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I. RESUMEN

Los casos de meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP), encefalitis amibiana
granulomatosa (EAG), queratitis amibianas (QA) y acantamebiosis cutdnea (AC)
ocasionados por Amibas de Vida Libre (AVL), a nivel mundial son frecuentes, mientras
que en Meéxico estas enfermedades son casi desconocidas. Actualmente no se posee
ninguna informacién acerca de reportes de estas enfermedades por AVL para el estado de
Oaxaca lo que podria sugerir desconocimiento de la problematica.

Se realizd un estudio en el balneario natural “Hierve el Agua” ubicado en el
municipio de San Lorenzo Albarradas, Oaxaca, el cual comprendié dos muestreos y donde
se obtuvo un total de 40 muestras, 20 en cada muestreo, correspondientes a cuatro biotopos:
biopelicula flotante, biopelicula adherida, sedimentos y muestra mixta de agua.

El primer muestreo se realizé en el mes de septiembre de 2012 (época de lluvia) en
donde se aislaron un total de 19 especies de AVL pertenecientes a siete géneros, de las
cuales ocho especies son reportadas como patdégenas para el ser humano y el segundo
muestreo en el mes de abril de 2013 (época de sequia), con un total de 18 especies
pertenecientes a nueve géneros, siete de ellas reportadas como patogenas.

Durante el estudio no se observaron variaciones temporales y espaciales importantes
de pH, temperatura y conductividad en el sistema acuatico lo que indica una estabilidad de
las condiciones ambientales, ademas de que se sitian en un intervalo en el que las AVL
pueden desarrollarse.

En conlusion la época del afio con mayor probabilidad de exposicion a las AVL
potencialmente patdgenas es durante €épocas secas; ademas de que en el lugar no se cumple
con la NORMA Oficial Mexicana NOM-245-SSA1-2010, donde los requisitos sanitarios y
de calidad del agua que deben cumplir las albercas los géneros Acanthamoeba y Naegleria

deben estar ausentes.(Diario Oficial de la Federacion, 2012)



1. INTRODUCCION

1. Amibas de vida libre

Las amibas de vida libre (AVL) son un grupo de protozoos de gran importancia médica y
ecoldgica, constituyen un grupo muy extenso, tienen una distribucion cosmopolita, se
encuentran practicamente en todo tipo de ambientes como casquetes polares, en el suelo y
agua (Rivera et al., 1979; Kyle y Noblet, 1986). Asi mismo algunas especies pueden
comportarse en ocasiones como parasitos facultativos y oportunistas. Por esta caracteristica
se les denomina también amibas anfizoicas, aludiendo a su capacidad de sobrevivir tanto en

vida libre como en el interior de hospederos (Garaycochea et al., 2008) .

En el agua desempenan un papel fundamental en el flujo energético y en el reciclado de los
nutrimentos son un enlace fundamental entre desintegradores y niveles troficos superiores,
convirtiéndose en un eslaboén importante en el circuito microbiano acuatico, se alimentan
selectivamente de bacterias y materia orgédnica, pudiendo controlar el nimero y la
diversidad de estas especies en su fase trofica y al pasar a su estado quistico, pueden ser

diseminados a la atmosfera (Fenchel, 1987; Sleigh, 1989).

Ademas tienen la capacidad de establecer y estimular la produccion de biopeliculas
mediante la adhesién a las superficies y secretar sustancias metabolicas tales como
polisacaridos de glucosa y proteinas (Khan et al., 2000), las cuales pueden ser
desarrolladas en sustratos solidos en contacto con el agua (biopeliculas fijas) o en la
interfase agua-aire (biopeliculas flotantes) (Hsu et al., 2011) lo que les permite interactuar
con una gran cantidad de microorganismos (Khan, 2006), por ejemplo, Legionella
pneumophila, una bacteria intracelular facultativa que es el agente causante de la
legionelosis, coloniza las biopeliculas lo que le proporcionan un ambiente rico para su

replicacion (Bigot et al., 2013).



Algunas bacterias pueden beneficiarse de las interacciones con las AVL por su capacidad
para resistir la digestion intracelular, asi como la de poder crecer dentro la forma tréfica de
la amiba; también han sido descritos como vehiculos de microorganismos patdogenos
incluyendo a Legionella pneumophila, Helicobacter pylori, Vibrio cholerae (Astorga et al.,
2011). Ademas, se ha demostrado que la virulencia de las bacterias patdégenas hacia su

hospedero (amibas) puede también reflejarse en animales y humanos (Thomas et al., 2009).

Las especies de AVL consideradas patdégenas para el hombre comprenden solo cuatro
geéneros: Balamuthia, Sappinia, Naegleria y Acanthamoeba (Xuan et al., 2008; Ledee et al.,
2009; Uribarrenn, 2014) estas son termotolerantes, tienen preferencia por los cuerpos de
agua con temperaturas elevadas y se observan mds frecuentemente en cuerpos de agua con
temperaturas por arriba de los 25 °C, en las aguas naturales de los tropicos y subtrdpicos,
aguas termales y aguas contaminadas térmicamente por descargas industriales. En paises
templados y frios las amibas patdogenas proliferan mejor durante los meses mas calidos, lo
que lleva a pensar en un patrén estacional (Rondanelli, 1987; Rivera ef al., 1994). Algunos
investigadores, han propuesto que el incremento brusco de temperatura atmosférica mas
que una temperatura elevada constante es lo que realmente favorece la predominancia de
las naeglerias patdogenas (Rodriguez, 1994; Pernin y Pelandakis, 2001), otros parametros
fisicos y quimicos del agua que las favorecen son: niveles dptimos de oxigeno, pH cercano
a la neutralidad, alimento suficiente (bacterias y materia organica) y un minimo de
humedad; sin embargo, pueden soportar variaciones amplias en cualquiera de estos

parametros (Gallegos, 1997; Bonilla ef al., 2000; Smirnov y Thar, 2003).



2. Taxonomia

La clasificacion taxonomica clasica dividio el reino Protozoa en cuatro grupos: Sarcodina
(amibas), Mastigophora (flagelados), Sporozoa (protozoos parasitos) e infusorios (ciliados)
(Visvesvara et al., 2007). Esta taxonomia ha sido totalmente abandonada por la Sociedad
Internacional de Protozoologos por una basada en enfoques morfoloégicos modernos, las
vias bioquimicas y filogenia molecular. De acuerdo a este nuevo esquema los eucariontes
han sido clasificados en seis clusters o “super grupos” Illamados: Amoebozoa,
Opisthokonta, Rhizaria, Archaeplastida, Chromalveolata y Excavata. En cuanto a las AVL
potencialmente patdgenas seguin la nomenclatura actual han sido clasificadas en dos stuper

grupos, como puede observarse en la figura 1 (Adl et al., 2005).

, Familia Género
Saper grupo

Acanthamoeba
Balamuthia

Thecamoebidae
Sappinia

Acanthamoebidae

Amoebozoa

Naegleria
Excavata Vahlkampfiidae

Figura 1. Clasificacion de las AVL patogenas para el hombre segun Adl et al., 2005




3. Amibas de vida libre potencialmente patogenas

3.1 Naegleria fowleri

Es la amiba que posee la mayor virulencia y letalidad a corto plazo de todas las AVL que

infectan al hombre, causando meningoencefalitis amibiana arimaria (MEAP); el gran dafio

tisular que provoca, han hecho merecedor a este protozoo del sobrenombre de “amiba come

cerebro” (Tapia, 2012).

El ciclo de vida de Naegleria fowleri incluye una etapa de alimentacion ameboide

(trofozoito), una de natacion rapida temporal (ameboflagelado) y un quiste, que es una

estructura de resistencia donde la amiba se encuentra en estado latente, protegiéndose de

condiciones adversas en el ambiente como son las bajas temperaturas y la desecacion, razon

por la cual ésta especie se encuentra rara vez en el suelo (Fig.2) (Smirnov y Thar, 2003).

3.1.1

Caracteristicas morfologicas

Trofozoito: Los trofozoitos corresponden a amébidos con forma limax que en
preparaciones frescas miden de 15 a 25 pum de didmetro, tienen un citoplasma
abundante vacuolado o granular, y un gran nucleo central, claro y esférico con un
nucleodlo esférico prominente y refringente (Oddo, 2006); se observa una vacuola
contractil y pequefias vacuolas digestivas. Se desplaza a través de pseuddpodos
redondeados, o lobopodos, de tamafio variable y con frecuentes cambios de
direccion, puede presentar uno o dos pseudopodos a la vez (Pérez de Galindo et al.,

2012); se le conoce como amiba “limax” que presenta un desplazamiento rapido.

Estadio flagelar: Este estadio es transitorio, mide de 10 a 16 um, su organelo de
locomocion son de dos a diez flagelos, aunque ocasionalmente pueden encontrarse
mas flagelos (Oddo, 2006). Durante la fase flagelada la amiba no se divide ni
alimenta (Tapia, 2012), puede evidenciarse el nicleo de las AVL, colocado siempre
hacia el extremo anterior respecto a la direccion del movimiento y una vacuola
contractil colocada siempre hacia el extremo posterior, posicion caracteristica del

género, es un estado transitorio (Pérez de Galindo et al., 2012).



e Quiste: Son uninucleados, esféricos e inmoviles y ademas constituyen la forma de
resistencia del parésito (Pereira y Pérez, 2003) mide de 8 a 12 um de didmetro, con

una pared doble lisa, con uno o dos poros planos (Bonilla et al., 2007).

Figura 2. Etapas del ciclo de vida de Naegleria fowleri: trofozoito (a) flagelado (b) y quiste
(c) (John, 1993).

3.2 Acanthamoeba spp.

Las amibas del género Acanthamoeba se encuentran entre los organismos mas ampliamente
distribuidos en la naturaleza, pueden tolerar un amplio rango de osmolaridad, temperatura,
salinidad, pH y pueden sobrevivir a 37 °C. En este género se encuentran especies que son
potencialmente patdgenas para el hombre tales como: Acanthamoeba castellanii, A.
culbertsoni, A.hatchetti, A.healyi, A. polyphaga, A. rhysodes, A. astronyxis y A. divionensis
(Marciano, 2003).

El género Acanthamoeba spp. puede ocasionar Queratitis Amibiana (QA), una infeccion
cronica de la cornea con compromiso serio de la vision, principalmente en usuarios de
lentes de contacto; Encefalitis Amibiana Granulomatosa (EAG) que afecta el sistema
nervioso central y desencadena la muerte del paciente en pocos dias; Acantamebosis
Cutanea (AC) caracterizada por lesiones ulcerosas supurativas en la piel y sinusitis, solo se
presentan en individuos inmunocomprometidos (Gertiser et al., 2010), también puede

presentar patologias en otros 6rganos como el bazo, tiroides, etc.



3.2.1 Caracteristicas morfoldgicas

e Trofozoito: Es la fase en la que se divide y se sabe que es la etapa infecciosa
(Fig.3a) (Da Rocha et al., 2009), se caracteriza por la presencia de proyecciones
espinosas superficiales llamadas acantopodos; el citoplasma es abundante y tiene un
aspecto granular y vacuolar; ademas tienen un nucleo claro, central y esférico con

un prominente y denso nucléolo redondeado (Oddo, 2006).

e Quiste: Los quistes son inactivos y protegen al organismo de ambientes nocivos
(Fig.3b). Los quistes son resistentes a biocidas y cloracion (Da Rocha et al., 2009).
Tienen dos paredes, el ectoquiste y el endoquiste. Alin se mantiene para efectos de
la identificacion taxonomica la clasificacion definida por Pussard y Pons (1977), en
la que el género Acanthamoeba se divide en tres grupos en base a las diferencias de

tamafio y caracteristicas morfologicas de los quistes (Cuadro 1).

Figura 3. Acanthamoeba spp.: trofozoito (a) y quiste (b) (John, 1993)



Cuadrol. Clasificacion definida por Pussard y Pons para especies de género Acanthamoeba

(1977).

Grupo I

Consiste de especies
caracterizadas por grandes
quistes y trofozoitos con
endoquiste en forma
estrellada y ectoquiste que

puede ser liso o0 rugoso.

Grupo IT

Grupo Il

Contiene amibas donde el
ectoquiste es rugoso |y
grueso, mientras que el
endoquiste puede ser
poligonal, triangular,

ovalado o redondeado.

Grupo 11T

Grupo Il

<18 um

El ectoquiste es delgado y
ondulado mientras que el
endoquiste es generalmente

redondeado.




3.3 Balamuthia mandrillaris

Esta amiba fue aislada originalmente del tejido cerebral de un babuino [Papio sphinx
(Fig.4a)] que murid en el zooldgico de San Diego (Marciano et al., 2000). Hasta la fecha,
se han descrito mas de 100 casos de meningoencefalitis granulomatosa amibiana causada
por este agente (Zuiiga ef al., 2011). Aunque Balamuthia ha sido descrita como una amiba
de vida libre, solo hay dos informes de su aislamiento en el medio ambiente; la distribucion
precisa, nicho, o fuente de alimento preferido de B. mandrillaris no se conoce. Puede haber
varias explicaciones para esto, como que B. mandrillaris pueda ser menos abundante en el
ambiente que otras amibas de vida libre, limitdndose sélo a ciertos nichos ambientales,

siendo dificiles de aislar y que sean organismos de lento crecimiento (Matin et al., 2008).

3.3.1 Caracteristicas morfolégicas
e Trofozoito: Mide de 15 a 60 pm de diametro y tiene una caracteristica estructura de

ramificacion irregular.

e Quiste: Mide de 10 a 30 um, compuesto por tres paredes, una pared externa fina e

irregular conocida como ectoquiste, una capa intermedia fibrilar conocida como

mesoquiste, y una pared interior gruesa llamada endoquiste (Fig. 4b) (Matin et al,,

2008).

Figura 4. Papio sphinx (a) y quiste de Balamuthia mandrillaris en tejido cerebral (b)



3.4 Sappinia diploidea

El género Sappinia estd ampliamente distribuido en el ambiente, ha sido aislado de heces,
hojarasca, alces, bisontes, ganado y el recto de lagartos. Sappinia sp. no habia demostrado
ser patdgena en humanos o animales experimentales ya que nunca fue implicado en una
patologia antes de reportarse el unico caso humano de infeccion que involucrd a un hombre
de 38 afios de edad inmunocompetente, el cual sobrevivio a la infeccion (Trabelsi et al.,
2012; Vélez et al., 2013). En un principio, basandose en el criterio morfologico y de
inmunofluorescencia la infeccion fue atribuida a Sappinia diploidea (Marciano, 2009), sin
embargo, un estudio filogenético més reciente y exhaustivo indicd que esta cepa podria, de
hecho, ser una nueva especie dentro de este género, que estd mas estrechamente relacionada

con S. pedata (Trabelsi et al., 2012).

3.4.1 Caracteristicas morfologicas
e Trofozoito: Mide de 40 a 80 um, se caracteriza por la presencia de dos nucleos
fuertemente opuestos, una locomociéon monopodial y una superficie celular sin

ninguna proyeccion subpseudopodial (Fig.5a).

e Quiste: Mide del8 a 25 pum, estd caracterizado por la formacién de quistes
bicelulares, que al parecer se reproducen sexualmente. Tienen doble pared y poros
nucleares. Algunas células albergan bacterias endosimbiontes en vacuolas
citoplasmaticas. Los quistes pueden sobrevivir al paso a través del estdmago con su
fluido géstrico, pero su presencia intestinal no es sinénimo de infeccion (Visvesvara

et al., 2007) (Fig.5b).

Figura 5. Quiste (a) Sappinia sp y trofozoito (b) de Sappinia sp. Medical Care Development
International, 2009.
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4. Ciclo de vida.

Los ciclos de vida de Acanthamoeba spp. y de Balamuthia sp. presentan una forma
vegetativa o trofozoito y una forma quistica, ambas formas se pueden encontrar en los
tejidos del hospedero humano (Gallegos, 1997) que entran a través de un foco primario en
piel o en el tracto respiratorio (senos paranasales, pulmon, etc.), por inhalacion de aire,
aerosoles y polvo que contengan quistes o trofozoitos; el acceso al SNC es por via

hematogena, a partir del neuroepitelio olfatorio (Peralta, 2009; Tapia, 2012).

Naegleria fowleri presenta tres estadios en su ciclo de vida, la infeccidon inicia con la
inhalacion de agua o polvo que contienen trofozoitos o quistes, luego, a través de la mucosa

nasal o piel, atraviesan el bulbo olfatorio y llegan al SNC (Tapia, 2012) (Fig.6).

Ingreso a través de vias

2 respiratorias, piel y ojos

Trofozoito

b)

(Forma infecciosa)

Trofozoito

(Forma infecciosa)
Q Forma ameboflagelar

Figura 6. Esquema representativo del ciclo de vida de Acanthamoeba sp. (a) y Naegleria sp. (b).
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5. Infecciones amibianas del sistema nervioso

Del total de especies conocidas de AVL s6lo un grupo muy restringido es responsable de
infecciones oportunistas y no oportunistas en humanos y otros animales incluyendo a los
géneros: Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia y Sappinia (Trabelsi et al., 2012).

Estos organismos son capaces de producir infecciones en el sistema nervioso central
(SNC), como la meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP) y la encefalitis amibiana
granulomatosa (EAG) (Garaycochea et al., 2008), asi como infecciones en la piel como la

acantamebiosis cutanea (AC) y en los 0jos como la queratitis amibiana (QA).

5.1 Meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP)

El agente causal de la meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP) es Naegleria fowleri;
esta ocurre de manera mas tipica en nifios inmunocompetentes y adultos jovenes
(Visvesvara ef al., 2007) y ocasiona la muerte en un lapso de 3 a 7 dias después de haberse
adquirido la infeccidén. La mayoria de los casos han tenido como antecedente la natacion en
época calurosa de personas sanas y jovenes. Casi todos los casos de MEAP han sido
diagnosticados post mortem, con excepcion de algunos reportes en México, Inglaterra,
Australia y los Estados Unidos (Rondanelli, 1987). La MEAP sigue un curso agudo
caracterizado por meningitis hemorragica, el cuadro clinico tiene un inicio suibito, con curso
rapido y fulminante, caracterizado por cefalea frontal, bitemporal intensa, fiebre (38 a 40
°C), ndusea, vomito (proyectil) y signos de irritacion meningea: rigidez de nuca (signos de
Kernig y Brudzinski), encefalitis, fotofobia, edema cerebral, convulsiones, hipertension
intracraneal, progreso rapido a letargia, confusion y coma. La gran mayoria de los pacientes
mueren aproximadamente a las 48 6 72 horas (o hasta una semana después) del inicio del
cuadro, principalmente por paro cardiorrespiratorio y edema pulmonar (Direccion General

de Epidemiologia, 2012).
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5.2 Encefalitis amibiana granulomatosa (EAG)

La encefalitis amibiana granulomatosa sigue un curso mas subagudo o cronico, en que la
afectacion de la piel y las lesiones metastasicas cerebrales son las caracteristicas mas
sobresalientes (Seas y Bravo, 2006). La via de entrada e invasion al SNC es hematdgena,
con el foco primario en la piel o en el tracto respiratorio (pulmoén), por inhalacion de aire,
aerosoles y polvos que contengan quistes o trofozoitos, en pacientes con enfermedad
cronica o inmunocomprometidos. Se desconoce el periodo de incubacion. El cuadro clinico
es de inicio insidioso, caracterizado por cambios neuroldgicos debidos a una masa
ocupante, unica o multiple en el cerebro; se puede presentar hemiparesia, cambios en la
personalidad, somnolencia, convulsiones, cefalea de tipo insidioso, fiebre esporadica (bajos
grados), y rigidez de la nuca en la mayoria de los casos; la ndusea, el vomito y la letargia
pueden ser manifestaciones tempranas de la infeccion. Algunos pacientes pueden presentar
paralisis de los nervios craneales (principalmente el III y el VI), ataxia cerebral y coma. A
menudo la muerte se presenta por bronconeumonia (Direccion General de Epidemiologia,
2012). A pesar del nombre de encefalitis granulomatosa, el componente granulomatoso

puede ser irrelevante o estar ausente.

Varias especies del género Acanthamoeba'y B. mandrillaris representan a agentes
oportunistas que causan el cuadro denominado encefalitis amibianas granulomatosa (EAG).
Solo dos casos de encefalitis atribuidos al género Vahlkampfia han sido diagnosticados en
base a su apariencia morfologica en los tejidos; muy pocos casos han sido imputados
genuinamente a especies del género Hartmannella (Oddo, 2006). Asi mismo en el mundo
solo ha sido reportado un caso de encefalitis amibiana causada por Sappinia sp.

(Qvarnstrom et al., 2009).
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5.3 Queratitis amibiana (QA)

La queratitis amibiana (QA) corresponde a un proceso inflamatorio cronico activo
producido por Acanthamoeba spp. que afecta la cornea y a veces la conjuntiva y otras
estructuras oculares, asociado en ocasiones al antecedente de un traumatismo corneal y la
exposicion a agua contaminada (Oddo, 2006). Es una enfermedad dificil de diagnosticar y
tratar, ya que las manifestaciones clinicas se confunden a menudo con las de la queratitis
herpética, fiingica, microbacteriana o viral, lo que provoca que el diagndstico correcto y el
comienzo del tratamiento se retrasen semanas o meses (Pérez-Irezabal et al., 2005). La
enfermedad se ha asociado en el 80% de los casos al uso de lentes de contacto (limpieza y/o
almacenamiento inadecuados) por sujetos sanos e inmunocomprometidos, a su empleo
durante deportes acudticos y a traumatismos corneales (Uribarren, 2014). Hallazgos
recientes implican al genotipo T4 principalmente 4. castellanii en el 94% de los casos

como agente etiologico de la queratitis de origen amibiano (Booton et al., 2009).
5.4 Acantamebiosis cutanea (AC)

La acantamebiosis cutanea (AC) es una infeccion inusual oportunista de la piel producida
por amebas de vida libre del género Acanthamoeba; puede ser una lesion primaria de la piel
o manifestacion secundaria de una infeccion extracerebral diseminada, algunos casos son
claramente primarios, también puede ocurrir una diseminacion hematogena 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, incluso con la
epidermis intacta en varios enfermos y la presencia de trofozoitos y quistes en las zonas
dérmicas inflamadas. Otros pacientes muestran lesiones ulceradas con abundante exudado
purulento. La acantamebiosis ocular también se puede difundir en el sistema nervioso
central y causar encefalitis amebiana granulomatosa (EAG), que suele ser mortal (Paltiel et

al., 2004; Oddo, 2006; D’ Auria et al., 2012).
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6. Epidemiologia en México por AVL

Hasta diciembre del afio 2008, fueron diagnosticados 34 casos de MEAP (Cuadro 2), en los
afios siguientes segun la Direccién General de Epidemiologia en la Republica Mexicana la
tendencia durante los afios 2008 a 2014 ha presentado variaciones (Cuadro 3), con respecto
a la EAG diez casos: Riestra-Cafieda y colaboradores (1987) efectuaron el diagndstico de
cuatro casos post mortem causados por B. mandrillaris en Guadalajara, Jalisco.
Posteriormente, Uribe-Uribe (2001) reportd seis casos mas, dos del Distrito Federal, uno

del Estado de México, dos de Guanajuato y uno de Puebla.

Cuadro 2. Casos humanos de meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP) en la
Republica Mexicana (Tapia, 2012).

Dias Entidad

Fecha Edad Sexo infeccion Dx federativa

1 ago-78 16 M 4 Autopsia BC.

2 1983 2 F ? LCR N. Ledn

3 abr-86 13 M 3 Autopsia Mich.

4 jul-89 15 M 7 Epidemiol. BC.

5 ago-89 15 M 7 Epidemiol. BC.

6 ago-89 15 M 2 Epidemiol. BC.

7 ago-89 12 M 4 Epidemiol. BC.

8 ago-89 5 M 6 Epidemiol. BC.

9 ago-89 12 M 5 Epidemiol. BC.
10 ago-89 14 M 4 Epidemiol. BC.
11 sep-89 17 M 2 Epidemiol. BC.
12 sep-89 9 M 8 Epidemiol. BC.
13 jul-90 18 M 7 Cultivo BC.
14 ago-90 10 M 4 LCR BC.
15 ago-90 12 M 3 Cultivo BC.
16 ago-90 18 M 5 Cultivo Sonora.
17 ago-90 10 M 5 Cultivo BC.
18 ago-90 2 M 5 LCR BC.
19 ago-90 1 M 2 Cultivo BC.
20 jun-91 30 M 9 LCR BC.
21 sep-91 12 M 6 Cultivo BC.
22 ago-92 8 M 3 Cultio BC.
23 ago-92 13 M 16 LCR BC.
24 sep-92 9 M ? LCR BC.
25 jul-94 13 M 10 LCR Tamps.
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Dias Entidad

Casos Fecha Edad Sexo infeccion Dx federativa
26 jul-98 11 M ? LCR BC.
27 ago-98 17 M 3 Cultivo Sonora.
28 ago-98 6 M ? Cultivo BC.

29 oct-99 30 M 10 Cultivo Sonora
30 jun-01 10 M 4 Cultivo Chih.
BC.
*31 2003 9 M ? Cultivo (Mexicali)
*32 2005 20 M ? Cultivo Sonora
BC.
*33 jul-06 8 M ? Cultivo (Tijuana)
*34 may-08 12 M ? Cultivo Hidalgo

Cuadro 3. Casos humanos de meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP) en la
Repuiblica Mexicana hasta el afio 2014.

Fecha Edad Sexo Entidad federativa
Agosto-2009 20-24 M BC
Marzo- 2012 50-59 F Edo. de Méx
Septiembre-2013 60-64 F Hidalgo
Mayo-2014 5-9 M DF
Junio-2014 15-19 M BC
Julio-2014 15-19 M BC
Julio-2014 45-49 M Edo. de Méx

Tomado de: SINAVE /DGE/Salud/Sistemas Especiales de Vigilancia Epidemiologica.
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IIILANTECEDENTES

. Registros de amibas de vida libre en cuerpos de agua en el mundo

Los primeros reportes sobre amibas de vida libre a nivel mundial, fueron realizados
por Culbertson y cols., (1958) quienes establecieron por primera vez el potencial
patoégeno y caracteristicas de Acanthamoeba spp., posteriormente De Jonckheere
(1979) realizé un trabajo en 16 piscinas publicas en Bélgica demostrando que el
género Acanthamoeba fue el més frecuentemente encontrado debido probablemente

a la gran resistencia conferida por sus quistes.

Kyle y Noblet (1986), determinaron la distribucion de amibas relacionandola con

parametros ambientales en los lagos Issaqueena y Willard's, en Estados Unidos.

John y Howard (1995), realizaron un estudio sobre la distribucion estacional de
AVL en el que obtuvieron 2016 muestras de agua del rio Oklahoma; las amibas
patdgenas identificadas fueron: Naegleria australiensis (38%), Acanthamoeba sp.

(35%), N. fowleri (18%) y Leptomyxa sp. (9%).

Ettinger y cols. (2003), realizaron un estudio sobre la distribucion de AVL en el rio
James, Virginia, EUA, analizando diversos factores fisicoquimicos como
temperatura del agua, pH, oxigeno disuelto y coliformes fecales, logrando
correlacionar la permanencia de las AVL con la presencia de coliformes fecales y
aislaron de la columna de agua y sedimento cinco géneros: Acanthamoeba,
Naegleria, Hartmannella, Vahlkampfia y Vannella, siendo Naegleria y Vannella los

géneros amibianos mas frecuentemente aislados.

Mufioz y cols. (2003), analizaron en Santiago de Chile un total de ocho piscinas

publicas de las cuales cinco resultaron positivas a las AVL, la amiba patdgena, que

17



se encontro6 con mayor frecuencia fue el género Naegleria con un 7.8% y para

Acanthamoeba un 4.7%.

Lorenzo—Morales y cols. (2005), en Tenerife, Espafia, analizaron muestras de agua
de uso potable y agua de mar e identificaron a Acanthamoeba como el organismo
mas frecuentemente aislado; ademas registraron que el potencial patdogeno de esta

amiba se incrementd principalmente por las temperaturas elevadas y la osmolaridad.

Guisasola (2011), llevé a cabo un analisis retrospectivo descriptivo de casos de
abscesos corneales por Acanthamoeba spp. confirmados por laboratorio en un
periodo de 18 meses (abril de 2009 a septiembre de 2010), en el Hospital

Oftalmolodgico Santa Lucia, Buenos Aires, Argentina.

Registros de amibas de vida libre en cuerpos de agua en México

En México los primeros estudios sobre AVL comenzaron con los trabajos de Rivera
y cols. (1978), en muestras de piscinas, grifos y reservorios naturales de agua dulce

de la Ciudad de México, encontrando una gran diversidad de AVL.

Rivera y cols. (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.

Gallegos (1997), realizd un estudio sobre amibas de vida libre con potencial
patogeno en la Huasteca Potosina en el estado de San Luis Potosi, en donde
encontrd seis géneros: Acanthamoeba, Echinamoeba, Hartmannella, Naegleria,
Vahlkampfia y Willaertia relacionando su presencia con varios parametros
ambientales, concluyendo que los que mas influencia tuvieron sobre el crecimiento

y distribucion de las amibas fueron la temperatura del agua y materia organica.
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Lares-Villa y cols. (2001), aislaron e identificaron en cuerpos de agua de uso
recreativo de Hermosillo, Sonora cinco géneros, cuyas frecuencias fueron:
Acanthamoeba (48%), Hartmannella (41%), Willaertia (3.6%), Platyamoeba
(3.6%) y Naegleria (3.6%).

Lares-Jiménez y Lares-Villa (2009) aislaron e identificaron morfolégicamente 11
géneros de AVL en aguas superficiales de la region del Valle del Mayo, Sonora. El
numero y frecuencia de cepas de los distintos géneros de AVL aislados variaron con
respecto a la temperatura de aislamiento, predominando los géneros termofilicos y

un mayor nimero de cepas mesofilicas.
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IV.JUSTIFICACION

Los casos de meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP), encefalitis amibiana
granulomatosa (EAG), queratitis amibianas (QA) y acantamebiosis cutdnea (AC)
ocasionados por Amibas de Vida Libre, a nivel mundial son frecuentes, mientras que en
Meéxico estas enfermedades no lo son. Actualmente no se posee ninguna informacion
acerca de reportes de estas enfermedades por AVL para el estado de Oaxaca lo que podria
sugerir desconocimiento de la problematica al respecto. Sin embargo, es importante
mencionar que, debido a la falta de conocimiento entre los médicos y los laboratoristas
clinicos, un nimero de casos de infecciones debidas a las AVL podrian estar sub-
diagnosticados pudiendo pasar desapercibidas y reportando a los pacientes como enfermos
debido a otros agentes patdgenos como bacterias, virus, hongos y cisticercos, aiin cuando el

diagndstico clinico pueda indicar la ausencia de estos microorganismos (Gallegos, 1997).

En el municipio de San Lorenzo de Albarradas en el estado de Oaxaca se ubica un
balneario muy popular que se abastece de agua no termal, pero con temperaturas que
alcanzan los 27 °C que proviene de un sistema de origen natural. A este balneario asisten
nifos, jovenes y adultos mayores de diferentes zonas del pais para llevar a cabo actividades

recreativas y de sanacion.

Considerando que las AVL se encuentran ampliamente distribuidas en cuerpos de agua de
casi cualquier tipo, ya que son uno de los grupos de protistas con mayor distribucion en la
naturaleza debido a la gran resistencia conferida por sus quistes y que las condiciones
ambientales del balneario “Hierve el Agua” pueden constituir un ambiente propicio para el
asilamiento de AVL potencialmente patdgenas , el que usuarios que puedan estar en
contacto con estos organismos oportunistas podria representar un riesgo para la salud y

causar severas infecciones en las personas que incluso las puedan llevar a la muerte.

Se efectud por primera vez un monitoreo para demostrar la presencia de géneros amibianos
potencialmente patogenos en Oaxaca, en el balneario “Hierve el Agua” lo que representa un

potencial riesgo para los usuarios de este centro de recreo acuatico natural. Lo anterior
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realza la importancia en la deteccion de estos protistas en balnearios de aguas termales y no
termales con una alta densidad de visitantes, sobretodo en épocas vacacionales que
coinciden con los meses mas calurosos y hacer cumplir la Norma Oficial Mexicana NOM-
245-SSA1-2010 requisito sanitario y de calidad del agua que deben cumplir las aguas
recreativas de contacto directo y que contempla en estas la ausencia de las amibas

patogenas Naegleria fowleri y Acanthamoeba con sus 11 especies patdgenas al humano.
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V. OBJETIVOS

General

Aislar e identificar amibas de vida libre potencialmente patogenas en el agua del
balneario natural del centro ecoturistico “Hierve el Agua” en el municipio de San

Lorenzo de Albarradas, estado de Oaxaca en dos épocas del afio (seca y lluvia).

Particulares

Aislar y cultivar amibas de vida libre potencialmente patdgenas a partir de muestras

del agua de piscinas del balneario.

Ubicar taxondmicamente a través de sus caracteristicas morfoldgicas a las amibas

de vida libre patogenas presentes.

Registrar y relacionar los factores fisicoquimicos y bacteriologicos (temperatura del
agua, temperatura atmosférica, conductividad, pH y coliformes totales) con la

presencia de amibas de vida libre.

Determinar la distribucion estacional de AVL en los cuerpos de agua del centro
recreativo para identificar la época del afio con mayor probabilidad de exposicion a

las AVL potencialmente patogenas.
Ubicar las pozas donde se encuentran las amibas de vida libre potencialmente

patogenas que representan un peligro para la salud publica y emitir

recomendaciones preventivas para los usuarios y administradores del balneario.
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VI.AREA DE ESTUDIO

1. Ubicacion de la zona de estudio

Las cascadas de “Hierve el Agua” se ubican a 70 km al oriente de la ciudad de Oaxaca a

16° 51° 56.43” N y 96°16° 32.43” O, en la poblacion de San Isidro Roaguia en el

Municipio de San Lorenzo Albarradas en el distrito de Tlacolula, a una altitud de 1720

msnm (Instituto Nacional para el Federalismo y el Desarrollo Municipal, gobierno del

estado de Oaxaca, 2002) (Fig.7).
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Figura. 7 Ubicacion del area de estudio (Google maps, 2015)
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2. Descripcion general del balneario

Estas estructuras son conocidas como “cascadas de sal” o “cascadas petrificadas”, formadas
por agua sobresaturada de carbonato de calcio que brota de pequefias grietas o fisuras de los
cuerpos de caliza de la formacion Tepozcolula (Cretacico Superior), formando ojos de agua
y manantiales de agua que, al escurrir por un escarpe de mas de 200 m de profundidad, van

configurando grandes estalactitas semejantes a las que se forman en las grutas (Fig. 8).

Figura 8. Cascadas petrificadas en el centro ecoturistico de “Hierve el Agua”, estado de

QOaxaca

El nombre del lugar “Hierve el Agua”, sugiere la presencia de aguas termales, pero en
realidad su temperatura varia entre los 22 y 27 °C, es agua naturalmente carbonatada que
contiene una cantidad anormalmente alta de gas de didxido de carbono disuelto, derivado

del magma, desde la metamorfosis de la piedra caliza o de otros procesos complejos. Bajo
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tierra, el agua se confina bajo gran presion, lo que mantiene el gas; en “Hierve el Agua”, las
fracturas en la roca proporcionan vias de escape, lo que permite al agua subterranea salir a
la superficie rapidamente y la repentina liberacion de presion provoca la efervescencia
liberando burbujas de gas que crean pequefios géiseres y hacen que el agua de manantial

pareciera que hierve (Caran y Neely, 2006).

En la explanada denominada “El Anfiteatro”, se localizan cuatro manantiales, con un flujo
considerable en época de lluvia y en época de estiaje la cantidad de agua que brota se
reduce. Tres de ellos vierten su agua en dos pozas, mientras que el otro se encuentra a unos
300 m al sureste de “El Anfiteatro” y es el que forma la “cascada petrificada”. El agua
contenida en las pozas adquiere una tonalidad verde turquesa, debido a la cantidad de

minerales disueltos que contiene (Fig. 9).

Figura 9. Pozas en el balneario de “Hierve el Agua”, estado de Oaxaca fotografia tomada

durante época de lluvia (a) y fotografia tomada durante época de sequia (b).

El agua en su constante fluir, precipita la calcita en la parte externa de la oquedad, de esta
manera la estalactita adopta una forma conica anillada irregular. Este proceso es posible
verlo en las paredes de las albercas con precipitaciones de calcita en forma corrugada
(Malpica, 2003).

Las caracteristicas de su agua, la belleza natural y el sitio arqueoldgico han permitido que
sea un sitio de interés ecoturistico. La unica cascada similar es la de Pamukkale, situada en

Turquia (National Geographic, 2012).
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El sitio no solamente atrae turistas debido a su belleza y rareza; muchos gedlogos son
atraidos por la caprichosa formacion de la cascada y las pendientes de los manantiales.
Asimismo, arqueologos visitan este hermoso lugar por su importancia en la agricultura
local; “Hierve el Agua” es un intrincado sistema de riego basado en canales provenientes de
manantiales construidos y operados desde hace mas de 2,500 afios. Se ha determinado que
este sistema de riego, Unico en México, y el uso de terrazas para maximizar el
aprovechamiento del escurrimiento del agua en las pendientes naturales es muy antiguo. Se
cree también que “Hierve el Agua” fue probablemente un sitio ceremonial zapoteca, debido
a la belleza y a los abruptos contrastes en el mismisimo corazoén de la Sierra (Instituto
Nacional para el Federalismo y el Desarrollo Municipal, gobierno del estado de Oaxaca,

2002).

La vegetacion que rodea al balneario estd compuesta por diferentes especies de encinos,
ademds de variadas cactadceas como: tetechos, nopales y biznagas; ademads, aqui abundan
los magueyes y los agaves espadin y tobala que se utilizan para la produccion del mezcal

(Fig.10) (Instituto de Geologia, UNAM, 2012).

Figura 10. Vegetacion en “Hierve el Agua”.
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VI MATERIAL y METODOS

Se llevaron a cabo dos muestreos en colaboracion con la Universidad Auténoma “Benito
Juéarez” de Oaxaca (UABJO) en el centro ecoturistico “Hierve el Agua”, el primer muestreo
se efectud durante el mes de septiembre de 2012 (época de lluvia) y el segundo a finales

del mes de abril de 2013 (época de sequia).

1. Trabajo de campo

1.1 Recolecta y transporte de muestras

En cada muestreo se recolectaron 20 muestras, un total de 40 para ambos muestreos, del
agua proveniente de los cuatro cuerpos de agua del lugar (Fig.11), que incluyeron

diferentes biotopos para cada uno de ellos y que fueron:

a) Biopelicula Flotante (Bf) (Recoleccion manual)

b) Biopelicula adherida (Ba) (Recoleccion por raspado de la superficie de la pared
interior)

¢) Sedimento (S) (Recoleccion manual)

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

(Recoleccion manual)

La toma de muestras de agua, biopeliculas y sedimento se efectud en tubos estériles de

polipropileno (NALGENE) de boca ancha de 100 y 1000 ml
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Figura 11. Referencia geografica de los sitios de muestreo, donde con los nimero del uno
al cinco se marca la ubicacion de las cinco pozas, mientras que la direccion de la flecha
indica la fluctuacion del agua (Google earth, 2015).

1.2 Registros de factores ambientales “in situ”

Para comprobar la posible relacion de los factores ambientales y la presencia de amibas,
se hicieron las siguientes determinaciones en el balneario: temperatura del agua y

atmosférica (° C), pH y conductividad (uS/cm).

1.2.1 Temperatura del agua y atmosférica (°C)

Se registrd la temperatura del agua y la temperatura atmosférica con un termoémetro
digital HANNA modelo H19040; para los valores del agua se sumergio el electrodo a
una profundidad de 15 cm aproximadamente con el tiempo necesario para que el
electrodo se estabilizara y en el caso de la temperatura ambiental el electrodo se expuso

al ambiente y de igual forma se dej6 estabilizar para poder tomar la lectura.
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122 pH

El registro se efectuo el registro de pH con un potenciometro pH/EC/TDS Waterproof
Hanna Instruments. De igual manera se introdujo el electrodo al agua, se dejo

estabilizar y se tom¢ la lectura.

1.2.3 Conductividad (uS/cm)

El parametro de conductividad tiene una estrecha relacion con la temperatura a la que se
esta tomando el registro, por lo que las lecturas obtenidas se ajustaron a un factor de
correccion de 25 °C (Arredondo y Ponce, 1998) y se registré con un potenciometro

pH/EC/TDS Waterproof Hanna Instruments.

2. Trabajo de laboratorio

Las muestras de agua fueron transportadas a temperatura ambiente al Laboratorio de
Investigacion en Patdégenos Emergentes (LIPE) de la Unidad de Investigacion
Interdisciplinaria para las Ciencias de la Salud y la Educacién (UIICSE) de la FES-

Iztacala UNAM, para su procesamiento.

2.1 Aislamiento y cultivo de amibas de vida libre

Biopelicula y sedimentos. De cada muestra de agua, biopeliculas y sedimento se
tomaron alicuotas de 50 mL se concentraron por centrifugacion a 1000 rpm durante 10

min (centrifuga Boeco-U32) (De Jonkheere, 1979).

Se decant6 el sobrenadante hasta dejar un volumen final aproximado de 0.5 ml y el
sedimento se suspendid y se vacié en una caja de Petri con agar no nutritivo con
Enterobacter aerogenes medio monoxénico (NNE) (De Jonckheere, 1979). La
observacion de las placas de medio no nutritivo con E. aerogenes (NNE) se realizé con
un microscopio invertido para verificar el crecimiento amebiano, revisandolas al

siguiente dia. En las cajas de Petri con amibas se marco6 la zona de mayor abundancia,
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se cortd un trozo de agar de aproximadamente 5 mm?, y se transfiri6 a otra placa (NNE)
nueva y se mantuvo a la temperatura ambiente en posicion invertida dentro de bolsas de
plastico para evitar su desecacion; se etiquetd cada caja segun el sitio de muestreo

(Gallegos,1997)

2.2 Clonacion

Transcurridas 24 h de incubacidon se separaron los trofozoitos y se hicieron las
resiembras necesarias con el objeto de aislar y separar las especies amibianas presentes
en los cultivos. La identificacion de los aislados amibianos se realizdé tomando en
cuenta los criterios morfoldgicos de los quistes y trofozoitos, mediante el uso de claves
taxonomicas y los atlas de amibas de vida libre elaborados por Page (1988) y Pussard y
Pons (1977). Las muestras fueron tomadas haciendo un barrido con solucién salina y
fueron colocadas en portaobjetos para ser observadas en el microscopio Nikon Eclipse
TS100 invertido en contraste de fases a 10, 20 y 40x, se procedié a tomar un registro

fotografico con camara fotografica Nikon coolpix 9.

2.3 Indice de Jaccard

Se utiliz6 el indice de Jaccard o coeficiente de Jaccard para medir el grado de similitud
entre los cuerpos de agua, asi como entre temporadas. (Chao et al., 2004)

2.4 Coliformes totales

Se realizo un analisis de medicion de coliformes fecales totales en cada sitio de muestreo
por medio de nmp (APHA. 2005).
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Aislados amibianos

EL primer muestreo del estudio se realizo el mes de septiembre del 2012 (época de lluvia) y
el segundo muestreo el mes de abril del 2013 (época seca), obteniéndose un total de 40
muestras, 20 en cada muestreo, correspondientes a cuatro biotopos: biopelicula flotante,

biopelicula adherida, sedimentos y muestra mixta de agua.

Durante el primer muestreo se obtuvo un 90% (18 muestras) (Cuadro 6) de aislados

positivos para AVL, identificandose 13 especies pertenecientes a cinco géneros (Cuadro 4).

Cuadro 4. Géneros y especies amibianas aisladas en el primer muestreo, época de lluvia.

Géneros Especies

Acanthamoeba astronyxis
Acanthamoeba castellanii
Acanthamoeba culbertsoni
Acanthamoeba Acanthamoeba palestinensis
Acanthamoeba polyphaga
Acanthamoeba rhysodes

Acanthamoeba triangularis

Acanthamoeba sp.

Naegleria fowleri

Naegleria Naegleria gruberi

Thecamoeba Thecamoeba sp.

Vannella Vannella simplex

Vahlkampfia Vahikampfia sp.
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Durante el segundo muestreo se obtuvo un 65% (13 muestras) de aislados positivos para

AVL; identificandose un total de 18 especies pertenecientes a 9 géneros (Cuadro 5).

Cuadro 5. Géneros y especies amibianas aisladas durante época de sequia.

Géneros ‘ Especies
Acanthamoeba astronyxis
Acanthamoeba castellanii
Acanthamoeba culbertsoni
Acanthamoeba griffini
Acanthamoeba
Acanthamoeba palestinensis
Acanthamoeba polyphaga
Acanthamoeba rhysodes
Acanthamoeba triangularis
Acanthamoeba sp.
Echinamoeba Echinamoeba sp.
Hartmannella Hartmannella
Naegleria fowleri
Naegleria
Naegleria gruberi
Rosculus Rosculus ithacus
Saccamoeba Saccamoeba sp.
Thecamoeba Thecamoeba sp.
Vannella platypodia
Vannella
Vannella simplex
Vahlkampfia Vahlkampfia sp.

En la figura 12 se puede observar la proporcion de géneros amibianos aislados en la época
de lluvia, siendo Acanthamoeba el género predominante seguido de Naegleria, ambos

géneros de importancia médica, esto puede ser debido al caracter cosmopolita, ademas de
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que tanto Acanthamoeba como Naegleria tienen un estado quistico el cual es relativamente
resistente, en el caso de Acanthamoeba, los quistes secos pueden sobrevivir por varios afios
y pueden ser regularmente aislados del polvo e incluso del aire y son de gran importancia
en la identificacion de las especies del género; los quistes de Naegleria pueden sobrevivir
por largos periodos de tiempo si se mantiene humedos (Warhust, 1985). Asi mismo cabe
mencionar que en todos los sitios de muestreo hubo presencia de AVL esto porque todos
los cuerpos son alimentados por el mismo ojo de agua, aunque el segundo y cuarto sitio
fueron aquellos que presentaron una mayor riqueza de especies, esto podria explicarse que
al ser los cuerpos de agua mas grandes y atractivos para los turistas, hay una mayor
interaccion con los suelos donde las amibas de vida libre son mas abundantes (Greub y
Raoult, 2004) y los demas cuerpos de agua, de la misma forma en casi todas las muestras
hubo presencia de amibas (Cuadro 6) , esto podria deberse a que durante el mes de
septiembre la precipitacion pluvial promedio del mes fue de 219.5 mm® (CONAGUA,
2012) y al ser cuerpos de agua con poca profundidad, el aire y el agua tienen un impacto en
este, lo que puede llevar a que haya una mezcla del agua superficial y de la columna del
agua provocando que las amibas se encuentren también en esta, incluso en forma tréfica en
formas llamadas “flotantes”, cabe destacar que en la muestras que tuvieron una mayor
riqueza de especies amibianas, refieren a biopeliculas que son un conjunto de células
microbianas que se encuentran en una matriz de polisacarido principalmente, que les
proporciona, proteccion contra depredadores y amortiguan cambios de pH, temperatura,
osmolaridad entre otros factores fisicoquimicos (Chang et al., 2010; Kokare et al., 2009;

Thomas et al., 2009).
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Figura 12. Proporcion de géneros amibianos encontrados en época de lluvia en los cuatro sitios
de muestreo.

Durante la época seca los géneros predominantes fueron: Acanthamoeba y Naegleria (Fig.
13); ademas de que se puede observar un aumento en la riqueza especifica, esto puede
deberse a que hubo una mayor densidad de biopeliculas en comparacion al primer muestreo
ya que la precipitacion pluvial media fue de 13.6 mm, por lo que la corriente de agua pudo
verse disminuida a comparacion del primer muestreo permitiendo la formacion de
biopeliculas mas densas ya que el agua estd confinada, acumulandose materia orgénica;
condiciones que favorecen la presencia biopeliculas en donde las AVL encuentran las

condiciones Optimas para su desarrollo (Bonilla et al., 2010).

Al igual que en el primer muestreo en todos los sitios hubo presencia de amibas y como
puede observarse durante esta ocasion en todos los cuerpos de agua hubo una cantidad
considerable de aislados positivos esto pudo ser ocasionado a que durante la época de
primavera hay una mayor afluencia de visitantes aumentando la interaccion con los suelos
donde las amibas de vida libre son mas abundantes (Greub y Raoult, 2004) y aumenta la
temperatura ambiental y en consecuencia la del agua y biopeliculas. Durante el muestreo no
hubo presencia (Cuadro 7) en la columna de agua, ya que, aunque las AVL son habitantes

comunes en el suelo y agua (Sleigh, 1989) en los medios acuaticos viven adheridas a
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particulas flotantes, en sedimentos y en menor cantidad en la columna de agua (Kyle y

Noblet, 1986).

V. s;’r;plex W A. astronyxis
V. platypodia ? W A. castellanii
2% 49 10% 4% 8%

4% uA. culbertsoni

8%

W A. griffini
1% uA. palestinensis
4A. polyphaga
M A. rhysodes
W A. triangularis
u Acanthamoeba sp.1
u Echinamoeba
u Hartmannella

u N. fowleri

Figura 13. Proporcion géneros amibianos encontrados en el segundo muestreo en los cuatro
sitios de muestreo

Cabe mencionar que, de las amibas detectadas, Hartmannella, Vannella y Vahlkampfia se
han encontrado asociadas a casos de encefalitis y queratitis en humanos, pero no se ha
comprobado su papel como agentes causantes de dichas enfermedades (Ramirez et al.,

2009).

Segiin la NORMA Oficial Mexicana NOM-245-SSA1-2010, los requisitos sanitarios y
calidad del agua que deben cumplir las albercas, los géneros Acanthamoeba y Naegleria
deben estar ausentes esto con la finalidad de prevenir y minimizar riesgos a la salud por
ingestion, contacto e inhalacion del microorganismos, el tener presencia de estos géneros
durante ambas épocas, en cada sitio y cada muestreo indica que estos cuerpos de agua no
deberian tener uso recreativo, lo que nos muestra el deficiente control y vigilancia de las
condiciones sanitarias de operacion y mantenimiento del lugar por parte de las autoridades

de la Secretaria de Salud.
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2. Taxonomia, descripcion y registro fotografico

La identificacion morfoldgica de los aislados obtenidos se realizd en base a los criterios
establecidos en las claves taxondémicas de Page (1988) y Pussard y Pons (1997). Todos los
aislados fueron observados en fresco al microscopio Optico, en cuanto a los géneros
Acanthamoeba 'y Naegleria las caracteristicas de los quistes son cruciales para su
identificacion ademds de su forma tréfica, mientras que para los demds géneros las

caracteristicas son solo la forma trofica.

Fotografias tomadas por Jessica Lizbeth Alvarez Barrientos
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Acanthamoeba polyphaga
Pushkarew, 1913; emend Volkonski, 1931
Grupo II

Pequefia proporcion de quistes reticulados; endoquiste muy irregular, practicamente nunca
estrellado, ectoquiste menos plegado que A. castellanii y A. mauritaniensis, delgado,
ampliamente separado de endoquiste, diametro medio del quiste de 14 pm. Perteneciente

al grupo II.

Figura 14. Quiste de Acanthamoeba polyphaga. Ectoquiste (Ec), endoquiste (En), poro
(P), nucleo (N). Fotografia tomada con microscopio de luz invertido en contraste de
fases 40x.
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Acanthamoeba astronyxis
Ray y Hayes, 1954; emend Page, 1967
Grupo [

Todos o casi todos los brazos del endoquiste en contacto con el ectoquiste, mas de 9

brazos, su didmetro de 19.2 a 22 um.

Figura 15. Quiste de Acanthamoeba astronyxis. Ectoquiste (Ec), endoquiste (En), poro

(P), nucleo (N). Fotografia tomada en microscopio invertido en contraste de fases 40x.
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Acanthamoeba castellanii
Douglas, 1930; emend Volkonski, 1931
Grupo 11

Quiste reticulado, endoquiste mas o menos esférico conectado al ectoquiste por pequefios
brazos conicos, ectoquiste grueso y muy rugoso, diametro del quiste

14-16 um.

Figura 16. Quiste de Acanthamoeba castellanii Ectoquiste (Ec), endoquiste (En), poro
(P), nucleo (N). Fotografia tomada en microscopio de luz invertido en contraste de fases

40x.
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Acanthamoeba culbertsoni
Singh y Das, 1970; emend. Griffin, 1972
Grupo III

Endoquiste usualmente regular y redondeado, ocasionalmente ligeramente poligonal,

ectoquiste delgado ondulado: con 5 a 6 poros, con un didmetro de 15 a 18 pm.

Figura 17. Quiste de Acanthamoeba culbertsoni. Ectoquiste (Ec), endoquiste (En), poro
(P), nucleo (N). Fotografia tomada con microscopio de luz invertido en contraste de

fases 40x.

40




Acanthamoeba griffini
Sawyer, 1971
Grupo I

Endoquiste variable, algunas veces esférico u ovoide, con o sin brazos cortos, algunas
veces estrellado con brazos bien desarrollados, ectoquiste ondulado cercano al endoquiste
excepto cuando es estrellado, el numero de brazos o poros en el endoquiste es 6, con un

didmetro de 14 pm.

Figura 18. Quiste de Acanthamoeba griffini. Ectoquiste (Ec), endoquiste (En), poro (P),

nucleo (N). Fotografia tomada en microscopio invertido en contraste de fases 40x.
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Acanthamoeba palestinensis
Reich 1933
Grupo III

Ectoquiste esférico u ovoide, raramente con protuberancias conicas, ectoquiste fino, mas o
menos ondulado, por lo general bastante de cerca del endoquiste, poros dificiles de

distinguir, con un niimero promedio de 7.5 poros, con un diametro de 17 a 18 um.

Figura 19. Quiste de Acanthamoeba palestinensis. Ectoquiste (Ec), endoquiste (En), poro
(P), nucleo (N). Fotografia tomada en microscopio invertido de luz en contraste de fases

40x.
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Acanthamoeba rhysodes
Singh, 1952; emend. Griffin, 1972
Grupo I

Algunos quistes pseudoreticulados, endoquistes a menudo con brazo conicos o tubulares,
una minoria estrellados o con forma de engranaje con un numero promedio de 7 a 7.5 um

brazos y un diametro promedio de 16 a 18 um.

Figura 20. Quiste de Acanthamoeba rhysodes. Ectoquiste (Ec), endoquiste (En), poro (P),
nucleo (N). Fotografia tomada en microscopio invertido de luz en contraste de fases

40x.
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Acanthamoeba triangularis
(Pussard y Ponds, 1977)
Grupo I

Ectoquiste esférico u ovoide, endoquiste triangular muy raramente cuadrado, generalmente

posee tres brazos, con un didmetro de aproximadamente 13 pm.

Figura 21. Quiste de Acanthamoeba triangularis. Ectoquiste (Ec), endoquiste (En), poro

(P), ntcleo (N). Fotografia tomada en microscopio de luz invertido en contraste de fases

40x.
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Acanthamoeba sp.

Ectoquiste rugoso, ovoide y grueso, endoquiste muy junto al ectoquiste, con brazos bien

definidos.

Figura 22. Quiste de Acanthamoeba sp . Ectoquiste (Ec), endoquiste (En), poro (P),

nucleo (N). Fotografia tomada en microscopio invertido de luz en contraste de fases 40x.
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Echinamoeba sp.

Page, 1975

Amiba triangular, elongada, flabelada o con contorno irregular, longitud no superior a 15
pum, a menudo con un subpseuddpodo poco fino que va de 1 a 1.5 pm de longitud, quiste

esférico de paredes finas, nunca por encima de los 10 um en diametro.

Figura 23. Trofozoito de Echinamoeba sp. Equinopodio (Eq), hialoplasma (Hy), vacuola

(Ve). Fotografia tomada en microscopio invertido de luz en contraste de fases 40x.
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Hartmannella sp.

Alexeieff, 1912; emend. Page 1974

Capa hialina casi siempre presente en locomocioén continua, sin division nuclear en el

quiste.

Figura 24. Trofozoito de Hartmannella sp. Hialoplasma (Hy), vacuola (Ve). Fotografia

tomada en microscopio invertido en contraste de fases 40x.
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Naegleria fowleri

Carter, 1970

No aglutinado por concanavalina A, bordes de los poros del quiste no engrosados
notablemente. No crece bien a 20 °C, poros en el borde del quiste no notables o

ligeramente engrosadas.

Figura 25. Quiste de Naegleria fowleri (a). Nucleo (N), nucle6lo (Nu), pared (Pa).
Trofozoito Naegleria fowleri (b). Vacuola (Va), nucleo (N) . Fotografia tomada en

microscopio invertido en contraste de fases 40x.
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Naegleria gruberi

Schardinger, 1899

Poros del quiste con un borde notablemente engrosado, pared del quiste puede ser lisa,

rugosa o angular.

Figura 26. Quiste Naegleria gruberi (a) Nucleo (N), nuecledlo (Nu), pared (Pa).
Trofozoito Naegleria gruberi (b) . Vacuola (Va), ntcleo (N). Fotografia tomada en

microscopio invertido de luz en contraste de fases 40x.
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Rosculus ithacus

Hawes, 1963

Pequefia amiba con un cambio rapido de forma locomotiva, algunas veces espatulada,
otras flabelada, zona hialina con borde un poco irregular su tamafio es usualmente de entre

5 a7 pm. Quiste liso, oval o esférico.

Figura 27. Trofozoito de Rosculus ithacus. Vacuola (Va). Fotografia tomada en

microscopio invertido en contraste de fases 40x.
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Saccamoeba sp.

Frenzel, 1982; emend. Bovee, 1972

Perilla uroidal siempre presente finamente papilada o con vellosidades, -cristales

bipiramidales visibles en algunos. Cuenta con forma flotante, con pseuddpodo largo y

granular.

Figura 28. Trofozoito de Saccamoeba sp. Uroide (Ur), cristales (Cr). Fotografia tomada

en microscopio invertido de luz en contraste de fases 40x.
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Vannella platypodia
Glaser, 1912

Forma de locomocién, algo mas largo que ancho, a veces espatulado, prolongado
posteriormente; su mayor dimensiéon 10-30 pum, nucleo 5 pum, se instala en su forma
flotante en pocos minutos, se adhiere bien al vidrio, filamentos simples entre los

glicoestilos.

Figura 29. Trofozoito de Vanmnella platypodia. Hialoplasma (Hy), vacuola (Va),
citoplasma (Cit), forma flotante (Ff). Fotografia tomada en microscopio invertido en

contraste de fases 40x.
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Thecamoeba sp.

Fromentel, 1874

Aplanado, ovoide u oblongo, con una longitud 2.5 veces menor a la anchura Siempre con
pliegues o arrugas longitudinales en la superficie, glicocalix denso, 25-70 um de grosor,

amorfo. Hialoplasma no derivado. Normalmente unicucleado. Sin quiste conocido.

Figura 30. Trofozoito de Thecamoeba sp. Hialoplasma (Hy), vacuola (Va), citoplasma
(Cit), pliegues (P1). Fotografia tomada en microscopio de luz invertido en contraste de

fases 40x.
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Vannella simplex

Wohlfarth-Bottermann, 1960

Mayor amplitud que longitud en su gran mayoria, dimensién de 25-80 um; ntcleo 6-
11pm; ocasionalmente 1 o 2 supernumerarios; a menudo con locomocion lenta, se adhiere

pobremente al vidrio, algunos filamentos simples entre glicoestilos.

Figura 31. Trofozoito deVannella simplex. Hialoplasma (Hy), vacuola (Va), citoplasma

(Cit) . Fotografia tomada en microscopio invertido en contraste de fases 40x.
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3. Parametros Fisicoquimicos

Se ha demostrado que Acanthamoeba y Naegleria son resistentes a un amplio rango de
temperatura, pH, conductividad y oxigeno disuelto entre otros, por la fase quistica, la
cual le confiere una resistencia Unica, que hace posible que esté presente casi en todos
los biotopos (Loret y Greub, 2010; Siddiqui y Khan, 2012). Todos los parametros

medidos se situan dentro del rango en el que las AVL pueden desarrollarse.

3.1 pH

En la figura 31 se puede observar los valores de pH durante los dos muestreos
efectuados y en los cuatro cuerpos de agua, estos valores fluctuaron entre 6.17 a 8.43.
Durante el primer muestreo el sitio 4 con un pH de 8.43 fue el valor mas alto y el sitio 1
con un pH de 7.23 fue el valor mas bajo, con una diferencia de 1.2 indicando
alcalinidad, durante el segundo muestreo el sitio 2 con un pH 6.63 como valor més alto

y el sitio 1 con un pH de 6.17 que indica acidez.

Las condiciones alcalinas de las muestras del mes de septiembre coinciden con la época
de lluvia y el posible arrastre del suelo que por su color y textura se clasifica como
suelo calizo el cual tiene un pH alcalino, ello esta asociado a la presencia de carbonatos
en la solucion del suelo; la calcita es la forma mas comun de carbonatos en el suelo
(Hernandez et al., 2003). Los valores obtenidos son permisibles segin NOM-245-
SSA1-2010 en cuanto a requisitos sanitarios y calidad del agua que deben cumplir las

albercas.

Durante el segundo muestreo el pH del agua fue 4cido debido a la presencia de didxido
de carbono, el cual al disolverse en agua forma 4cido carbdnico y debido a que el
muestreo se realizd en época seca, no hubo influencia de los carbonatos de calcio del
suelo (Manaham, 2007). Los valores obtenidos estan dentro del &mbito de soporte de

las amibas que es desde 4.6 hasta 9.5 (Kyle y Noblet, 1986).
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Figura 32. Valores de pH registrados durante los dos muestreos efectuados en “Hierve el
Agua”, Oaxaca.

3.2 Temperatura del agua

Durante la investigacion en el primer muestreo se observo un gradiente de temperaturas ,
como puede observarse en la Figura 32. En el sitio nimero uno que corresponde al ojo de
agua se registrd una temperatura de 24.9 °C y en el tercer cuerpo de agua una temperatura
de 22.2 °C; durante este muestreo el cuarto cuerpo de agua no siguio este gradiente, esto
podria deberse a su aislamiento; sin embargo durante el segundo muestreo esto no ocurri6
del mismo modo, donde la mayor temperatura registrada fue en el primer sitio con 28.1 °C,
seguida del tercer sitio con 24.6 °C y segundo sitio con 24.4 °C , la temperatura minima de
24.2 °C se registr6 en el cuarto sitio de muestreo, aunque como puede observarse entre los
sitios hubo una diferencia significativa. La relacion de la temperatura y la presencia de
AVL no estd bien definida, cabe mencionar que los aislados de Acanthamoeba sp. crecieron
a 37 °C por lo que podrian ser capaces de infectar humanos y debido a que la
termotolerancia es una condicion necesaria para la patogenicidad, sin embargo, no todas las
amibas termotolerantes resultan patdgenas, por lo tanto, no seria factor determinante para la

patogenicidad.

56



30

28l

O 25 2 244 24:6 387
o R .
g —=22:2— '
220
©
il
© 15
S
-~
o
o 10
Q.
5
= 5

0

1 2 3 4
=@=1er muestreo 2do muestreo

Figura 32. Valores de temperatura del agua registrados durante los dos muestreos
efectuados en “Hierve el Agua”, Oaxaca.

3.3 Temperatura atmosférica

Durante el primer muestreo la temperatura vari6 de 23.7 a 20.2 °C y durante el segundo
muestreo la temperatura se mantuvo en 25 °C (Fig. 33), durante el estudio no se demostrd

una influencia directa sobre la distribucion y riqueza de las AVL.
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Figura 33. Valores de temperatura atmosférica registrados durante los dos muestreos
efectuados en “Hierve el Agua”, Oaxaca.
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3.4 Conductividad (nS/cm)

En la figura 34 se observan los valores de conductividad. Durante el primer muestreo los
valores oscilaron entre 9.13 a 9.9 puS/cm y durante el segundo muestreo entre 8.6 y 10.6
uS/cm. Los valores no tuvieron diferencia significativa incluso en los diferentes muestreos
y dado que las amibas de vida libre tiene una amplia tolerancia a esta parametro, incluso la
fase trofica (Rivera et al., 1994; Rodriguez-Zaragoza, 1994), por lo que este parametro no
se considera un factor que tengan gran impacto en la riqueza y distribucion de las especies

amibianas.
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Figura 34. Valores de conductividad registrados durante los dos muestreos efectuados
en “Hierve el Agua”, Oaxaca.

3.5 Coliformes totales

Del analisis de medicion de coliformes fecales totales en cada sitio de muestreo se obtuvo
un promedio de 1 NMP (nimero mas probable) lo que indica que los cuerpos de agua
tienen una buena calidad y la contaminacion por materia fecal es casi nula y adecuada para

el uso recreativo, segin NOM-245-SSA1-2010.
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4. Indice de Jaccard

Durante el primer muestreo el valor més alto (1) se obtuvo para las muestras 1d, 3al y 4
all, la primera se refiere a la muestra mixta de agua, mientras que las dos ultimas a
biopeliculas y paras las muestras 2all, 2b y 4d, que corresponden a biopeliculas y a muestra
mixta de agua respectivamente. Como puede observarse en ambas se involucran
biopeliculas y la muestra mixta de agua ya que, al ser cuerpos de agua con poca
profundidad, el aire y el agua tienen un impacto en este, lo que puede llevar a que haya una
interaccion del agua superficial (biopeliculas) y de la columna del agua provocando que
todas las amibas se encuentren en todo el cuerpo de agua y por la tanto en cada muestra
(Fig.35). Al no encontrarse una gran diferencia entre los parametros fisicoquimicos en cada

estacion de muestreo, no se le puede atribuir que sea por estos que exista esta similitud.
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Figura 35. Similitud de la riqueza de especies entre cada muestra durante época de lluvia
. Indice de Jaccard.
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Durante el segundo muestreo (Fig.36) los valores de similitud fluctuaron en 0.1 y 0.7 entre
las muestras, esto podria deberse a que el muestreo se efectué durante época de sequia lo
que llevd a que el agua estuviera confinada, acumuldndose materia orgdnica, condiciones
que favorecen la formacion de biopeliculas en donde las AVL encuentran las condiciones
Optimas para su desarrollo, ademas de que la falta de corriente provocaria una estabilidad
entre cada bioma , pudiendo provocar a que no haya interaccidon entre estas y por lo tanto

que no todas las especies amibianas se encuenten en todos las muestras.
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Figura 36. Similitud de la riqueza de especies entre cada muestra, durante €poca seca.
Indice de Jaccard .

Para estimar si habia una temporalidad marcada durante los muestreos se aplico el indice de
similitud de Jaccard, como puede observarse en la figura 37 hay tendencia a que sean las
muestras de cada temporada las que se agrupan, sin embargo dentro de cada grupo se

puede observar que en esas agrupaciones se encuentran algunas muestras del otro muestreo,
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Similarity

por lo que no se marco durante los muestreos una diferencia entre la temporada seca y de
lluvia en cuanto a la presencia de la amibas, esto podria deberse a que al ser cuerpos de
agua que constantemente son alimentados por agua subterrdnea, no se ven totalmente
afectados por el cambio entre temporadas, lo que se complementa también tambien con la

gran similitud ente los parametros fisicos y quimicos medidos durante el estudio.
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Figura 37. Similitud de la riqueza de especies entre cada muestreo (época de sequia y
* época de lluvia) . Indice de Jaccard

5. México y la Meningoencefalitis amibiana primaria

La gran mayoria de los casos registrados de MEAP en Mexico se ubican en el norte del pais
a excepcion del registrado en el estado de Hidalgo (Fig.38), esto puede deberse a que el
sector Salud atn no cuenta con recursos suficientes, a que existen diferencias importantes
entre entidades federativas en cuanto a la disponibilidad de hospitales, por ejemplo, en Baja
California Sur y Campeche la disponibilidad es seis y cinco veces mas alta respectivamente
que la del Estado de México, ademés de la baja calidad del sector salud y el bajo indice de

desarrollo humano en el sur del pais, lo que podria ocasionar que no se tengan los
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elementos necesarios para diagnosticar adecuadamente la enfermedad, atin teniendo datos

sobre la existencia de las AVL al sur del pais (Fig.39) (Dantés ef al.,2011).
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Figura 38. Porcentaje total de los casos registrados en Mexico de 1978-2014.
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VIII. CONCLUSIONES

Se reportan por primera vez la presencia de géneros amebianos patdgenos en

Oaxaca, en el balneario “Hierve el Agua”.

Se aislaron e identificaron un total de 19 especies amebianas pertenecientes a nueve
géneros, siendo los mas representativos Acanthamoeba y Naegleria lo cual
demuestra que los parametros fisicos y quimicos registrados de las piscinas
recreativas no es una limitante para el crecimiento de las AVL, pues estos ambientes

son ideales para mantener poblaciones de amibas de manera adecuada.

Se identificé morfologicamente a nueve especies de importancia medica: N. fowleri,
A. astronyxis, A. castellanii, A. culbertsoni, A. griffinii, A. palestinensis, A.
polyphaga, A. rhysodes y A. triangularis, las cuales estdn reportadas ampliamente
como especies patogenas para el humano, este registro muestra el posible riesgo que
podria presentar nadar sin las debidas precauciones en este cuerpo de agua ya que
en la actualidad estos espacios son considerados turisticos y eso aumenta la

probabilidad de probables infecciones a los usuarios.

No se observaron variaciones temporales y espaciales importantes de pH,
temperatura y conductividad en el acuifero, lo que sefiala una estabilidad de las

condiciones ambientales.

El segundo muestreo (época de sequia, primavera) muestra una mayor riqueza
especifica en comparacion al primer muestreo (época de lluvia, otofio), sin embargo,

no se mostrd una temporalidad marcada entre muestreos.

Lo anterior realza la importancia en la deteccion de estos protozoos en balnearios de
aguas termales con una alta densidad de visitantes y hacer cumplir la Norma Oficial

Mexicana NOM-245-SSA1-2010 requisito sanitario y de calidad del agua que deben
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cumplir las aguas recreativas de contacto directo y que contempla en estas la

ausencia de la amiba patdégena Naegleria fowleri y Acanthamoeba.

Seria urgente monitorear frecuentemente las condiciones de los diferentes
balnearios termales y no termales para advertir a los usuarios de la presencia de
amebas patogenas de vida libre que ponen en riesgo su salud y hacer cumplir la
Norma Oficial Mexicana NOM-245-SSA1-2010, requisitos sanitarios y calidad del
agua que deben cumplir las albercas y que contempla como requisito en estas la

ausencia de la amiba patdégena Naegleria fowleri.

La falta de registros o que sean subdiagnosticados los casos de meningoencefalitis
amibiana primaria, encefalitis amibina granulomatosa, queratitis y acantamebiosis
cutanea en el sur del pais puede ser causa de la falta de recursos materiales en

hospitales, la baja calidad del sector salud y el bajo indice de desarrollo humano.
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Cuadro 6. Presencia ausencia de especies amibianas durante el primer muestreo en cada

poza
Sitio de muestreo Cuerpo 1 Cuerpo 2 Cuerpo 3 Cuerpo 4

Muestra lal |1all |1b |1c|1d |2al |2all|2b |2¢|2d |3al |3all|3b 3c|3d 4al |4al|4b 4c|4d
A. astronyxis 0|0 ]ojojojo|ofojojojo| 1 foflofojo|o[1]|1]0
A eosttellienl oo lololojo| 1 |1]1]ololo]oli|o]o]o]|1]|0]1
A. culbertsoni 0l o ojojol1]ofo|t]ojo|ofolo[t|o]ofo|1]o0
A. griffini oo |ojojojo|o|ojlolojo|o0o|o0jojojo|ofo|0|0
4. palestinensis ol o lololojlo| ololojlo|/o|o|olojolo|o]|1]o]|o0
4. polyphaga 0[O0 fofo|1|O0| 1 |[1|[1|0|1]|O|O|LlOfO|L]|L]|O|]
A. rhysodes 0|0 ]ojlololo] 0o fO|1]|0|lO|O]O|O|lO|lO|]O|O|O]|O
A. triangularis ofojoj1jojo] o |oftfo/Oo| O [OflO[O[O]|O[O[O0]O
Acanthamoeba sp. 0 o lolololo 0 ol1111o0 olol1l1lo0lol1]l0]l0
Echinamoceba oo |ojojojo|o|ojlolojo|o0o|0jojojo|ofo|0]0
Hartmannella 0| ofolojojo|ofolojo[o]ofolojojo]ofo]o]o
N- fowleri t{o]ojojofof[o|ojojojo|o]|ojojojo]o|1][0]o0
N- gruberi 1{0]0]0[0f0| 0 O|O[L1|O0O]| O fO/L|O|O|O]|L[O|O
Roseulus ithacus | o | o 1o loo|0o| o |o|ojo|o]o]ojojofo|o|o|o|o
Saccamoeba 00 [0[0[0[0O]| 0 |0[0O[O]O[ O |0[0O[0O|O0O]|O0|0O|O|O
Thecamoeba 0[O0 [0[0[0[0O]| 0 |O0O[1|0O|O[ 1 |0[0[0O|0]|O0|0O|O|O
Vannella. platypodia\ | 1 oo lolo| 0o |olololo]| o|olololo|o|ololo
V. simplex 1| 1{1]ojojo|o|ofojojo]| o ojojojo|ofolo]|o
e cnn e o o loflojolo|1]olo[1]o|o|o|1|lolo|o]o]o]o
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Cuadro 7. Presencia ausencia de especies amibianas durante el segundo muestreo en cada

poza.
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Medio NNE (Agar no nutritivo)

Reactivos:

BONaCLo 0.12g
= MgSO47THO. oo 0.004¢g
. NazHPO4 ....................................... 0. 146g
= CaClL.2HyO. oo 0.004¢g
B O KHPO e, 0.136¢g
= Bactoagar...........coiiiiiiiiiiiii 15g

» Aguadestilada...................ool 1000ml

Procedimiento:

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

= (Calentar hasta ebullicion hasta disolver el agar

= Esterilizar a 121 ° C durante 15 min

= Verter en caja Petri (15 a 20 ml)

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

= Dejar reposar 1 hora aproximadamente

* Guardar en el refrigerador de manera invertida
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