintetizan enzimas que
favorecen la penetracion y destruccion tisular (Pérez-lrezabal et al., 2005). Estas
amibas se introducen al hospedero principalmente por la via respiratoria alta y baja
o por heridas (Fig. 1), viajan a través del torrente sanguineo hasta llegar al sistema
nervioso central (SNC) (Peralta-Rodriguez y Ayala-Oviedo, 2009).
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Figura 1. Ciclo de vida de Acanthamoeba spp. (CDC 2004).

2.2.4 Clasificacion morfoldgica de las especies de Acanthamoeba mediante
las caracteristicas de su quiste

Pussard y Pons en 1977 propusieron una clasificacion del género Acanthamoeba
basada en las caracteristicas morfolégicas que adquieren los quistes, en esta
clasificacion se toma en cuenta el diametro, el grosor del ectoquiste, el nUmero de
“brazos” y la forma que se adquiere el endoquiste (Fig.2), estos se asocian en tres

grupos:

El grupo | se caracteriza por presentar quistes 218 um de didmetro, el ectoquiste
es redondo y el endoquiste estrellado (Fig.2a), las especies que se encuentran
ubicadas en este grupo no son relevantes en el area médica ya que carece de
representantes patdogenos y no crecen a temperaturas mayores de 37 °C y
dificilmente crecen en medios axénicos. Las especies que se ubican en el grupo
son: Acanthamoeba astronyxis, Acanthamoeba comandoni, Acanthamoeba
echinulata, Acanthamoeba pearcei y Acanthamoeba tubiashi.
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El grupo Il presenta un quiste ligeramente redondeado, un diametro de hasta <18
pm, el ectoquiste es irregular y el endoquiste puede estar estrellado o con formas
poligonales con angulos ligeramente marcados (Fig. 2b). En este grupo se
encuentran las especies del género que tienen importancia médica. Las especies
que lo conforman son: Acanthamoeba polyphaga, Acanthamoeba castellanii,
Acanthamoeba rhysodes, Acanthamoeba mauritaniensis, Acanthamoeba
lugdunensis, Acanthamoeba quitina, Acanthamoeba divionensis, Acanthamoeba
hatchetti y Acanthamoeba triangularis.

Por ultimo, el grupo Il (Fig. 2c) presenta un quiste irregular de <18 um de didmetro,
el ectoquiste es ligeramente irregular y el endoquiste presenta formas poligonales,
este ultimo grupo es mas dificil de encontrarlo en la naturaleza. Las especies que
se encuentran en el grupo son: Acanthamoeba palestinensis, Acanthamoeba
culbertsoni, Acanthamoeba lenticulata, Acanthamoeba royreba y Acanthamoeba

postulosa (Robinson et al., 1992).

b

Figura 2. Clasificacién morfolégica de las caracteristicas del quiste de Acanthamoeba.
Grupo | (a), grupo Il (b) y grupo Il (c) (Tomado de Castrilldon y Orozco, 2013).

a

c

2.2.5 Patologias causadas por Acanthamoeba

Los tipos de infecciones mas comunes causadas por estos organismos incluyen la
gueratitis amibiana (QA), la encefalitis amibiana granulomatosa (EAG) y la

acantamebiosis cutanea (AC), causadas por Acanthamoeba spp. (Siddiqui, 2012).
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2.2.5.1 Queratitis amebiana

La queratitis amibiana (QA) corresponde a un proceso inflamatorio crénico activo
que afecta la cOrnea y a veces la conjuntiva y otras estructuras oculares, asociado
en ocasiones al antecedente de un traumatismo corneal y la exposicién a agua
contaminada (Fig. 3), esta infeccion esta frecuentemente asociada con con A.
astronyxis, A. castellanii, A. culbertsoni, A. griffini y A. polyphaga (Oddo, 2006;
Verani, 2009; Cardenas, 2016; Omafia-Molina, 2018).

La infeccion progresa produciendo una ulceracion de la cérnea, de la que puede
resultar ceguera en casos muy severos, el cuadro clinico en sus inicios se
caracteriza por limbitis, queratopatia punteada, infiltrados epiteliales, subepiteliales
o perineurales (Khan, 2009). El paciente sufre enrojecimiento, lagrimeo, fotofobia y
dolor de diversa intensidad, pero desproporcionado respecto a los signos oculares,
asi como vision borrosa. Al progresar la enfermedad, puede observarse ulceracion,
infiltrados anulares, placas endoteliales y uveitis anterior, con o sin hipopion
(presencia de pus en la cdmara anterior del 0jo), y mas infrecuentemente, edema
corneal (Cabello-Vilchez, 2015).

La QA es una enfermedad dificil de diagnosticar y tratar ya que las manifestaciones
clinicas se confunden a menudo con las de la queratitis herpética, fangica,
bacteriana o viral, lo que provoca que el diagndéstico correcto y el comienzo del
tratamiento se retrasen semanas o meses. La enfermedad se ha asociado en el 80
% de los casos al uso de lentes de contacto (limpieza incorrecta y/o almacenamiento
inadecuado) por sujetos sanos e inmunocomprometidos, asi como a su empleo
durante la realizacidon de deportes acuaticos y traumatismos corneales (Booton et
al., 2009).
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Figura 3. Queratitis por Acanthamoeba.

2.2.5.2 Encefalitis amibiana granulomatosa

La encefalitis amibiana granulomatosa (EAG) es provocada por diferentes especies
de Acanthamoeba, dentro de las cuales se encuentran: A. astronyxis, A. castellanii,
A. culbertsoni, A. griffini, Acanthamoeba hatchetii, A. polyphaga, A, rhysodes,
Acanthamoeba royreba y A. triangularis (Peralta-Rodriguez, Ayala-Oviedo, 2009;
Villa, 2016). Esta es una afeccion que se presenta en el tejido cerebral, siendo los
I6bulos temporales los méas afectados con necrosis hemorragica y edema (Castro,
2012).

Esta descrito que la ruta de entrada de la amiba incluye el tracto respiratorio o via
hematogena por alguna lesién cutanea. La via nasal lleva a la invasion de los vasos
alveolares, seguido de la diseminacibn hematdgena para atravesar la barrera
hematoencefalica, logrando entrar al sistema nervioso central (SNC), aunque aun
no se conoce totalmente el mecanismo de infeccion (Khan, 2009). Esto es
provocado por la inhalacion de aerosoles y polvo que contengan quistes o
trofozoitos, principalmente afecta pacientes con enfermedad cronica y/o

inmunocomprometidos (Fernandez, 2015; Alvarez-Barrientos, 2016).

La EAG es una infeccion donde los sintomas y signos clinicos son variados, se

caracteriza por cambios neuroldgicos debidos a un granuloma Gnico o multiple en




el cerebro; cambios en la personalidad, somnolencia, convulsiones, cefalea, fiebre
esporadica, y rigidez de la nuca en la mayoria de los casos; la nausea, el vomito y
la letargia pueden ser manifestaciones tempranas de la infeccién (Khan, 2009;
Trabelsi et al., 2012; Cabello-Vilchez, 2015). Algunos pacientes pueden presentar
paralisis de los nervios craneales (principalmente en el Ill y VI), ataxia cerebral y
coma. El diagnédstico se realiza por medio de la técnica indirecta de anticuerpos
fluorescentes para detectar anticuerpos en el suero, ademas de la neuroimagen,
biopsia del tejido afectado y el cultivo de la muestra para aislar el microorganismo
(Castro-Artavia, 2015). A menudo la muerte se presenta por bronconeumonia
(Direccion General de Epidemiologia, 2012).

La familiaridad con el cuadro clinico es de gran importancia para un diagndstico
oportuno. Ademas del andlisis de pruebas de laboratorio como el estudio del liquido
cefalorraquideo, tanto para determinar aumento de la concentracién de proteinas y
disminucién de la concentracidén de glucosa, como para buscar formas ameboides
(Retana-Moreira et al., 2014).

2.2.5.3 Acantamebiosis cutanea

La acantamebiosis cutanea (AC) es una infeccion inusual oportunista de la piel
producida por Acanthamoeba polyphaga, A. castellanii, y A. culbertsoni; puede ser
por una lesién primaria de la piel o manifestaciébn secundaria de una infeccion
extracerebral diseminada, algunos casos son claramente primarios, también puede
ocurrir una diseminacion hematégena en un cuadro de EAG tipico, con puerta de
entrada en el tracto respiratorio inferior. En algunos casos las manifestaciones de la
lesion cutanea anteceden a las de la invasion del SNC, la presencia de trofozoitos

y quistes en las zonas dérmicas inflamadas (Cabello-Vilchez, 2015).




2.2.6 Epidemiologia de la acantamebiosis

En el mundo se conocen cerca de 177 casos clinicos de EAG provocados por
Acanthamoeba (Orrego-Puelles et al., 2015), 300 casos de QA, mientras que el

namero de reportes para AC se desconoce (Galarza et al., 2009).

En México se han reportado siete casos de queratitis amibiana y tres casos de EAG.
Hasta el momento no se han realizado sondeos recientes para saber el nimero
exacto de pacientes con alguno de estos padecimientos (Lares-Villa F. 2001; Lemus
et al., 2007; Omanfa et al., 2016).

Cabe mencionar que estas enfermedades son frecuentemente confundidas con
otras patologias ya que presentan cuadros clinicos similares por lo tanto se emiten
diagnosticos erroneos y se reporta la tasa de mortalidad con la enfermedad

incorrecta.

[ll. ANTECEDENTES

El estudio del género Acanthamoeba tiene una gran importancia ecolégica y médica
ya que se han aislado de todo tipo de biotopos, diversos autores han reportado la
presencia de este género en aguas con temperaturas elevadas como las aguas

termales de uso recreativo.

3.1 Antecedentes mundiales

En 2002, Suarez y cols. realizaron un estudio mediante el cual determinaron la
presencia de Acanthamoeba en fuentes de agua naturales y artificiales en la ciudad
de Ica, al sur de Lima. Examinaron 31 muestras de siete fuentes de agua naturales
(lagunas) y 25 artificiales (pozos, tanques para terapia de rehabilitacion, reservorios
y cisternas). Concluyendo que la presencia de organismos del género
Acanthamoeba es mas frecuente en fuentes de agua naturales, ya que en estas se

aislaron seis especies y cinco de fuentes artificiales.




Mufioz y cols. en 2003, analizaron en Santiago de Chile, un total de ocho albercas
publicas de las cuales cinco resultaron positivas a las AVL, la amiba patégena que
se encontré en mayor numero fue Naegleria con cinco cepas encontradas en las
ocho piscinas muestreadas, mientras que Acanthamoeba fue reportada con tres

cepas en las ocho piscinas.

Lorenzo-Morales y cols. en 2005, aislaron e identificaron diferentes especies de
Acanthamoeba en fuentes de agua potable de Tenerife, Espafia. Donde
demostraron el potencial patdgeno de estas por medio de pruebas de osmolaridad

y termotolerancia.

Avila y cols. en 2006, determinaron la presencia de amibas de vida libre y la calidad
microbiologica del agua del parque “Las Cocuizas” en Venezuela, observaron la
presencia de formas parasitarias en 15 del total de las 30 muestras recolectadas.
Los resultados arrojaron que existe el riesgo de contaminacién por diversos
microorganismos patégenos transmitidos por el agua y esto puede ser peligroso

para los usuarios del parque.

En 2015 Fernandez-Rodrigo, realizé una caracterizacion molecular de amibas de
vida libre e identificacion de otros parasitos en aguas de red de la provincia de
Zaragoza: asociacion con otros microorganismos y riesgos para la salud publica. En
este estudio reportd tres géneros potencialmente patégenos, entre los cuales
destaca Acanthamoeba spp., por otra parte, realiz6 pruebas de termotolerancia y
osmotolerancia, esto con el fin de comprobar la patogenicidad de las amibas

encontradas.

Castro Artavia en 2015 aisl6 amibas de vida libre de género Acanthamoeba, los
aislados obtenidos fueron sometidos a pruebas de termotolerancia y osmotolerancia
para probar la patogenicidad de las especies encontradas, de los 21 aislados, el
100 % obtuvo un resultado positivo en la prueba de termotolerancia a 37 °C, solo
el 87.5 % fue positivo a 40 °C, en el caso de la prueba de osmotolerancia el 100 %
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de los aislados resultdé positivo a la concentracion de 0.5 M, mientras que en la
concentracion de 1 M solo el 90.5 % fue positivo.

Ahmad Karamati y cols. en 2016, aislaron y caracterizaron molecularmente
diferentes genotipos de Acanthamoeba spp. en suelos de diferentes areas publicas

y recreativas en Iran, donde el 41.6 % de las muestras resultaron positivas.

En 2016 Astorga realiz6 un estudio sobre la ecologia de Acanthamoeba spp. del
agua, suelo en Chile, en este estudio se compararon épocas del afio, asi como los
biotopos en los cuales aislé6 amibas del género Acanthamoeba, también realizé

pruebas de termotolerancia a los organismos amibianos.

Latifi y cols. en 2016, demostraron la presencia de Acanthamoeba spp., Balamuthia
mandrillaris, y Naegleria spp. en aguas termales de la provincia de Mazandrara al
norte de Irdn. Encontrando una mayor presencia de estas AVL en aguas con pH
bajo y temperaturas entre los 32 y 42 °C. Este es el primer registro de B. mandrillaris

en aguas termales de uso recreativo.

Javanmard y cols. en 2017, realizaron el aislamiento e identificacion de AVL en 80
muestras de agua municipal, termal y recreativa de Iran, de las cuales 16 fueron
positivas para AVL y de éstas diez muestras con AVL potencialmente patégenas.
Este estudio confirmd una mayor presencia de AVL potencialmente patdogenas en
sitios con alta actividad humana lo que incrementa el riesgo de adquirir alguna

enfermedad causada por amibas patégenas.

3.2 Antecedentes en México

En México se han realizado los siguientes trabajos:

Rivera y cols. en 1993, estudiaron la presencia de AVL en albercas para fisioterapia
en la Ciudad de México, en el que registraron al género Acanthamoeba como el mas

frecuente en las épocas de primavera y verano.
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Gallegos-Neyra en 1997, realizé un estudio de amibas de vida libre potencialmente
patégenas en cuerpos de agua de uso recreativo en el estado de San Luis Potosi,
donde aislé cuatro especies pertenecientes al género Acanthamoeba, de las cuales

dos especies presentaron potencial patdégeno; A. polyphaga y A. quina.

En 2009 Lares-Jiménez y cols., realizaron el aislamiento de amibas de vida libre en
aguas superficiales del Valle del Mayo, Sonora, identificando morfolégica y
fisiolégicamente 11 géneros de AVL en la region, sometiéndolas a temperaturas

elevadas y a pruebas de osmolaridad, entre otras.

Castro en 2012 aislo e identificd6 amibas de vida libre en albercas termales en
Tecozautla, en el Estado de Hidalgo, obteniendo como resultado que el 72% de sus
aislados fueron pertenecientes al género Acanthamoeba, las especies mas

frecuentes que identificd se encontraron: A. castellanii y A. polyphaga.

Moreno en 2012 determiné la presencia de amibas de vida libre termotolerantes en
biopeliculas del balneario de aguas termales “El Géiser” en Hidalgo, México. En este

estudio se determind la presencia de diez géneros de AVL.

Bonilla y cols. en 2014, determinaron la ocurrencia de amibas de vida libre en
arroyos de la Cuenca del Valle de México en donde obtuvieron 129 aislados de AVL

representadas en 18 géneros.

Gallegos y cols. en 2014 hicieron una revision de mas de 104 publicaciones de
amibas de vida libre y reportaron que del total de los estados de la Republica
Mexicana el 73 % cuenta con registros de especies amibianas; mientras que nueve

estados permanecen sin estudiar.

En 2015 Andrade aislé amibas de vida libre en rios de la cuenca de valle México,
en este estudio reportd que aislo tres especies de amibas con potencial patogeno

de los géneros Acanthamoeba (A. polyphaga y A. triangularis) y Naegleria sp.
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Mendoza-Romero en 2014 aisl6 e identific6 amibas potencialmente patdgenas del
género Acanthamoeba del agua potable de la zona metropolitana del Valle de
México reportando nueve especies pertenecientes al género: A. astronyxis, A.
castellanii, A. culbertsoni, A. griffini, A. polyphaga, A. quina, A. rhysodes, A.
triangularis y Acanthamoeba sp., concluyendo que la presencia de este género es
una sefal de alerta sobre la mala calidad del agua en esta zona ya que representa

un riesgo potencial de adquirir enfermedades asociadas a estos especies.

En 2016 Alvarez-Barrientos realizd un estudio en el balneario natural “Hierve el
Agua” en el municipio de San Lorenzo Albarradas, estado de Oaxaca, en el cual
reporté nueve especies de amibas potencialmente patégenas; ocho pertenecientes

al género Acanthamoeba y uno a Naegleria.

Esquivel-Solis en 2018 realiz6 un estudio de amibas potencialmente patdgenas en
biotopos de tres sistemas de cenotes en el estado de Yucatan, encontrando ocho
especies de amibas potencialmente patdgenas, entre las especies mas abundantes

se encontraron A. polyphga y A. culbertsoni.

En 2019 Hernandez aislé amibas del género Acanthamoeba de aguas de albercas,
del Estado de México (Tlalnepantla, Naucalpan de Juarez y Atizapan de Zaragoza),
report6 que este fue el género que predomind en sus muestras, siendo A. polyphaga

la especie que se aislé con mayor frecuencia.

Taméz en 2019 determin6é la riqueza especifica de amibas de vida libre
potencialmente patégenas en Laguna Larga, Michoacan, obteniendo como
resultados la presencia de siete especies de amibas de vida libre potencialmente

patogenas identificadas por medio de caracteristicas morfolédgicas.

Dominguez en 2019 identifico amibas de vida libre de tres biotopos diferentes; agua,
sedimento y biopeliculas, en las Grutas de Tolantongo, Hidalgo, México, obteniendo

como resultado el aislamiento de seis géneros: Acanthamoeba, Naegleria,
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Korotnnevella, Rosculus, Saccamoeba y Vannella, de los cuales dos han sido

reportados con potencial patégeno; Acanthamoeba y Naegleria.

IV. JUSTIFICACION

Se debe conocer la diversidad de Acanthamoeba spp. en el balneario “Las Grutas
de Tolantongo”, Hidalgo, México, ya que este género se encuentra ampliamente
distribuido en diferentes tipos de cuerpos de agua y debido a las condiciones
ambientales que presenta el balneario se considera un ambiente propicio para su
crecimiento lo cual representan un riesgo potencial para la salud de los usuarios
que llevan a cabo actividades recreativas y medicinales en este sistema. Asimismo,
es importante conocer la diversidad de especies del género Acanthamoeba ya que
estas amibas tienen una gran importancia ecoldgica y médica, ademas de que

resisten temperaturas elevadas y cambios drasticos en su ambiente.

Es importante realizar muestreos en los parques recreativos, para cerciorarse que
los cuerpos de agua de uso recreativo cuenten con las condiciones sanitarias
necesarias para que los usuarios puedan prevenir algun tipo de enfermedad, tal
como lo establece la NORMA Oficial Mexicana NOM-245-SSA1-2010, requisitos
sanitarios y calidad del agua que deben cumplir las albercas, donde se menciona
que las albercas deben estar libres de AVLPP como lo son algunas especies del
género Acanthamoeba y una del género Naegleria. Es por esto que se deben
realizar campafias en las que se informe a los turistas del riesgo potencial en el que
pueden poner su salud; debido a que estos protozoos potencialmente patdgenos
afectan principalmente a personas que se encuentran inmunosuprimidas, o con

alguna herida en la piel, como pudiera ser bebés y adultos mayores.




V. OBJETIVOS

5.1.1 Objetivo general

e Determinar la presencia de Acanthamoeba spp. en aguas recreativas de “Las

Grutas de Tolantongo”, Hidalgo, México.

5.1.2 Objetivos particulares

a. Aislar, cultivar e identificar amibas del género Acanthamoeba que se
encuentran en los diferentes biotopos (agua, sedimento y biopelicula)
ubicados en el balneario “Las Grutas de Tolantongo” Hidalgo, México.

b. Determinar y comparar la riqueza especifica del género Acanthamoeba
obtenida por biotopo, por tipo de sistemas y época del afio.

c. Realizar pruebas de termotolerancia a los aislados de las especies obtenidas
del género Acanthamoeba.

d. Realizar pruebas de patogenicidad a los aislados de Acanthamoeba.

e. Registrar y relacionar los pardmetros fisicoquimicos del agua (temperatura,
conductividad y pH) de los diferentes sitios muestreados durante las dos
épocas del afio (lluvias y sequia) que puedan estar relacionados con la
presencia ausencia de los aislados del género Acanthamoeba.

f. Emitir recomendaciones preventivas para los usuarios.




VI. AREA DE ESTUDIO

El area de estudio se encuentra al noroeste del estado de Hidalgo, entre los
paralelos 20°37” de latitud norte y 99°07” longitud oeste, aproximadamente a 120
kilometros de la capital. El balneario “Las Grutas de Tolantongo” (Fig.4), abarca los
municipios de Cardonal, Thahuiltepa, Eloxochitlan y parte de Nicolas Flores, y esta
a 1,282 msnm. Este atractivo turistico queda comprendido dentro de la provincia
fisiografica de la Sierra Madre Oriental. Presenta dos tipos de clima predominante;
semiéarido y templado con lluvias en verano y templado y subhimedo, con lluvias en
invierno, con una temperatura anual de 16 °C y una precipitacion pluvial media de
30 mm. La vegetacion que predomina es bosque de pino-encino y matorral xerofilo.
Los tipos de suelo que caracterizan este sitio son castafiozems, feozems, litosol,
regosol, rendzina y vertisoles ricos en carbonatos y bicarbonatos (Ramirez-
Acevedo, 2009). Con una temperatura anual de 16 °C y una precipitacion pluvial
media de 430 milimetros. (Ramirez-Acevedo, 2009; INEGI, 2018).
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Figura 4. Ubicacién geogréfica del balneario “Las Grutas de Tolantongo”, Hidalgo, México,
localizacion geografica del municipio el Cardonal (a), imagen satelital del balneario (b).




6.1 Balneario “Las Grutas de Tolantongo”

El balneario “Las Grutas de Tolantongo” consta de dos grutas la principal que es de
donde surge el rio y la segunda llamada el tanel, el cual se encuentra situado unos
metros mas arriba de la gruta principal, el rio Tolantongo abarca todo el ejido, este
alimenta a las alberas y las pozas, las pozas principales se formaron naturalmente
y algunas otras, al igual que las albercas, son artificiales. A la orilla del rio hay una
zona de camping donde los turistas pueden rentar casa de campafia y dormir en

sus orillas (Fig. 5).

Figura 5. Zonas de muestreo en el balneario “Las Grutas de Tolantongo”,
Hidalgo, México; cascada (a), gruta (b), rio (c), pozas (d), alberca 1 (e),
alberca 2 (f) y tinel (g).




6.1.1 Zonas de muestreo del balneario “Las Grutas de Tolantongo”, Hidalgo,
México.

6.1.1.1 Zona 1 “La Cascada”
Esta zona es mejor conocida como “La

Cascada”, la corriente de agua proviene
del rio Panuco, debido a esto no es
considerada agua termal sin embargo al
recoger sales y minerales enriquecen el
contenido del agua de este balneario
(INEGI, 2018). La caida de agua

desemboca en el Rio Tolantongo donde

se mezclan con las aguas termales del e .

Figura 6. Cscada del balneario “Las Grutas
de Tolantongo”, Hidalgo, México.

-

balneario (Fig.6).

6.1.1.2 Zona 2 “Gruta Principal”

Comprende la “Gruta Principal”, en esta
se encuentra el yacimiento de agua
termal que alimenta a todo el balneario,
su formacion se debe a un derrumbe y

esta se caracteriza por un sustrato rico

en carbonatos y bicarbonatos los cuales
se distribuyen a lo largo del balneario.
Dentro de la cueva habitan murciélagos

que contribuyen indirectamente a la

o BT i = formacion de biopeliculas en esta zona
Figur? Gruta del balneario “Las Grutas de (Fig.7).
Tolantongo”, Hidalgo, México. Toma aérea

(a), dentro de la Gruta (b).




6.1.1.3 Zona 3 “El Tunel”

Es conocida como “El Tunel’,
comprende una pequefia gruta que se
formd posteriormente por un derrumbe.
Se encuentra situado a unos metros por
arriba de la gruta principal y desemboca
en el afluente del Rio Tolantongo. El

sustrato predominante es rico en

carbonatos y bicarbonatos como en la Figura 8. Tunel del balneario

B &

rtas de

Tolantongo”, Hidalgo, México.

gruta principal (Fig. 8).

6.1.1.4 Zonas 4, 5y 6 “El Rio Tolantongo”

Figura 9. Rio del balneario “Las Grutas de
Tolantongo”, Hidalgo, México.

Estas zonas se conocen como “El
Rio”, el agua que corre por el
balneario estd constituida por la
mezcla del agua termal naciente de
la gruta y del agua proveniente de la
cascada. Este sistema sirve para
alimentar las piscinas y pozas del
balneario. Recorre todo el ejido
desembocando en el Rio Amajacy a
un costado del rio se encuentra la

zona de acampar (Fig. 9).

Por la extension del rio, este se dividié en tres zonas de muestreo; el naciente del

rio, en la zona con mas afluencia de personas y el final de la zona permitida de

acceso turistico.




6.1.1.5 Zona 7y 8 albercas “El Huamuchil” y “Paraiso Escondido”

Estas se encuentran constituidas por la
alberca de mayor tamafio con un
tobogan llamada “El Huamuchil” y una
de menor tamafio llamada “El Paraiso
la cual cuenta con mas
debido

diferentes profundidades que van desde

Escondido”

usuarios a que presenta
un chapoteadero hasta la zona de
clavados (Fig.10 a y b). Para darle
mantenimiento y limpieza a estas zonas,
el flujo del agua es interrumpido por la
tarde-noche y una vez concluido se
procede a su llenado. Ambas albercas
son alimentadas por las aguas termales

nacientes de la zona 2.

Figura 10. Albercas del balneario “Las Gruta
de Tolantongo”, Hidalgo, México. Alberca “E
Huamuchil” (a) y Alberca “El Paraiso
Escondido”.

6.1.1.6 Zonas 9, 10, 11, 12,13y 14 “Las Pozas”

VR ,g

Figura 11 Pozas deI balnearlo La Grutas
de Tolantongo” Hidalgo, México.

Estan constituidas por pozas artificiales
con corriente de agua termal las cuales
dos

se encuentran divididas en

secciones. Estdn disefiadas para
mantener todo el tiempo el flujo de agua
constante y se encuentran a diferente
altura una con respecto de la otra. Del
total de las pozas fueron seleccionadas
seis diferentes dentro de las dos
secciones que se encuentran en el

balneario. Estas fueron seleccionadas




por la afluencia de turistas en cada una, a la altura que se encontraban y la distancia
entre ellas (Fig.11).

La figura 12 es una imagen satelital del balneario “Las Grutas de Tolantongo”,
Hidalgo, México, en esta se puede observar la distribucion de cada una de las zonas

de muestreo.

.

Figura 12. Zonas de muestreo del balneario “Las Grutas de Tolantongo”. Hidalo,
México. Imagen tomada de Google maps, 2019.

VIl. MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizé en dos fases, la primera fue trabajo en campo y la segunda en
laboratorio, a continuacién, se describe los métodos que se usaron para cumplir con

los objetivos anteriormente planteados.
7.1.1 TRABAJO EN CAMPO
Se realizaron dos recolectas en distintas épocas del afio la primera en el mes de

agosto del 2017 (época de lluvias) y la segunda en el mes de enero del 2018 (época

de sequia) en el balneario “Las Grutas de Tolantongo”, Hidalgo, México.




7.1.1.1 Recolecta y transporte de las muestras de agua, sedimento y
biopeliculas

La recolecta de muestras de agua se realiz6 en frascos de plastico de boca ancha
con volumen de 1L y en tubos de polipropileno de 50 ml, previamente esterilizados.
Se tomaron un total de 56 muestras de agua de 750 ml cada uno, a 10 cm de
profundidad (dejando el espacio restante para la oxigenacion de los organismos),
fueron recolectadas en las partes méas concurridas de los 12 cuerpos acuéticos. Las
29 muestras de sedimento y biopelicula se tomaron solo de los sistemas que
contenian estos biotopos. Posteriormente las muestras fueron transportadas a
temperatura ambiente al Laboratorio de Investigacion en Patbgenos Emergentes
(LIPE) de la Unidad de Investigacion Interdisciplinaria para las Ciencias de la Salud
y la Educacion (UIICSE) de la FES-Iztacala UNAM, para su posterior analisis.

7.1.1.2 Registro de parametros fisicoquimicos del agua in situ

Se realizo el registro de los siguientes factores fisicos y quimicos del agua in situ:
temperatura del agua (°C), pH y conductividad (mS/cm®). Los parametros de
temperatura, pH y conductividad fueron medidos con un medidor digital HANNA
modelo HI 98129.

7.1.2 TRABAJO EN LABORATORIO

7.1.2.1 Aislamiento y cultivo de amibas de vida libre.

Las muestras de agua se procesaron acorde al método descrito por De Jonckheere
(1984) modificado por Gallegos (1997) para aislar AVL, se tomo un volumen de 50
ml de agua y se concentr6 por centrifugacion a 2,500 rpm durante diez minutos. Se
desecho el sobrenadante y la pastilla se sembré sobre placas con medio de agar no
nutritivo (NNE) (medio s6lido), placas con agar no nutritivo (NNE) con solucion de
Prescott-James (medio semi-solido) y placas de seis pozos con solucion Prescott-
James (Medio liquido), todas adicionadas con una capa de Enterobacter aerogenes

inactivada por calor (65-70 °C durante 30 min). La capa bacteriana sirve de fuente
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proteica para que las amibas se desarrollen. Las placas sembradas con medio
solido se incubaron a 37 °C, en posicion invertida, dentro de bolsas de plastico para
evitar su desecacion. Las placas cultivadas con los medios semi-sélido y liquido
fueron incubadas a temperatura ambiente para conocer la diversidad de AVL en los
distintos puntos muestreados.

Dependiendo del crecimiento amibiano posterior a la incubacién, se realizaron
observaciones a las placas con un microscopio invertido. Detectado el crecimiento
de las amibas en las placas, se marcoé la zona de mayor abundancia y que
compartian un morfotipo similar, posteriormente se cortd un trozo de agar
(aproximadamente de 5 mm?) en condiciones de esterilidad, para resembrar en una

placa nueva (incubando a 37 °C).

7.1.2.2 Identificacién morfologica de las amibas aisladas

Una vez detectado el crecimiento amebiano (trofozoitos y quistes) en las placas con
los diferentes medios utilizados se prosiguié a su identificacion morfolégica. En
condicion estéril, se verti6 1ml de solucién Prescott-James sobre la placa y se
realiz6 un barrido con un asa de vidrio, concentrando la suspensién acuosa con
amibas, de esta forma se tomd una gota de esta suspension y se coloc6é en un
portaobjetos para su posterior observacion en el microscopio invertido por contraste
de fases a 10, 20 y 40x (Nikon Eclipse TS100). Para la identificacion taxon6mica se
observaron las caracteristicas tanto del trofozoito como del quiste para compararlas
con las caracteristicas morfolégicas de acuerdo con las claves taxon6micas de
Page, 1988 y Siemensma, 2019. Se procedi6é a tomar un registro fotografico con la

camara (Nikon coolpix 990).
7.1.3 Prueba de termotolerancia.
A partir de los cultivos purificados, se depositaron en el centro de la placa de agar

NNE y Enterobacter aerogenes previamente inactivada por calor, 1x103 células de

la amiba a ensayar. Posteriormente, dichas placas fueron incubadas a 30, 37, y 42




°C, observando el crecimiento del inoculo de trofozoitos y quistes, a las 24, 48y 72
horas siguientes (Siddiqui y Khan et al., 2012). Las observaciones fueron
cualitativas, controlando el aumento del didmetro del halo del in6culo y cuantificando
aproximadamente el crecimiento tanto de trofozoitos como de quistes registrandolo
como: (+/-), interpretando el crecimiento positivo como (+) y el nulo como (-). Una
vez que se obtuvieron los resultados, se volvieron a incubar las placas a 30 °C,
tomando esta como la temperatura mas favorable para el crecimiento de los
organismos y poder comprobar si los quistes eran viables o no. Si eran capaces de
desenquistarse y se observaban trofozoitos, indicaba que el quiste realmente
permanece viable. Por el contrario, si transcurridos 15 dias no se obtenia presencia
de trofozoitos y por lo tanto crecimiento, se considerd que los quistes eran inviables
y que por lo tanto no habian conseguido resistir temperaturas elevadas (Fernandez,
2015).

7.1.4 Pruebas de patogenicidad

Para el estudio de la patogenicidad de AVL in vitro, se seleccionaron aquellas cepas
gue demostraron mayor capacidad de adaptacion al aumento de la temperatura. De
esta forma se demostré la capacidad patdgena de las especies de Acanthamoeba
que fueron aisladas de los biotopos de cada punto muestreado (Fernandez-Rodrigo,
2015).

7.1.4.1 Prueba de osmotolerancia

Para comprobar la osmotolerancia de las cepas de AVLPP se prepararon placas en
medio NNE con D-manitol de la marca SIGMA-ALDRICH, en concentraciones de
0.5y 1M con una suspensién de E. aerogenes inactivadas por calor (Siddiqui y Khan
et al., 2012). A partir de cultivos en placa de las amibas, se procedi6 a su lavado por
arrastre con solucion Prescott-James(1ml) y asa estéril, recogiendo el lavado en un
tubo Eppendorf de 1.5 ml y centrifugando por10 min. a 2,500 rpm (centrifuga Boeco
U-32). Una vez descartado el sobrenadante, se realiz6 un recuento celular para

determinar el nimero de células de cada muestra, utilizando para ello una camara
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de Neubauer, en la que se introdujeron 10 pl de la suspension de cada cepa de
Acanthamoeba y un cuenta células. El calculo se realiz6 de la siguiente forma: V1=
(C2) (V2)/ (C1).

Donde V1 corresponde a los ul que hay que depositar de cada cepa en la placa para
obtener un indculo de 1x103células. Dicha cantidad se inocul6 en el centro de cada
placa, marcando el halo inicial, y se incubé a 30°C observandose cada 24, 48y 72
h Posteriormente, se midié el diametro de crecimiento en los tiempos indicados,
utilizando un microscopio invertido de contraste de fases (Nikon Eclipse TS100) y
considerandose crecimiento positivo si el didmetro era superior al marcado

inicialmente a tiempo cero, normalmente de unos 5 mm (Fernandez, 2015).

7.1.5 Anélisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con el software Past version 3.23 (2015).
Se realiz6 un andlisis de cluster por medio del indice de Jaccard para determinar la
similitud entre especies encontradas en las zonas muestreadas. Para comparar las
épocas de muestreo, se realiz6 un ANOSIM, Por ultimo, se efectué una escala
multidimensional no métrica (non metric MDS) por medio del indice de Jaccard, para
observar la relacibn de los factores fisicoquimicas de los sitios con la

presencia/ausencia de AVL (Hammer et al., 2001).

VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1.1 Géneros y especies de AVL aisladas

En el estudio se obtuvieron un total de 85 muestras de las dos épocas muestreadas
(sequia y lluvias), 56 fueron de agua, 25 de sedimento y cuatro de biopeliculas. Se
aislaron 15 especies pertenecientes a seis géneros; Acanthamoeba, Korotnevella,
Naegleria, Rosculus, Saccamoeba y Vannella (Fig. 13-Cuadro 7, anexo 1). Los
géneros Naegleria y Acanthamoeba fueron los mas frecuentes en las muestras,
algunas especies pertenecientes a estos géneros han sido reportados como

parasitos oportunistas ya que provocan enfermedades en humanos como la
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meningoencefalitis amibiana primaria causada por Naegleria fowleri, la EAG, QA 'y

AC causadas por diferentes especies de Acanthamoeba (Garaycochea et al., 2008).
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Figura 13. Porcentaje de aislados de AVL en las dos épocas muestreadas (sequia y lluvias)
en el balneario “Las Grutas de Tolantongo”, Hidalgo, México.

En 2012 Castro reportd cinco géneros de AVL; Acanthamoeba, Hartmannella,
Leptomyxa, Naegleria y Vahlkampfia, en el balneario “El Géiser”, de los cuales
reportd con mayor frecuencia al género Acanthamoeba con el 72 %, seguido de
Naegleria con 14 % y Vahlkampfia 9 %, este estudio coincide con el presente
trabajo, ya que el género que se aislo con mayor frecuencia fue Acanthamoeba,
ademas de que también se identificé al género Naegleria, esto podria deberse a

gue ambos balnearios son alimentados por aguas termales.

Carbal (2016) reporta que de las 54 muestras recolectadas en arrollo del municipio
de Turbaco en el departamento de Bolivar-Colombia el género que se aislé con

mayor frecuencia fue Naegleria seguido por Acanthamoeba.

En 2019 Hernandez reportd cinco especies de amibas de vida libre pertenecientes
a cuatro géneros aisladas de piscinas, de los cuales dos géneros corresponden a

los identificados en el estudio (Acanthamoeba spp. y Vannella spp.).

8.1.2 Especies de Acanthamoeba aisladas




Se aislaron un total de siete especies del género Acanthamoeba, siendo
Acanthamoeba polyphaga con un 38 % la especie mas frecuentemente aislada ya
que se encontrd en las dos épocas muestreadas, mientras que Acanthamoeba
griffini (1 %) y Acanthamoeba rhysodes (3 %) fueron las especies menos aisladas,
es importante mencionar que Acanthamoeba triangularis (19 %) y Acanthamoeba

castellanii (18 %) se aislaron en un porcentaje similar (Fig.14).

Todas las especies de Acanthamoeba tienen la capacidad de sobrevivir en distintos
ambientes, esto debido a la capacidad de resistencia que presenta el quiste la cual
les permite permanecer latentes por meses e inclusive afios hasta que encuentren

las condiciones Optimas para estar en fase trofica (Visvesvara, 2010).

Las especies de Acanthamoeba que se aislaron han sido reportadas como
potencialmente patdgenas para el humano, ya que provocan diversas
enfermedades como la QA, EAG y AC (Robinson, 1997).

%,,% = A. polyphaga
e

= A. astronyxis
. culbertsoni
. castellanii

= A. triangularis

N

A. rhysodes

N

m A, griffini

Figura 14. Rigueza especifica de especies de Acanthamoeba aisladas en las dos épocas
muestreadas (sequia y lluvias) en el balneario “Las Grutas de Tolantongo”, Hidalgo,
México.

Montalbano y colaboradores en 2015 en ltalia aislaron 33.3 % de AVL de aguas
termales, de las cuales el 17 % pertenecia al género Acanthamoeba. Mientras que
en Taiwan se aislo el 21.2 % de Acanthamoeba spp. en aguas termales (Huang et

al., 2010), en el mismo pais, pero en el 2013 en un estudio realizado por Kao y
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colaboradores identificaron el 10.4 % de aislados pertenecientes al género

Acanthamoeba, los cuales provenian de aguas termales.

Las especies de ALV encontradas concuerdan con el estudio realizado en aguas
termales en el estado de Hidalgo por Rivera en 1988 en el cual se aislaron amibas
de este género, siendo las especies mas frecuentemente aisladas Acanthamoeba

castellanii y Acanthamoeba polyphga.

En 2013 Al-Herrawy y colaboradores aislaron el 42 % de amibas del género
Acanthamoeba en albercas del Cairo en Egipto. Astorga en 2016 en Chile identifico
el 35 % de amibas del género Acanthamoeba en aguas provenientes de albercas.

Taméz en 2019 reporto el aislamiento de tres especies del género Acanthamoeba
las cuales de acuerdo a la literatura son consideradas con potencial patdégeno para
los humanos, estas especies coinciden con las aisladas en el presente trabajo

(Acanthamoeba culbertsoni, A.polyphaga y A. triangularis).

Es importante mencionar que la NORMA Oficial Mexicana NOM-245-SSA1-2010,
“Requisitos sanitarios y calidad del agua que deben cumplir las albercas.” Donde se
establece que el agua para uso recreativo de albercas y otras fuentes artificiales
deben estar libres de AVL, especialmente de los géneros Acanthamoeba y
Naegleria fowleri, esto con la finalidad de prevenir y minimizar riesgos a la salud por

contacto e inhalacién de estos organismos.

8.1.3 Catalogo de especies patdégenas

La identificacion de las especies se efectué con base en las caracteristicas
morfologicas del quiste y trofozoito de las claves de Page (1988) y Pussard y Pons

(1997). La ubicacion taxonomica esta basada en la clasificacion de Adl et al., 2012

Cada especie de Acanthamoeba identificada se muestra con su descripcién
morfologica y fotografia, de algunas especies se muestran las dos fases (tréfica y
quistica) de su ciclo vida. Ademas, se incluye un esquema donde se sefalan los

componentes morfologicos del quiste.




Acanthamoeba astronyxis (Ray y Hayes, 1954) Pussard y Pons, 1977

Quiste esférico, ectoquiste rugoso y endoquiste estrellado, todos los brazos del
endoquiste estan en contacto con el ectoquiste, presenta de siete a mas de nueve
brazos, el quiste mide entre 19.2 y 22 um (Fig. 15).

Br Ec
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Figura 15. Acanthamoeba astronyxis. Fase quistica (a), esquema del quiste (b): ectoquiste
(Ec), endoquiste (En) y nucleo (n). Barra de escala 10 um. 400X.




Acanthamoeba castellanii (Douglas, 1930) Volkonski, 19931

El quiste es usualmente redondeado, el ectoquiste es reticulado, grueso y muy
rugoso, endoquiste poligonal o estrellado, conectado al ectoquiste por brazos

conicos no prominentes, presenta un intervalo de diametro de 14 a 16 um (Fig. 16).

Br Ec
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Figura 16. Acanthamoeba castellanii. Fase quistica (a), fase trofica (b), esquema del quiste
(c); ectoquiste (Ec), endoquiste (En) y nicleo (N). Barra de escala 10um. 400X.




Acanthamoeba culbertsoni (Singh y Das, 1970) Griffin, 1972

Quiste mas o menos esférico, ectoquiste reticulado grueso y rugoso, endoquiste
redondeado, y en ocasiones ligeramente poligonal pero nunca estrellado, el
diametro promedio del quiste es de 15 a 18 um (Fig. 17).

En

Ec

Figura 17. Acanthamoeba culbertsoni. Fase quistica (a), fase tréfica (b), esquema del quiste
(c); ectoquiste (Ec), endoquiste (En) y nicleo (N). Barra de escala 10um. 400X.




Acanthamoeba griffini (Sawyer, 1971)

Quiste redondeado, un ectoquiste ondulado con forma de engranes, casi siempre
cercano al endoquiste, este ultimo puede ser ovoide o esférico, algunas veces
estelado, puede o no tener hasta seis brazos cortos bien desarrollados, el diametro
del quiste tiene un promedio de 15 pm (Fig.18).

Figura 18. Acanthamoeba griffini. Fase quistica (a), fase trofica (b), esquema del quiste (c);
ectoquiste (Ec), endoquiste (En) y nucleo (N). Barra de escala 10um. 400X.




Acanthamoeba polyphaga (Puschkarew, 1913) Volkonski, 1931

Esta especie se caracteriza por tener un quiste usualmente redondeado, el
ectoquiste esta muy separado del endoquiste y es delgado, el endoquiste es muy
irregular, nunca estelado, pero puede adoptar formas poligonales, presenta de
cuatro a seis brazos, el diametro promedio del quiste es de 14 um (Fig. 19).

Figura 19. Acanthamoeba polyphaga. Fase quistica (a), fase tréfica (b), esquema del quiste
(c); ectoquiste (Ec), endoquiste (En) y nucleo (N). Barra de escala 10um. 400X.




Acanthamoeba rhysodes (Singh, 1952) Griffin, 1972

Presenta un quiste generalmente redondeado, el ectoquiste es pseudoreticulado, el
endoquiste presenta brazos conicos o tubulares, pocos son estelados o tienen forma
de engrane, presenta de siete a ocho brazos, el diametro promedio del quiste es de
18 pm (Fig. 20).

Figura 20. Acanthamoeba rhysodes. Fase quistica (a), fase trofica (b), esquema del quiste
(c); ectoquiste (Ec), endoquiste (En) y nicleo (N). Barra de escala 10um. 400X.




Acantahamoeba triangularis (Pussard y Pons, 1977)

Quiste usualmente irregular y redondeado, ectoquiste ovoide o esférico, endoquiste
triangular, aunque a veces puede ser cuadrado, presenta brazos, raramente cuatro,
el intervalo del diametro del quiste es de 12 a 13 um (Fig. 21).

Ec Br

/ .
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Figura 21. Acanthamoeba triangularis. Fase quistica (a), fase tréfica (b), esquema del quiste
(c); ectoquiste (Ec), endoquiste (En) y nicleo (N). Barra de escala 10um. 400X.




8.1.4.1 Comparacion de zonas de muestreo

De las 14 zonas muestreadas en las dos épocas del afio (lluvias y sequia) solo 11
fueron positivas para la presencia de Acanthamoeba en el primer muestreo (época
de lluvias). La zona con mayor frecuencia de aislados de Acanthamoeba spp. fue la
zona cuatro (15 aislados), seguida de la cinco (diez aislados) y la seis (nueve
aislados), estas zonas comprenden el rio (Fig. 22). Esto es posible debido a que las
caracteristicas fisicoquimicas que se encuentran en esta zona son las optimas para
que estos organismos puedan sobrevivir (Loret y Greub, 2010;Siddiqui y Khan,
2012), esto ademas podria deberse a que el agua se encuentra en constante
movimiento (Carbal, 2016), ya que Castillo y colaboradores (2011) mencionan que
la presencia/ausencia de amibas de vida libre se ve influenciada por la recirculacion
del agua, la acumulacion de sustancias organicas y la frecuencia con que acuden
las personas a este sitio. Como se puede observar en la figura 22 en el segundo
muestreo (época de sequia) solo en seis zonas se encontré la presencia de
Acanthamoeba spp., la zona con un nimero mayor de aislados fue la cuatro con un
total de siete especies de Acanthamoeba, en tanto las zonas con menos aislados

fueron la uno y la ocho.

Es importante mencionar que en las zonas 12,13 y 14 (pozas) no se encontro
ninguna especie perteneciente al género estudiado en las dos épocas muestreadas.
Esto, probablemente se debe a que como son sistemas artificiales, el agua recibe
un tratamiento especial para el uso turistico; sin embargo, en las demas zonas que
también son artificiales (7-11) se aislaron especies de Acanthamoeba, por lo tanto,
es importante realizar mas estudios para saber si hay algun factor fisico o quimico

gue tenga un impacto en la presencia o ausencia de organismos amibianos.
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Figura 22. Comparacion de frecuencia de Acanthamoeba por época del afio (lluvias y
sequia) en el balneario “Las Grutas de Tolantongo”, Hidalgo, México.

Taméz en 2019 report6d tres especies del género Acanthamoeba, aisladas de
Laguna Larga Michoacan, estas especies son similares a las que se aislaron en el
balneario “Las Grutas de Tolantongo”, Hidalgo, México, las cuales son A.

culbertsoni, A. polyphaga y A. triangularis

8.1.4.2 Comparacion de aislados de Acanthamoeba spp. por biotopos y
épocas del afo.

Se recolectaron muestras de tres biotopos diferentes; agua, sedimento y biopelicula
de las dos épocas muestreadas (lluvias y sequia). En el primer muestreo el biotopo
con mayor rigueza de especies de Acanthamoeba fue el agua, seguida de la
biopelicula y el sedimento. Es importante resaltar que no en todas las zonas se
recolectaron los tres biotopos, ya que en algunos casos como las albercas (zona 7
y 8) y las pozas (zonas 10, 11, 12, 13 y 14) solo se recolect6 agua, esto se debe
probablemente a que son sistemas artificiales y reciben un tratamiento diferentes a
las primeras zonas, las Unicas pozas donde se logr6 obtener biopelicula pertenecen
alazona9y 11; en la primera (Z9) se logré identificar seis especies pertenecientes
al género Acanthamoeba en el biotopo agua y dos en biopelicula, mientras que en
la segunda (Z11) solo en el biotopo biopelicula, se aislé un total de tres organismos
(Fig. 23). Cabe destacar que las biopeliculas estan formadas principalmente de

polisacéaridos, lo cual le confiere a estos organismos proteccion contra
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depredadores y amortiguan cambios de pH, temperatura, osmolaridad entre otros
factores fisicoquimicos (Kokare et al., 2009; Thomas et al., 2009 y Chang et al.,
2010).
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Figura 23. Abundancia de Acanthamoeba por biotopo en la época de lluvias en el
balneario “Las Grutas de Tolantongo”, Hidalao. México.
En el segundo muestreo se identific6 una mayor abundancia de especies de
Acanthamoeba en el biotopo agua, seguido de la biopelicula, sin embargo, en el
sedimento no se encontré ninguna especie de Acanthamoeba, mientras que al igual
gue en el primer muestreo, no se obtuvieron los tres biotopos en todas las zonas de
muestreo, especialmente de la zona siete a la nueve (Fig. 24), esto puede deberse

a gue son sitios que constantemente son saneados.

Agua
Sedimento

Biopelicula

AISLADOS
O r N W A O O

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
ZONAS

Figura 24. Abundancia de Acanthamoeba por biotopos en la época de sequia en el
balneario “Las Grutas de Tolantongo”, Hidalgo, México.
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En la figura 24 al igual de lo que se observa en la figura 23, las zonas con mas
aislados amibianos son de la zona tres-cinco, esto debido a que son sistemas que
estan conectados naturalmente y el agua que los abastece no pasa por ningun
tratamiento previo para uso recreativo, mientras que las zonas de la 7 a la 14, son
sistemas artificiales que aunque se abastece del agua corriente de la gruta y el rio
debe tener un tratamiento especial, esto se encuentra establecido en la NOM-245-
SSA1-2010 en la cual se advierte que estos sistemas artificiales como lo son las
albercas deben estar libres de AVL, especialmente de los géneros Acanthamoeba

y Naegleria fowleri,

Astorga en 2016 aislé amibas del género Acanthamoeba de tres diferentes biotopos
(agua, suelo y vegetales). Del 100 % de AVL reportadas el 68 % de los aislados
pertenecio al biotopo agua, el 19 % al biotopo suelo y el 13 % al biotopo vegetales,
esto es semejante al presente estudio, ya que el biotopo que obtuvo un mayor
porcentaje de aislados amibianos fue el agua, seguido por el sedimento y por ultimo

las biopeliculas.

Por otra parte, es importante mencionar que las épocas del afio en las que se realizé
el muestreo influyeron en la presencia/ausencia de amibas del género
Acanthamoeba ya que la época con mayor porcentaje de aislados fue la época de
lluvias (Fig.24), esto concuerda con Taméz en 2019, quien aisl6 especies del género
Acanthamoeba en la época de lluvias, mientras que en la época de sequia no
report6 aislados pertenecientes al género. Por otra parte, Ramirez y cols. en 2014
reportaron que no tuvieron diferencias significativas entre las épocas del afio

muestreadas (lluvias y sequia) para la obtencién de aislados amibianos.

Astorga en 2016 realizé un estudio ecologico del género Acanthamoeba en Chile,
en el cual obtuvo que las épocas del afio con un mayor porcentaje de prevalencia
de este género fue el verano con el 27 % de los aislados, seguida por la primavera
con el 18 %, mientras que en otofo e invierno obtuvo el 11 % de aislados positivos
en cada época, estos resultados son similares al presente estudio, ya que la época
en la que se obtuvieron mas aislados amibianos fue en la de lluvias 77 % (verano-

otofio en Chile)




Estudios similares que se han realizado en Espafia, pero en plantas de tratamiento
de agua potable y residual, muestran que la época del afio en la cual se presenta
un mayor porcentaje de aislados amibianos del género Acanthamoeba es en
primavera, seguida por verano, otofio e invierno (Magnet et al., 2013). En Taiwan
Tzeng k, y colaboradores en 2013 reportan que la época en la cual aislaron un
mayor numero de amibas del género Acanthamoeba fue otofio con un 28.3 %

seguida por el invierno con un 21.7 % y primavera con un 8.3 %.

Como se puede apreciar en la figura 25 los porcentajes de aislados del género
Acanthamoeba son completamente diferentes, sin embargo esto también puede
atribuirse a que en la época de lluvias habia mas usuarios en el balneario, mientras
qgue en la época de sequia el indice de usuarios disminuyd, de esta manera los
administradores del balneario podian realizar con mayor frecuencia un lavado de
las albercas asi como una buena cloracién para evitar la proliferacion de organismos
con potencial patdgeno, especialmente de amibas del género Acanthamoeba. En
2010 Gertiser en Buenos Aires, Argentina atribuyo la presencia/ausencia de amibas
a la concurrencia de los usuarios ya que hubo un mayor nimero de aislados al igual
que usuarios en la época de invierno-primavera, mientras que verano-otofio la

cantidad de usuarios disminuyé al igual que la cantidad de aislados amibianos.

Figura 25. Porcentaje de aislados de Acanthamoeba por épocas (lluvias y sequia) en el
balneario “Las Grutas de Tolantongo”, Hidalgo, México.
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Muchesa y cols. en 2014 en Sudafrica reportaron que la época que presentd un
mayor indice de aislados fue en otofio con un porcentaje de 51.2, seguida por el
verano con 2.3 % mientras que, en el caso de primavera e invierno, no se reporto
ningun aislado amibiano. Por otra parte, en estudios realizados por Magnet y cols.
en 2012, reporté que el mayor porcentaje de aislados que obtuvo fue en invierno
con el 100 % mientras que en la época de primavera obtuvo el 89.3 %.

8.1.5 Termotolerancia

En los cuadros 3 y 4 se puede observar que los aislados seleccionados que fueron
sometidos a esta prueba dieron positivo, estos resultados obtenidos concuerdan
con los de Tsvetkova y cols. (2004), los cuales arrojaron que hubo crecimiento
amibiano en temperaturas de mas de 45 °C de aquellos aislados amibianos que se
encontraban en albercas al aire libre.

La tolerancia a la temperatura mayor a 35 °C de los aislados indica que podrian
tener un potencial patégeno (Lorenzo-Morales et al.,, 2005), ya que se ha
demostrado que los aislados clinicos presentan una tolerancia a la temperatura
mayor de 35 °C (Walochnik et al., 2000).

Cuadro 3. Prueba de tolerancia a la temperatura de los aislados de Acanthamoeba en la época de
lluvia.

24h 48h 72h|24h 48h 72h|24h 48h 72h
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +

Aislado positivo (+) y negativo (-), agua (A) y biopelicula (B).




En Egipto Al-Herrawy y colaboradores (2013) incubaron amibas del género
Acanthamoeba a 40 °C, obteniendo como resultado que el 56 % de los aislados del
Rio Nilo, el 58.6 % aislados del agua del grifo y el 49.2 % de los aislados de agua
de albercas, sobrevivieron a esta temperatura. En Hungria fueron reportados nueve
especies del género Acanthamoeba aisladas de albercas, las cuales fueron
sometidas a temperaturas de 25, 30, 36 y 42 °C, las primeras tres temperaturas (25,
30y 36 °C) resultaron las adecuadas para su desarrollo. Sin embargo, el crecimiento
disminuy6 a 42 °C (Kiss et al., 2014).

Cuadro 4. Prueba de tolerancia a la temperatura de los aislados de Acanthamoeba en la época de
sequia.

24h 48h 72h|24h 48h 72h|24h 48h 72h
+ + + + + + + + +
+ + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +

Aislado positivo (+) y negativo (-), agua (A) y biopelicula (B).

En 2012 en Iran, Solgi y cols. incubaron amibas del género Acanthamoeba a 30, 37
y 42 °C durante 30 dias, el 100 % de los aislados crecio a 30 °C, el 92 % creci6 a
37 °Cyel67 %a 42 °C. Por otra parte, un estudio realizado en Polonia demostro
gue las especies de Acanthamoeba que se aislaron del agua, solo el 10 % se adapt6
a la temperatura de 42 °C luego de 72 horas, comparado con lo que se reporta en

el presente estudio, las especies de Acanthamoeba que se aislaron encontraron un




ambiente idoneo para su desarrollo, ya que la temperatura mas alta a la que fueron

sometidas fue de 42 °C.

También se han realizado estudios, donde se muestra que las especies de
Acanthamoeba que presentan potencial patégeno para el humano pueden
sobrevivir a temperaturas mayores a 50 °C inclusive hay algunas que han logrado
adaptarse hasta los 60 °C (Astorga, 2016). En 2012, Ozcelik y cols. en Turquia,
sometieron amibas aisladas de muestras de agua a temperaturas de 37,42y 52 °C
durante dos dias, demostrando que las AVL pueden sobrevivir a temperaturas de
hasta 42 °C mientras que las especies del género Acanthamoeba fueron las Unicas
capaces de sobrevivir a temperaturas de 52 °C. En el mismo afio en Turquia,
Coskun y cols. demostraron el crecimiento de seis especies de Acanthamoeba a la

temperatura de 52 °C.

8.1.6 Pruebas de patogenicidad

Se realizaron pruebas de patogenicidad (osmotolerancia) a los aislados de
Acanthamoeba spp. (Lorenzo-Morales et al., 2013), esto con la finalidad de probar
si los organismos encontrados presentan potencial patégeno, ya que, de acuerdo a
la identificacion taxondémica, se encuentran dentro del grupo de las amibas con
potencial patégeno (Robinson et al., 1992). Cabe mencionar que estas pruebas no
son suficientes para asegurar que estas especies son patégenas, ya que es
necesario realizar otro tipo de estudios como pruebas moleculares, y pruebas con
modelos murinos para comprobar la patogenicidad de estas especies (Marciano-
Cabral y Cabral, 2003; Caumo et al., 2011; Magnet et al., 2012) para saber con

exactitud si son potencialmente causantes de enfermedades en humanos.

8.1.6.1 Osmotolerancia

En el cuadro 5 se puede observar que el crecimiento de los organismos se vio
afectado por las concentraciones de manitol a las que fueron sometidos los aislados
seleccionados, de estos solo algunas especies como A. astronyxis y A. polyphaga

tuvieron crecimiento a las 24, 48 y 72 horas en la concentracion de 0.5 M, mientras
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qgue en la concentracion de 1 M solo una especie (A. polyphaga) crecio a las 72
horas, por otra parte se observa que las especies que no tuvieron crecimiento a
ninguna concentracion fueron; A. astronyxis la cual fue aisladas de lazona2y 4y
A. triangularis aislada de la zona 5.

Cuadro 5. Evaluacion del crecimiento de Acanthamoeba en presencia de manitol a diferentes
concentraciones.

Epoca de lluvias Control 0.5 M manitol 1 M manitol
Aislados 24h 48h 72h|24h 48h 72h|24h 48h 72h
. astronyxis Z1 A + + + + + + - - -
. polyphaga Z1 A
. polyphaga Z1 A
. polyphaga Z2 A
. astronyxis Z2 A
. polyphaga Z5 A
. astronyxis Z5 B

A. astronyxis Z1 A

Aislado positivo (+) y negativo (-), agua (A) y biopelicula (B).

+ +
+ + + - - -
+ +

+ 4+ + + + + + + o+
+ 4+ + + + + + + o+
+ 4+ + + + + + 4+ + + +

+ 0+

+ 0+

o+

N B

N B

N B

+
+ + +
+ + +

1

1

1

En el cuadro 6 se observa que solo A. polyphaga aislada de la zona 4 la época de
sequia fue positivo a las dos concentraciones a las que fue sometida. Mientras que
A. castellanii aislada de la misma zona no mostré crecimiento en ninguna
concentracion. Acanthamoeba polyphaga (aislada de la zona 1y 4) y A. castellanii
(aislada de la zona 7) fueron las Unicas especies que crecieron en las dos
concentraciones (0.5y 1 M), pero solo A. polyphaga fue capaz de soportar el cambio

y adaptarse a la segunda concentracion (1M).




Cuadro 6. Evaluacion del crecimiento de Acanthamoeba en presencia de manitol a diferentes
concentraciones.

Epoca de sequia Control 0.5 M manitol 1 M manitol
Aislamiento 24h 48h 72h|24h 48h 72h|24h 48h 72h
_A.polyphaga Z1 A e + + + + + - + +
A. castellanu Z2 S + + + - - -

(A castelani 27 A RSN

Aislado positivo (+) y negativo (-), agua (A) y biopelicula (B).

+ + + + + +
+ +

+ 4+ + +F + + + + + +
+ 4+ + +F + + + + + +

+ + + 4+ + + 4+ + + + +
1
+

1
+ + +
+ + + + + +
1
1
1

Khan y cols. en 2001, realizaron una comparacion de aislados amibianos
ambientales y clinicos. En este estudio, sometieron a los organismos a diferentes
concentraciones de manitol, en el cual demostraron que los aislados ambientales
son muy poco resistentes a la prueba, ya que del 100 %, solo el 43 % de los
organismos, fue capaz de adaptarse y crecer en las concentraciones de manitol a
las que fueron sometidos, esto concuerda con los resultados obtenidos en este
estudio ya que del 100 % de los organismos seleccionados para la prueba, solo el
38 % logro adaptarse a las concentraciones sometidas y crecer. Por otra parte, se
ha relacionado que las especies que resisten una concentracion de manitol mayor
a 1 M presentan una mayor patogenicidad (Walochnik et al., 2000; Khant et al.,
2002; Lorenzo-Morales et al., 2005). La osmotolerancia indica la capacidad de las
cepas de adaptacion a los tejidos (Khan y Tereen, 2003) y algunos estudios
relacionan estos condicionantes fisioldgicos con la virulencia de las cepas
ambientales y clinicas (Gianinazzi et al., 2010). La capacidad patégena de
Acanthamoeba es multifactorial y la capacidad de adaptacién a la osmolaridad

protectora que supone las lagrimas del ojo, favorece la citotoxicidad, aunque existen




otros factores como la capacidad de las amibas de producir proteasas, que favorece
la invasion a las células del epitelio corneal (Fernandez-Rodrigo, 2015).

La prueba de osmotolerancia indica que las amibas del género Acanthamoeba que
fueron aisladas, presentan caracteristicas especiales que le permiten adaptarse a
nuevos medios, lo cual puede inferir que probablemente tengan potencial patégeno
(Geisen et al., 2004), sin embargo, es necesario realizar mas pruebas para
comprobar el potencial patégeno de estas especies aisladas del balneario “Las

Grutas de Tolantongo”, Hidalgo, México.

8.1.7 Parametros fisicos y quimicos del agua

Durante el muestreo se realizd la medicidén de algunos parametros fisicos y quimicos
del agua como la temperatura, el pH y la conductividad, esto para saber algunas
condiciones ambientales en las que se encuentra tanto el balneario como los

organismos amibianos aislados.

Se ha demostrado que las especies de AVL con potencial patdgeno pueden
sobrevivir a diferentes medios, especialmente el género Acanthamoeba, ya que la
fase quistica le confiere cualidades especiales para poder sobrevivir en diferentes
ambientes y en condiciones adversas (Trabelsi et al., 2012).

8.1.7.1. Temperatura del agua

Las especies de Acanthamoeba son organismos termotolerantes, es decir; que
pueden soportar elevadas temperaturas (Castrillén, 2013). La temperatura a la cual
fueron aisladas las especies podria inferir que los aislados son organismos con
potencial patégeno (Rohr et al., 1998; Todero et al.,, 2011), por lo tanto, la
temperatura podria ser un factor importante para que estos organismos estuvieran
presentes en el balneario. Sin embargo, en la época de lluvias, fue donde mas

organismos aislados hubo.




La temperatura del balneario oscil6 entre los 26 y 35 °C para ambos muestreos (Fig.
26), el registro méas bajo fue entre 22 y 27 °C el cual se present6 en la cascada
(zona 1), mientras que el registro mas alto fue tomado de la zona 2 (gruta) y esta
oscilo entre los 32 y 35 °C en ambos muestreos, estas cifras se encuentran dentro
del ambito de tolerancia adecuado para estos organismos, en el caso de AVL
presentan una tolerancia que va de los 4 a los 35 °C, este &mbito es el ideal para
gue estos organismos estén presentes en el agua (De Jonckheere, 1984). Cabe
destacar que balneario es alimentado por el agua naciente de la gruta principal, es
por lo que la temperatura reportada como la més alta fue de 35 °C en la época de
sequia esta se obtuvo en la gruta, caso contrario a la época de lluvias ya que la
temperatura mas alta que se reporto fue de 34 °C la cual se obtuvo en la zona de

las pozas (Fig. 26).
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Figura 26. Variacién espacial de los valores de temperatura en el balneario “Las
Grutas de Tolantongo”, Hidalgo, México, en ambas épocas del muestreo.

Otros trabajos sobre AVL realizados en aguas con temperaturas elevadas
mencionan la presencia de estas amibas, Alvarez-Barrientos (2016) en “Hierve el
agua”, Oaxaca, reportd por primera vez amibas del género Acanthamoeba con
potencial patégeno dentro de las cuales se encontré: A. astronyxis, A. castellanii, A.
culbertsoni, A. griffini, A. polyphaga, A. rhysodes y A. triangularis en este sitio de

aguas recreativas.




Taméz en 2018 realiz6 un estudio en “Laguna Larga” en el estado de Michoacan,
reportd que en la época de lluvias obtuvo la mayor temperatura del agua, la cual
fluctud entre 26 y 46 °C y en la época de sequia la temperatura estuvo entre 26 y 36
°C, en el presente trabajo la temperatura en la época de lluvias oscilo entre los 27 y
34 °C mientras que en la época de sequia la temperatura del agua se encontr6 entre
los 22 y 35 °C, la temperatura del agua solo varié por un grado, sin embargo en este
caso la época de sequia fue en la que se obtuvieron tanto la temperatura mas baja

como la mas alta.

8.1.7.2 pH del agua

En el estudio se pudo observar que el pH del agua fluctu6 entre 8.4y 9.7 en las dos
épocas muestreadas (Fig. 27), por lo cual los valores obtenidos estan dentro del
ambito que soportan las amibas, el cual oscila desde 4.6 hasta 9.5 (Kyle y Noblet,
1986).

En la figura 11 se puede observar que en la época de lluvias el valor mas bajo que
se registrd se obtuvo en la zona 12 (pozas) el cual fue de 8.3 y el mas alto se registré
en la dltima de las pozas muestreadas (zona 14) el cual fue de 9.2, mientras que en
la época de sequia los valores mas altos oscilaron entre 9.7 y 9.72, los cuales se
registraron en la zona 1 (cascada) y en la zona 4 (nacimiento del rio), el valor mas
bajo se registr6 en la zona 2 (gruta) el cual fue de 8.9. Los valores registrados
indican que el pH del balneario es alcalino, esto puede deberse a que la
composicién de las rocas que conforman el sedimento del balneario es de

carbonatos y bicarbonatos.
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Figura 27. Variacion espacial de los valores de pH en el balneario “Las Grutas de
Tolantongo”, Hidalgo, México, en ambas épocas del muestreo.

Estos resultados comparados con los de Andrade en 2015, el cual aislé amibas de
vida libre en rios de la cuenca de México, reporta que el pH se mantuvo en los
ambitos de neutralidad ya que los valores mas bajos que obtuvo en su muestreo
fueron de 6.6 y el mas alto es de 7.7 en los rios, mientras que en el presente trabajo
el pH fluctué mas hacia la alcalinidad, esto se puede atribuir a la composicion de las

rocas arrastradas por el rio.

La mayoria de los trabajos de amibas de vida libre reportan que el pH se mantiene
en los niveles 6ptimos para que las amibas de vida libre puedan sobrevivir a estas

condiciones y se encuentren presentes en el agua sin que afecte su ciclo de vida.

Taméz en 2019 reportd que las condiciones de pH que se encontraron en el
balneario “Laguna Larga” en el estado de Michoacan, no afectaron la presencia
ausencia de las amibas de vida libre, los valores de pH fueron acidos, estos

oscilaron entre los 3.3 y los 4.75 en las dos épocas (lluvias y sequia).

Hernandez en 2019 quien aislé amibas de vida libre en albercas del estado de
México reportd que los valores que obtuvo en el muestreo oscilaron entre 3.6 y 8.5,
al valor mas bajo que fue de 3.6 adjudica que este puede ser el motivo por el cual

no obtuvo presencia de organismos, comparado con el presente trabajo realizado




en el balneario “Las Grutas de Tolantongo”, Hidalgo, México tiene mayor semejanza
en cuanto a los valores de pH obtenidos, sin embargo no se puede asegurar que
este parametro fisicoquimico sea la causa por la cual en algunas zonas de muestreo

no se encontraron especies de Acanthamoeba.

8.1.7.3 Conductividad del agua

En cuanto a la conductividad del agua se puede decir que no fue un factor limitante
para determinar la presencia o ausencia de los organismos, pues estos parametros
también se encuentran dentro del &mbito tolerado por las AVL ya que la
conductividad soportada por las amibas va desde 0.02 a 1.55 mS/cm (Visvesvara,
2010). En la figura 28 se puede observar que en la época de lluvias (muestreo 1) el
valor mas bajo se presentd en la zona 1(la cascada) el cual fue de 1.04 mS/cm,
mientras que los valores mas altos se registraron en las zonas 8, 9y 13 (alberca, y
pozas) los cuales presentaron una conductividad de 1.16 mS/cm. En la época de
sequia el valor mas bajo que se registré fue de 1.05 mS/cm en la zona 6, seguido
de la zona 1y 10 (cascaday pozas) con una conductividad de 1.09 mS/cm, mientras

que el registro mas alto fue de 1.15 mS/cm en la zona 2 (gruta).
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Figura 28. Variacion espacial de los valores de conductividad en el balneario “Las
Grutas de Tolantongo”, Hidalgo, México, en ambas épocas del muestreo.




Bonilla y cols. en 2014 reportan valores de conductividad bajos los cuales no
afectaron directamente a la presencia/ausencia de amibas de vida libre, estos
valores oscilaron entre 75y 76 uS cm. Por otra parte, en 2015 Andrade report6
valores que oscilaron entre 441y 77 uS cm™ en este trabajo aislé amibas de vida
libre en rios de la Cuenca de México, mientras que Taméz en 2019 reporta que los
valores encontrados oscilaron entre 3.47 y 3.65 ps/cm los cuales no influyeron en

la presencia/ausencia de amibas de vida libre.

8.1.8 Anélisis estadisticos

Los andlisis se efectuaron para conocer las similitudes entre los sitios con base en
la presencia-ausencia de las especies y para establecer si hubo diferencias

significativas en las variables ambientales entre las dos épocas.

8.1.8.1. indice de Jaccard

En la figura 29 se puede observar que la similitud entre las zonas de muestreo
(época de lluvias) se dividié en dos grupos principales; en el primer grupo la mayor
similitud existe entre las zonas 1 (cascada), 3 (tunel), 4 (nacimiento del rio) y 9
(pozas), esto puede atribuirse a que las primeras 3 zonas muestreadas se
encontraban cercanas, y a que el agua de la cascada cae al rio y esta corre por las

demas zonas.

En el segundo grupo la mayor similitud se encuentra entre la zona 6 (final del rio) y
la zona 10 (pozas), esto puede ser debido a que el agua del rio alimenta a las pozas
y esta misma es desechada en el rio. Los grupos mostrados por el clister nos
indican que en estos sitios de muestreo se encontraron organismos de la misma

especie.

Cabe destacar que las zonas que no tuvieron similitud fueron dos: la alberca 2 (zona
8) y la zona 13 (pozas), pudiera atribuirse que las zonas de muestreo ademas de

estar lejanas, el agua recibe un tratamiento diferente, ya que el agua de las albercas




es clorada y se desecha en el rio, mientras que el agua que llega a las pozas no
recibe ningun tratamiento.

El estadistico presenta un coeficiente de correlacién de 0.88, esto entra dentro del
ambito aceptable para que el analisis sea estadisticamente significativo, esto quiere

decir que la similitud entre las muestras tiene un 0.88 de confianza.
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Figura 29. Claster clasico de la época de lluvias, coeficiente de correlaciéon de 0.88,
realizado con el software Past versién 3.3.

Al igual que para el primer muestreo, en la época de sequia se realiz6 un cluster
clasico por medio del indice de Jaccard (Fig. 30), en este se puede observar que la
similitud de especies entre las zonas muestreadas se dividi6 en dos grupos
principales, en el primer grupo se puede apreciar que las zonas con mayor similitud
son la 4 (nacimiento del rio) y la 6 (fin del rio), mientras que en el segundo grupo se

puede observar que la zona 1 (cascada) es la Unica que no presenta similitud con
alguna otra zona de muestreo.
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Figura 30. Cluster clasico de la época de sequia, presenta un coeficiente de
correlacion de 0.80, realizado con el software Past version 3.3.

Alvarez-Barrientos (2016) realizé analisis estadisticos para probar si habia similitud
entre las muestras donde aisl6 amibas de vida libre, por medio del indice de
Jaccard, el cual dio como resultado para la época de lluvias que el valor mas alto
que se alcanzo en cuanto a la similitud entre las muestras fue de 1, en el segundo
muestreo (sequia) las similitud entre las muestras fluctuaron entre 0.7 y 1. En 2018
Taméz realizdé un cluster con ayuda del indice de Jaccard en este compar6 la
similitud que existen entre los sitios muestreados, obteniendo como resultados que
solo dos albercas presentaron una similitud del 70 % mientras que las demas
albercas solo presentaban una similitud del 40 % en cuanto a las especies de
amibas de vida libre que encontrd en cada sitio. En ambos trabajos reportan que los
factores fisicoquimicos no influenciaron en la similitud de las muestras ni de los sitios

muestreados al igual que en el presente trabajo.




8.8.2 Analisis de similitudes (ANOSIM)

El ANOSIM se realizé con ayuda del software Past version 3.3, con la finalidad de
saber que tanta diferencia hay entre cada época muestreada (época de lluvias y

sequia)

Cuadro 7. ANOSIM, comparacién de las dos épocas muestreadas (lluvias
y sequia) en el balneario “Las Grutas de Tolantongo”, Hidalgo, México.

ANOSIM

Permutacion N: 9999
Rango medio dentro de: 81.58
Rango medio entre: 90.17
R: 0.1005
P (igual): 0.1028

El andlisis indica que para que haya diferencias entre los muestreos R debe ser
menor a 0.05, en este estadistico se puede observar que R= 0.1005 lo cual indica
gue no hay diferencia significativa entre cada muestreo (cuadro 7), este analisis
también sirve para corroborar los resultados obtenidos con el claster el cual indico
que no existié6 gran similitud entre los sitios muestreados, ya que las especies
aisladas fueron las mismas para ambas épocas del afio en las que se realizaron los

muestreos.




8.8.3 Escalamiento multidimensional no métrico

En la figura 31 se puede observar que no hay una relacion entre las variables
ambientales medidas y las especies de Acanthamoeba encontradas en los
muestreos, esto no quiere decir que los factores no influyen en la presencia o
ausencia de estos organismos en el balneario, ya que otros estudios han
demostrado que las condiciones ideales para que estas especies de amibas
potencialmente patdégenas puedan estar presentes en este tipo de sistemas. Cabe
mencionar que se debid tomar en cuenta mas factores fisicos y quimicos del agua

para obtener una mejor correlaciéon con las especies encontradas.
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Figura 31. Escalamiento multidimensional no métrico de los pardmetros fisicos y quimicos
del agua del balneario “Las Grutas de Tolantongo”, Hidalgo, México.




IX. CONCLUSIONES

. Se aislaron un total de 15 especies de AVL pertenecientes a seis géneros;
Acanthamoeba, Korotnevella, Naegleria, Rosculus, Saccamoeba y Vannella.
. Se aislaron un total de siete especies pertenecientes al género
Acanthamoeba; A. astronyxis, A. castellanii, A. culbertsoni, A. griffini, A.
polyphaga, A. rhysodes y A. triangularis, las cuales, han sido reportadas con
potencial patégeno.

Las especies mas frecuentemente aisladas en el balneario “Las Grutas de
Tolantongo”, Hidalgo, México fueron: A. polyphaga, A. triangularis y A.
castellanii.

La época del afio con mas aislados de Acanthamoeba fue la época de lluvias,
la zona que presentd mayor numero de aislados de Acanthamoeba fue el rio
y el biotopo con un mayor niamero de organismos del género fue el agua con
el 80 % de los aislados.

Las especies del género Acanthamoeba que se aislaron dieron positivo a la
prueba de termotolerancia mientras que solo algunas especies como: A.
castellanii, A. polyphaga, A. astronyxis y A. triangularis dieron positivo a la
prueba de osmotolerancia.

Las variables ambientales estuvieron en los &mbitos adecuados que se han
reportado para el crecimiento de estos organismos.

El balneario “Las Grutas de Tolantongo”, Hidalgo, México en las labercas no
cumple con las medidas sanitarias necesarias que indica la NOM-245-SSA1-
2010 “Requisitos sanitarios y calidad del agua que deben cumplir las albercas
y que contempla como requisito la ausencia de amibas patégenas”.

En México no se cuenta con indices epidemiolégicos actualizados de alguna

infeccion causada por Acanthamoeba spp. como lo es QA, EAG y AC.




1.

X. RECOMENDACIONES

Informar a la administracion del balneario que las albercas y las pozas no
presentan las condiciones sanitarias adecuadas que especifica la NORMA
Oficial Mexicana NOM-245-SSA1-2010, “Requisitos sanitarios y calidad del
agua que deben cumplir las albercas”, ya que se aislaron amibas de vida libre
con potencial patdgeno y esto pone en riesgo tanto a los usuarios como a los
trabajadores del balneario.

La administracién del lugar podria colocar carteles que cuenten con la
informacién necesaria sobre amibas de vida libre.

Emitir recomendaciones a los usuarios para que puedan prevenir alguna
infeccion causada por estas amibas u otro organismo con potencial
patdégeno.

Realizar mas pruebas de patogenicidad para saber si las amibas del género
Acanthamoeba que se aislaron son potencialmente patdgenas.
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Xl. ANEXOS

Anexo 1

Especies de AVL aisladas en las dos épocas muestreadas

Cuadro 8. Especies de AVL que se registraron en las dos épocas muestreadas (lluvias y
sequia) en el balneario “Las Grutas de Tolantongo”, Hidalgo, México.

Género Especies

Acanthamoeba e A. astronyxis

e A. castellanii
e A. culbertsoni
griffini

. polyphaga
. rhysodes

°
> > > > > > >

. triangularis

pd

Naegleria e N. fowleri

e N. gruberi

Vannella e V. mira
e V. platypodia

e V.simplex

Korotnevella e K. stella
Rosculus e R.ithacus
Saccamoeba e S.limax




Anexo 2

Medio NNE (agar no nutritivo con Enterobacter aerogenes) (De Jonckheere,
1979)

Reactivos:
» NaCl 0.12g
» MgS04.7H20 0.004 g
» Naz2HPOa4 0.146 g
» CaCl2.2H20 0.004 g
» KH2PO4 0.136 g
» Bactoagar 150 g
» Agua destilada 1000 ml

Material:

» Cajas de Petri

» Pipetas Pasteur estériles
» Mecheros

» Pinzas

Procedimiento:

1. Mezclar en seco todos los componentes, agregar primero 500 ml y agitar
hasta homogeneizar la solucién, posteriormente aforar a 1L.

Calentar hasta ebullicion y disolver el agar.

Esterilizar a 121°C durante 15 min.

Verter en una placa de Petri (15 a 20 ml).

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

6. Dejar reposar 1 hora aproximadamente.
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Anexo 3

Medio semisolido con medio NNE y solucion de Prescott-James (Aladro-
Lubel, 2009)

Reactivos:

Medio NNE

Solucion de Prescott —James (estéril)

Extracto de suelo con sales(estéril)

Infusion de granos (trigo, maiz, arroz)

Infusion de planta (Cerophyl 0.15 %) (estéril)

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

VVVYVYYYY

Material:

» Cajas de Petri

» Pipetas Pasteur estériles
» Mecheros

» Pinzas

Procedimiento:

1. Vaciar medio NNE en cajas de Petri aproximadamente con 5mm de grosor.
2. Posteriormente agregar la cantidad de las soluciones en la siguiente
proporcion:
> Solucién de Prescott—-James (seis gotas) Extracto de suelo con sales
(cuatro gotas).
> Infusion de granos (tres gotas por cada infusién de trigo, maiz y arroz)
Infusion de planta (tres gotas).
» Tubo de concentrado de Enterobacter aerogenes (una gota)
Concentrado de la muestra centrifugada (seis gotas).
3. Dejar a temperatura ambiente o colocar en incubadora segun sea el objetivo
de estudio.




Anexo 4

Medio liquido con solucion de Prescott-James (Aladro-Lubel, 2009)

Reactivos:

Solucion de Prescott —James (estéril)

Extracto de suelo con sales(estéril)

Infusion de granos (trigo, maiz, arroz)

Infusion de planta (Cerophyl 0.15 %) (estéril)

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

VVVVYY

Material:

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

» Mecheros

» Pipeta de 1 ml estéril

» Pinzas

Procedimiento:

1. Agregar 1 ml de la solucién de Prescott-James en cada pozo de la placa de

cultivo celular.

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

proporcion:
» Extracto de suelo con sales (cuatro gotas).

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

Infusion de planta (tres gotas).
» Tubo de concentrado de Enterobacter aerogenes (una gota)
Concentrado de la muestra centrifugada (seis gotas).

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