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.  RESUMEN

Las amibas de vida libre (AVL) son protozoos eucariontes que presentan al menos dos estadios de
desarrollo: el trofozoito, una forma vegetativa de alimentacion y el quiste, una forma inactiva e
resistencia; algunos géneros tienen un estado adicional como flagelado. Algunas especies de amibas
viven como organismos de vida libre en el ambiente, pero ocasionalmente pueden llegar a los
animales o al hombre, en los cuales actlan como parasitos oportunistas, por lo que son llamadas
anfizéicas. Existen cuatro géneros de AVL asociados a enfermedades en humanos que afectan el
sistema nervioso central, Naegleria causando Meningoencefalitis Amibiana Primaria, Balamuthia y
Sappinia, causan Encefalitis Amibiana Granulomatosa y Acanthamoeba ocasiona Queratitis
Amibiana. La mayoria de los casos reportados por AVL han tenido en comun haber nadado en
pozas, reservorio de agua templada y piscinas. En México son pocos los estudios realizados sobre
AVL en agua de piscina por lo que este trabajo tuvo como objetivo detectar la presencia de amibas
de vida libre patdgenas en agua de piscinas. Se muestrearon cinco piscinas en dos etapas
diferentes. Se aislaron cinco especies amibianas pertenecientes a los géneros: Acanthamoeba,
Vahlkampfia, Vanella y Vexillifera. La piscina SM fue en donde se aislaron tres especies y en la
piscina VD se aislo solamente una especie. La especie Acanthamoeba polyphaga se aislé en ambas
piscinas, pero solamente la cepa aislada de VD fue invasiva. En cuanto a los parametros
fisicoquimicos se encontr6 que a pH bajos y concentraciones de cloro libre residual altas, no se
encontraron amibas. En algunas piscinas los valores de estos parametros variaron drasticamente de
una etapa a otra, lo que sefala irregularidades en el mantenimiento de las piscinas, incumpliendo los
requisitos sanitarios y de calidad de agua sefialados en la Norma Oficial Mexicana NOM-245-SSA1-
2010.
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II.  INTRODUCCION

1. Amibas de vida libre

Las amibas de vida libre (AVL) son protozoos eucariontes, unicelulares generalmente incoloros.
Estos organismos presentan diferentes formas: alargadas, reniformes, periformes, estrelladas entre
otras mas (Sigala, 2008), son organismos cosmopolitas, ya que se encuentran en ambientes
himedos como el suelo y el agua; también se pueden encontrar en el aire, vehiculo que emplean

como medio de dispersion (Peralta, 2009).

El tamafio de las amibas varia en gran medida, pero su naturaleza unicelular limita la talla que llegan
a alcanzar. La mayoria de las especies en su fase tréfica tiene tamafos en el intervalo de 6 a 30 um
y en su fase quistica de 6 a 20 um, aproximadamente. Sin embargo, existen excepciones que
pueden llegar a medir hasta cerca de 1 mm de longitud e incluso ser visibles a simple vista. Se ha
observado algunas variaciones en la talla de una misma especie entre aquellas amibas que se
encuentran en un cultivo por algun tiempo con respecto a las que se encuentran en el habitat natural,
lo que se atribuye a que la presencia de alimento y ciertas condiciones ambientales, favorecen un

aumento en la talla (Page, 1988)

Son capaces de sobrevivir a temperaturas extremas desde - 4°C hasta méas de 45°C (Avila et al.,
2006). Sin embargo, las especies con potencial patdgeno tienen cierta tendencia hacia cuerpos de
agua con temperaturas elevadas (>35°C) ya que tienen la caracteristica de ser organismos
termotolerantes, por lo que se encuentran cominmente en aguas termales naturales y en aguas

contaminadas térmicamente por descargas industriales (Kyle, 1986).

Algunas especies de amibas viven como organismos de vida libre en el ambiente, pero
ocasionalmente pueden llegar a los animales o al hombre, en los cuales actlan como parasitos
oportunistas, por lo que son llamadas anfizéicas (gr. amphi, que significa de ambos lados).
(Gallegos-Neyra, 1997). Estas amibas tienen varias caracteristicas en comun: no estan bien
adaptadas al parasitismo, pues terminan con la vida del hospedero que invaden, son organismos
oportunistas capaces de producir infecciones en el sistema nervioso central y 6rganos como pulmén,
piel, ojos y oidos. A pesar de la caracteristica de ubicuos no se conoce un hospedero 6 vector para

su trasmision y dispersién y no se transmiten de humano a humano (Seas y Bravo, 2006).
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Se les considera uno de los principales grupos de depredadores microbianos, debido a que
presentan una fuerte selectividad de presas, siendo depredadores de bacterias, hongos, algas y
otros protozoarios. De ahi su importancia en los ecosistemas acuéaticos ya que desempefian un
papel muy importante en el mantenimiento en el flujo de energia y reciclado de los nutrimentos del
suelo (Rodriguez et. al., 2004; Rodriguez et al., 2005).

A mediados del siglo XX se descubrié que podian invadir a seres humanos y a ciertos animales,
causandoles la muerte o dafo cerebral irreversible (Peralta, 2009). Existen cuatro géneros de
amibas de vida libre asociadas a enfermedades en humanos que afectan el sistema nervioso central
(SNC): Balamuthia, Sappinia, Acanthamoeba y Naegleria: Naegleria causando Meningoencefalitis
Amibiana Primaria (MEAP), los otros géneros causan Encefalitis Amibiana Granulomatosa (EAG) y
Acanthamoeba que puede ocasionar Queratitis Amibiana (QA) (Bonilla y Ramirez, 2014; Visvesvara,
2014).

2. Morfologia de amibas de vida libre

Las amibas de vida libre tienen al menos dos estadios de desarrollo: el trofozoito, una forma
vegetativa de alimentacion y el quiste, una forma inactiva. Las amibas de Naegleria tienen un estado

adicional como flagelado. (Aqgeel et al., 2014).

El trofozoito, se alimenta de bacterias mediante fagocitosis y se multiplica por fision binaria. Los
qguistes generalmente cuentan con dos capas. El ectoquiste y el endoquiste: una tercera capa, el

mesoquiste, (esta presente en algunas especies como Balamuthia mandrillaris) (Aqgeel et al., 2014).

Los niveles de pH adverso, la presidon osmdética y las condiciones de temperatura causan el
enquistamiento en las amibas, y este proceso también ocurre cuando los requerimientos alimentarios
no son los adecuados. El estado de quiste es reversible cuando las condiciones ambientales se

vuelven favorables (Greub y Raoult, 2004)
3. Naegleria fowleri

Naegleria fowleri pertenece a la familia Vahlkampfiidae, en la clase Heterolobosea. Actualmente se
reconocen 8 tipos de N. fowleri, que se distinguen mediante pruebas de secuenciacion de ADN (De
Jonckheere, 2011).
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Es la amiba que posee la mayor virulencia y letalidad a corto plazo de todas las AVL que infectan al
hombre, causando Meningoencefalitis Amibiana Primaria (Tapia, 2012).

El ciclo de vida de Naegleria fowleri (Figura 1) incluye una etapa de alimentacion ameboide
(trofozoito), una de natacién rapida temporal (ameboflagelado) y un quiste, que es una estructura de
resistencia donde la amiba se encuentra en el estado latente, protegiéndose de condiciones
adversas en el ambiente como son las bajas temperaturas y la desecacién, razén por la cual ésta
especie se encuentra rara vez en el suelo (Smirnov y Thar, 2003).

Naegleria fowleri

6]
Y migran a cerebro
por nervios olfatorios.
ausan: meningoencefalitis
biana primaria en sujetos
sanos

Las amibas penetran la

mucosa nasa'/ '_
N, .

"" g Los ffbfozoltos se encuentran
Las acyidades acuatlcas en LCR y tejido cerebral,
la entrada de agua y las formas flageladas ocasio-
por la nariz nalmente en LCR

) @ Quiste

A\ = Forma infectiva
A\ = Forma diagnéstica

Promitosis

.......................

hitp:/iwww.dpd.cde. govidpdx

o~

Forma flagelada

Figura 1. Ciclo de vida de Naegleria fowleri

Los trofozoitos son alargados, con un uroide (Figura 2a) en un extremo, ectoplasma claro y
endoplasma en el que se aprecian vacuolas digestivas, contractil, mitocondrias pleomorficas,
granulos, un ndcleo con halo claro y un nucléolo grande y central. Miden 15 - 25 um y emiten
seudopodos anteriores de movimiento rapido de extremo romo (lob6podos). Su reproduccion es por
promitosis (membrana celular intacta). Los trofozoitos flagelados (Figura 2b) son una forma
transicional, ante cambios ambientales, el quiste (Figura 2c), forma que adopta Naegleria para
sobrevivir en condiciones adversas, tiene pared lisa, operculada (poros con tapones mucosos), es

esférico, con granulaciones escasas, nucleo y mide 8 - 12 um (Uribarren, 2014).
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Figura 2. Etapas del ciclo de vida de Naegleria fowleri: a) trofozoito, b) ameboflagelado y c)
quiste.

4. Acanthamoeba spp

Acanthamoeba spp. pueden ocasionar: Queratitis Amibiana una infeccién crénica de la cérnea con
compromiso serio de la vision, principalmente en usuarios de lentes de contacto; Encefalitis
Amibiana Granulomatosa que afecta el sistema nervioso central y desencadena la muerte del
paciente entre 7 y 120 dias después del inicio de los sintomas; Acantamoebosis Cutanea (AC)
caracterizada por lesiones ulcerosas supurativas en la piel y sinusitis. Las tres Ultimas patologias
solo se presentan en individuos inmunocomprometidos (Gertiser et al., 2010).

En su ciclo de vida (Figura 3) Acanthamoeba alterna entre los estadios de trofozoito y quiste,
dependiendo de las condiciones de crecimiento. Los trofozoitos son la forma infectiva, con capacidad
replicativa e invasiva. Los quistes representan el elemento de resistencia y diseminacion, pudiendo

permanecer viables por mas de 20 afios (Gertiser et al., 2010).
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Acanthamoeba spp.

hﬂp-:;
A través de ojos 1

A través de vias
) respiratorias
Y - p L3% amibas (quistes, altas y bajas
N/ = trofozoitos) ingresan
al humano de varias

Eaneras
A A través de piel: "":'
s

Trofozoito ulceras, otras lesione
de continuidad

A Quistes y trofozoitos en tejidos

1 Da lugar a queratitis severa.

Mitosis 2 Da lugar a encefalitis amibiana
granulomatosa, enfermedad diseminada,
= : - lesiones en piel, en sujetos inmunocomprometidos *
A\ = Forma infectiva P P
A\ = Forma diagnéstica * Existen reportes de infeccion - poco frecuentes -

en sujetos aparentemente sanos

Figura 3. Ciclo de vida de Acanthamoeba spp.

Acanthamoeba posee caracteristicas morfologicas propias. En los trofozoitos se destacan
proyecciones citoplasmaticas espinosas sobre su superficie, denominadas acantopodos, que le dan
nombre al género, nucleo anico con nucléolo central esféricas y refringentes, y vacuolas de
exclusion de agua. (Figura 4) Los quistes se caracterizan por presentar una doble pared, endo y

exoquiste, rodeando a una estructura estrellada o poliédrica (Figura 5). (Gertiser et al., 2010).
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Figura 4. Trofozoito de Acanthamoeba spp

Figura 5. Quiste de Acanthamoeba spp

5. Balamuthia madrillaris

En el caso de Balamuthia al igual que Acanthamoeba spp. son organismos oportunistas capaces de
producir Encefalitis Amibiana Granulomatosa (EAG). Se presenta en individuos inmunosuprimidos o
inmunodeficientes, como alcohdlicos cronicos, VIH positivos, enfermos con SIDA, con lupus
eritematoso sistematico o cancer. La puerta de entrada al torrente sanguineo puede ser a través de

los pulmones, via neuroepitelio olfativo y lesiones de la piel (Bonilla et al., 2004).
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El ciclo de vida (Figura 7) comprende una fase de trofozoito y una de quiste. El trofozoito (Figura 6b)
de B. mandrillaris mide entre 12 y 60 pum, pero pueden alcanzar hasta 60 y 120 um de largo. Tiene
forma irregular, algunas veces presenta la forma limax y en otras adopta un aspecto de arafia con
numerosos pseudopodos, sin ramificaciones. ElI microorganismo es uninucleado con un nucleo
vesicular; a menudo puede tener mas de un nucléolo. En cultivo celular también se han observado
trofozoitos multinucleados. Otros organelos presentes son la mitocondria y el reticulo
endoplasmatico, que contiene ribosomas. El trofozoito se reproduce asexualmente por fision binaria

y la division del nacleo se realiza por mitosis (Bonilla y Ramirez, 2014).

El quiste (Figura 6a) mide entre 13 y 30 um y carece de poros; en el plano ultraestructural se
reconoce una triple constitucion, es decir, una fina capa externa irregular o ectoquiste, una capa
interna densa y gruesa o endoquiste y una capa fibrilar amorfa media llamada mesoquiste. Durante
la mitosis, el nucléolo y la membrana nuclear permanecen intactos al principio, pero desaparece a

medida que la mitosis continta (Bonilla y Ramirez, 2014).

Figura 6.- Etapas del ciclo de vida de B. mandrillaris a) quiste b) trofozoito.

Se conoce muy poco acerca de la distribucion de B. mandrillaris en la naturaleza; tal vez son menos
abundantes en el ambiente que otras AVL, lo que dificulta su aislamiento, ademas de que son
organismos de lento crecimiento y dificil cultivo, que requieren medios de cultivo muy complejos o
cultivos de tejido. Hasta el momento existen sélo dos reportes de su aislamiento en el suelo (Bonilla
y Ramirez, 2014).
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Balamuthia mandrillaris

A través de vias
respiratorias altas

o bajas 1 @

Las amibas (quistes,
trofozoitos) ingresan
al humano de varias
aneras

A través de piel:

dlceras, otras lesionés
de continuidad 1

Qui y trofozoitos en tejid

1 Causa encefalitis amibiana

granul enfermedad diseminad

A\ = Forma infectiva lesiones en piel. En individuos inmuno
e p d

A= Forma diagnostica 5

Figura 7-. Ciclo de vida de Balamuthia mandrillaris.

6. Sappinia pedata

La amiba originalmente clasificada como Sappinia diploidea, en 2009 fue reclasificada como
Sappinia pedata. En el Unico caso de infeccion cerebral por S. pedata, se observé que el manejo de
ganado fue un factor importante en la transmision de la amiba; por lo que el ciclo de vida del parasito
tal vez implique un huésped animal intermediario, a diferencia de las otras amibas de vida libre
patdogenas que no dependen de un huésped para la transmision y distribucion de la enfermedad
(Bonilla y Ramirez, 2014).
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Figura 8.- Ciclo de vida de Sappinia pedata

Su ciclo de vida (Figura 8) comprende dos estadios (Figura 9): el trofozoito mide entre 40 y 60 um,
sus seudopodos son indistintos y presenta una pelicula que se ondula cuando la amiba se mueve.
Una caracteristica indistinta del microorganismo es la presencia de dos nucleos colocados muy
juntos uno respecto del otro. En el citoplasma se observa una gran vacuola citoplasmatica,
mitocondrias con caracteristicos patrones tubulares y una red parecida al aparato de Golgi. Los
trofozoitos se dividen por fision binaria y la division del ndcleo se realiza por mitosis. Los quistes
miden de 13 a 37 um y se observan dos nucleos; pueden sobrevivir a los jugos gastricos durante su
paso por el estbmago, asi como las emulsificantes propiedades de la bilis del higado; por la razén,
su presencia en las heces no es indicativa de infeccion. Una vez en las heces que tiene abundancia
de bacterias las amibas pueden exquisitar. Debido a su constante presencia en las heces se le ha

caracterizado como coprozoica (Bonilla y Ramirez, 2014).
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Figura 9.- Izquierda: Forma de quiste de Sappinia. Derecha: Trofozoito de Sappinia

En el caso de S. pedata se desconoce su distribucion en el ambiente, se ha aislado de suelo
contaminado con heces de bovino, de otros animales y de humanos, y corteza de arbol (Bonilla y
Ramirez, 2014).

7. Enfermedades

7.1 Meningoencefalitis Amebiana Primaria (MAP)

La Meningoencefalitis Amibiana Primaria es producida por N. fowleri y corresponde a un cuadro
agudo y fulminante que afecta a personas que tuvieron antecedentes de haber realizado actividades
acuaticas de tres a siete dias antes de presentarse el cuadro. Los protozoos penetran a través del
neuroepitelio olfatorio originando una meningoencefalitis necrosante y purulenta con compromiso
predominante de la base del cerebro, tronco cerebral y la base del cerebelo; en los cortes
histolégicos se encuentran solo trofozoitos, especialmente perivasculares; en el ser humano no se
han observado quistes en los tejidos. La MAP ocurre principalmente en individuos sanos, el periodo
de incubacion dura de tres a siete dias, aunque en algunos casos es mayor a dos semanas. Los
sintomas comienzan abruptamente con fiebre leve y malestar general, algunas veces acompafados
con rinitis y odigofania; estos progresan rapidamente, con acentuada cefalea y fiebre, seguida por
vomito, rigidez de nuca y signos de irritacion meningea, algunos sintomas leves de compromiso
respiratorio superior pueden estar presentes. Varias especies de Naegleria han sido aisladas de las
vias nasales y del tracto respiratorio superior de los individuos sanos; algunos de estos aislados han

sido identificados solamente como Naegleria sp 6 Naegleria gruberi (Oddé, 2006).
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7.2 Encefalitis Amibiana Granulomatosa (EAG)

Varias especies del género Acanthamoeba, B. mandrillaris y Sappinia, causan el cuadro denominado
encefalitis amlbiana granulomatosa (EAG); ésta afecta, naturalmente, a pacientes debilitados,
desnutridos, diversos tipos de inmunocomprometidos, incluidos pacientes con SIDA, y nifios
pequefios; aunque el antecedente de inmunocompromiso es relevante en las infecciones por
Acanthamoeba sp, no asi en los casos producidos por B. mandrillaris. La enfermedad corresponde a
una encefalitis necrosante y hemorragica aguda, subaguda 6 crdnica, multifocal con angeitis
necroética, algunas células macrofagicas y células gigantes multinucleadas, con presencia de
trofozoitos y quistes parasitarios caracteristicos. A pesar del nombre de encefalitis granulomatosa, el
componente granulomatoso suele ser irrelevante o estar ausente; se cree que la puerta de entrada
es el tracto respiratorio o la piel, desde donde y siguiendo la via hematdgena, o una progresion local
siguiendo vias nerviosas, las amibas llegan al SNC. S6lo dos casos de encefalitis atribuidos al
género Vahlkampfia han sido diagnosticados en base a su apariencia morfoldgica en los tejidos; muy
pocos casos han sido imputados genuinamente a especies del género Hartmanella; y un caso ha
sido atribuido a S. diploidea. Los sintomas mas comunes son anormalidades del estado mental,
letargo, cefalea, hemiparesias y meningismo. La fiebre esta presente en cerca de la mitad de los
casos y, en un menor grado, nauseas, vomitos, anorexia, ataxia, y afasia. El curso de la enfermedad
es subagudo o croénico, de siete a 120 dias. Algunos pacientes tienen, simultdneamente, lesiones

cutaneas ulceradas (Oddo, 2006).
7.3 Queratitis amibiana (QA)

La queratitis amibiana es la manifestacion clinica mas habitual de la infeccion por el género
Acanthamoeba. Se caracteriza por ser dolorosa e invalidante. La infeccidén progresa originando una

ulceracién de la cornea y puede dar como resultado ceguera en casos muy graves (Pérez-Irezabal et

al., 2005).

Es una enfermedad dificil de diagnosticar y tratar, ya que las manifestaciones clinicas se confunden
a menudo con la queratitis herpética o fangica, lo que provoca que el diagndstico correcto y el
comienzo del tratamiento se retrasen semanas o meses. El cuadro clinico varia segun el momento
de la primera consulta. Al principio, las amibas se encuentran en el epitelio corneal, pero si la
enfermedad progresa ocurre la invasion del estroma. En sus inicios, se caracteriza por limbitis,

gueratopatia punteada, infiltrados epiteliales, subepiteliales o perineurales (queratoneuritis radial). En
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este momento el paciente sufre enrojecimiento, lagrimeo, fotofobia y dolor de diversa intensidad,
pero desproporcionado respecto a los signos oculares, asi como vision borrosa. Si la enfermedad
progresa, puede observarse ulceracion, infiltrado anular, placas endoteliales y uveitis anterior, con o
sin hipopion (presencia de pus en la camara anterior del 0jo), y mas infrecuentemente, edema
corneal. Si el proceso se agrava, se pueden producir abscesos, escleritis, glaucoma, catarata e
infeccién microbiana secundaria. Lo mas caracteristico es la presencia de un infiltrado anular
compuesto por células inflamatorias (neutréfilos). Los pacientes que sufren esta infeccion son
generalmente inmunocompetentes; no obstante, no desarrollan inmunidad protectora apreciable, por

lo que es posible la reinfeccién (Pérez-Irezébal 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 acuaticos y a traumatismos corneales (Uribarren, 2014).

8. Epidemiologia de las amibas de vida libre a nivel mundial

La MAP por N. fowleri tiene una distribucion mundial, con mas de 300 casos reportados a nivel

internacional, sobre todo en los Estados Unidos, Australia y Europa (Gupta et al., 2009).

Los casos registrados de esta infeccion han ido en aumento. En Latinoamérica han sido reportados
casos en Venezuela, México y Perl considerandose estas dos Ultimas naciones como areas

endémicas (Rodriguez et al., 1998).

Los datos epidemiolégicos no dejan muy claro si la infeccion es debido a el ambientales Unicamente
0 existe un componente genético, pero es curioso el dato de que un porcentaje muy elevado de
pacientes en EEUU, corresponden a individuos hispanos. Se han descrito casos de encefalitis
granulomatosa amibiana por B. mandrillaris, tanto en pacientes inmunocomprometidos, como en
inmunocompetentes y aunque se ha aislado en animales como perros, ovejas, caballos, pero
sobretodo en monos, no existe evidencia de que los animales sean reservorios de infecciones para

humanos (Schuster y Visvesvara, 2004).

El nimero cada vez mayor de casos de QA se ha observado en estudios recientes en todo el mundo,

con una incidencia entre 17 y 70 casos de QA por millén en usuarios de lentes de contacto (Ku et al.,
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2009). El aumento significativo de QA en EEUU llevé al CDC, a realizar un estudio sobre esta
enfermedad (Bryant et al., 2007).

9. Epidemiologia de las amibas de vida libre en México

Hasta diciembre del afio 2008, habian sido diagnosticados 34 casos de MAP (Cuadro 1) en los afios
siguientes segun la Direccibn General de Epidemiologia en los Estados Unidos Mexicanos la
tendencia durante los aflos 2008 a 2014 ha presentado variaciones (Cuadro 2), con respecto a la
EAG diez casos: Riestra y colaboradores (1987) efectuaron el diagnostico de cuatro casos
postmortem causados por B. mandrillaris en Guadalajara, Jalisco. Posteriormente, Uribe (2001)
reportd seis casos mas, dos del Distrito Federal, uno del Estado de México, dos de Guanajuato y uno
de Puebla (Alvarez, 2016).

Cuadro 1. Casos humanos de Meningoencefalitis Amibiana Primaria (MAP) en la Republica
Mexicana de 1978 a 2008 (Tapia, 2012).

DIAS DE ENTIDAD
CASO FECHA EDAD SEXO INFECCION - FEDERATIVA

Ago-78 Autopsia
2 1983 2 F ? LCR N.Leon
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.
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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 Cultivo BC.
23 Ago-92 13 M 16 LCR BC.
24 Sep-92 9 M ? LCR BC.
25 Jul-94 13 M 10 LCR Tamps.
26 Jul-98 11 M ? Cultivo 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.
31 2003 9 M ? Cultivo (Me?(?t::.alli)
32 2005 20 M ? Cultivo Sonora
33 Jul-06 8 M ? Cultivo (Tiiﬁﬁa)
34 May-08 12 M ? Cultivo Hidalgo
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Cuadro 2. Casos de humanos de Meningoencefalitis Amebiana Primaria (MAP) en Republica
Mexicana de 2009 a 2014.
Tomado de: SINAVE/DGE/Salud/Sistemas Especiales de Vigilancia Epidemioldgica.

FECHA EDAD SEXO FEEDNETFIQ%SI“'R/ A
Agosto -2009 20-24 M BC
Marzo — 2012 50-59 F Edo. 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. Méx.
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lll.  MARCO DE REFERENCIA

+ Rivera et al., en 1989 analizaron siete muestras de agua de tres balnearios de aguas termales
de Tecozautla, Hidalgo, aislando 33 cepas de amibas de vida libre pertenecientes a los
géneros Naegleria, Acanthamoeba, y Willaertia. Veinte de estas cepas pertenecian al género
Naegleria, 16 de ellas se clasificaron como Naegleria spp., y dos se clasificaron como
Naegleria lovaniensis. Cabe destacar el hallazgo de dos cepas patégenas de la especie
Naegleria australiensis. N. australiensis; N. lovaniensis puede considerarse buenos
organismos indicadores, ya que viven en las mismas condiciones ambientales que N. fowleri,
el agente de la MEAP. También se identificaron dos cepas de Acanthamoeba castellanii y una
de Acanthamoeba lugdunensis, que resultd ser patdgena cuando se probo en ratones, nueve
cepas patogenas del género Acanthamoeba spp. se aislaron junto con una cepa de Willaertia

magna, una amiba no patégena termofila.

+ Rivera et al., en 1993 realizaron un estudio en tinas de hidroterapia y piscinas del Area
Metropolitana de la Ciudad de Meéxico, encontrando 29 cepas de 8 géneros. Los mas
frecuentes fueron Acanthamoeba (con cuatro cepas patdégenas), Vahlkampfia, Hartmanella y
Naegleria. Las amibas se aislaron con mayor frecuencia en primavera y verano, y no se
pudieron recuperar de los grupos con niveles de cloruro de 5,31 mg / ml o mas, demostrando
gue las concentraciones de cloruro que se usan comUnmente en piscinas recreativas y
bafieras de terapia no son suficientes para eliminar los quistes viables de la mayoria de las

amibas de vida libre.

+ Bonilla et al., en 2000 muestrearon diferentes cuerpos de agua como cascadas, lagunas y
piscinas usados para la natacion en la regidén de la Huasteca potosina en el estado de San
Luis Potosi, identificando 120 AVL que representan 18 géneros. Los géneros mas frecuentes
fueron Vannella, Rosculus y Acanthamoeba. La frecuencia de AVL potencialmente patégena
fue baja y solo tres aislamientos de Acanthamoeba fueron invasivos en ratones. La presencia
de Acanthamoeba y Naegleria fue fue baja; sin embargo, incluyen especies potencialmente
patdégenas que pueden actuar como vectores y reservorios de patdgenos microbianos vy

pueden producir infecciones humanas.
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+ Mufioz et al., en el 2003 estudiaron la presencia de amibas de vida libre en muestras de agua
obtenidas de ocho piscinas publicas, recolectadas de la superficie, el fondo, los canales y el
filtro. Se tomaron 8 muestras de cada piscina, teniendo un total de 64 muestras. Las amibas
fueron encontradas en cinco piscinas (62%). En 22 de las muestras (34.5%) se identificaron
AVL; de estas Hartmannella vermiformes (Vermamoeba) constituyd el 12.5%, Vannella el
9.4%; Naegleria el 7.8% y Acanthamoeba el 4.7%. Teniendo en cuenta la capacidad patégena
para el hombre, el 36.4% de las cepas aisladas pertenecen a aquellas que han demostrado

ser peligrosas (Naegleria y Acanthamoeba).

+ Lares-Jiménez y Lares-Villa en el 2009 identificaron morfolégica y fisiologicamente once
géneros de AVL en aguas superficiales de la region del Valle del Mayo, Sonora. Aislaron 91
cepas, 14 resultaron ser positivas a la prueba de flagelacion. De estas, cinco crecieron a 45°C
y nueve crecieron en un rango de temperatura entre 20°C y 37°C. A cinco cepas sospechosas
se les extrajo el ADN y se trataron con la técnica de PCR para compararlas con cepas de
Naegleria fowleri y examinar su semejanza. El resultado revel6 que los aislamientos

correspondieron a otras especies de Naegleria termofilas.

+ Castillo et al.,, en 2010 examinaron 60 muestras de agua provenientes de 30 sitios del
Salvador, donde encontraron AVL en dos muestras de agua tomadas del fondo de piscinas

con agua clorada y en una muestra tomada del fondo de otra piscina de agua no clorada.

+ Castro en el 2012 realiz6 cuatro muestreos en el balneario “El Geiser” ubicado en el municipio
de Tecozautla, Hidalgo, obteniendo 53 muestras de las cuales se aislaron e identificaron 167
organismos amibianos. Entre los aislados destaca el género Acanthamoeba que fue el mas
frecuente aislado (72%), de este género se determinaron siete especies, las que se aislaron
con mayor frecuencia fueron Acanthamoeba castellanii y Acanthamoeba polyphaga,

encontrdndose (Acanthamoeba) presente en todas las albercas de este balneario.
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+ Morales en el 2012 determiné la presencia de AVL en seis pozos de agua potable del
municipio de Tizayuca, Hidalgo, en donde se encontraron 13 especies pertenecientes a nueve
géneros: Acanthamoeba, Hartmannella, Mayorella, Platyamoeba, Rosculus, Thecamoeba,
Vahlkampfia, Vanella y Vexilifera, siendo Hartmannella vermiformis la que se presentd con
mayor frecuencia (44%). De las amibas encontradas en los pozos solamente se ha reportado
como patdgena A. polyphaga.

+ Lopez en el 2014 realiz6 dos muestreos en el parque Ecoalberto Ixmiquilpan, Hidalgo, México,
uno en el mes de febrero (temporada de secas) y otro en agosto (temporada de lluvias) de
manantiales de aguas termales y una alberca alimentada con agua termal de manantial.
Obteniendo 56 muestras de AVL. Las especies que se aislaron con mayor frecuencia fueron:
Naegleria sp. (15), Rosculus ithacus (11) y Guttulinopsis vulgaris (8) y con menor frecuencia
Vanella lata, Vahlkampfia aberdonica, V. ustiana, Platyamoeba placida, P. stenopodia,
Acanthamoeba polyphaga, A. astronyxis y Mayorella cultura con un solo aislamiento. En la
prueba de patogenicidad se probaron dos aislados del género de Naegleria y cuatro de
Acanthamoeba. Naegleria no fue patdgena, pero un aislado identificado como A. astronyxis

resultd invasiva en ratén.

+ Alvarez en el 2016 realizé un estudio en el balneario natural “Hierve el agua” ubicado en el
municipio de San Lorenzo Albarradas, Oaxaca, el cual comprendié dos muestreos. El primer
muestreo se realiz6 en el mes de Septiembre de 2012 (época de lluvias) en donde se
obtuvieron un 90% (18 muestras) de aislados positivos para AVL, identificandose 13 especies
pertenecientes a cinco géneros (Acanthamoeba, Naegleria, Thecamoeba, Vanella,
Vahlkamphia). El segundo muestreo se realizdé en el mes de abril del 2013 (época seca)
donde se obtuvo un 65% (13 muestras) de aislados positivos, identificandose un total de 18
especies pertenecientes a 9 géneros (Acanthamoeba, Echinamoeba, Hartmannella, Naegleria,

Rosculus, Saccamoeba, Thecamoeba, Vanella, Vahlkamphia).

+ Taméz en el 2018 aisl6 e identific6 AVL 23 especies de amibas en cuerpos de agua de uso

recreativo del balneario Laguna Larga, Los Azufres, Michoacan en las épocas de lluvias y
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secas. Durante el mes de agosto (temporada de lluvias) se identificaron un total de 21
especies, siendo N. fowleri la mas frecuente ya que se logro aislar en el 66% de los cuerpos
de agua muestreados, mientras a finales de octubre (temporada de sequias) se aislaron 13
especies, siendo de nueva cuenta N. fowleri la amiba con mayor frecuencia en los cuerpos de

agua muestreados.
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IV. JUSTIFICACION

La principal fuente de transmision de organismos patdgenos para el hombre es el agua, elemento
imprescindible para todos los organismos vivos. Los seres humanos necesitamos el agua para
realizar varias funciones vitales, como uso publico, doméstico, agricola, ganadero, industrial,
centrales de energia y uso recreativos. La calidad del agua destinada a las actividades antes
mencionadas esta regulada con el fin de prevenir brotes infecciosos que pueden estar causados por
virus, bacterias y protozoos.

La mayoria de los casos reportados por amibas de vida libre han tenido en comin haber nadado en
pozas, reservorio de agua templada y piscinas.

En México son pocos y de hace algunos afios los estudios realizados sobre las amibas de vida libre
en agua de piscina por lo que es importante realizar estudios actuales sobre los protozoos
mencionados anteriormente. Debido a la falta de conocimiento entre los médicos y los laboratorios
clinicos, un numero de casos de infecciones debidas a las AVL podrian estar diagnosticadas de
forma incorrecta pudiendo pasar desapercibidas y reportando a los pacientes como enfermos debido
a otros agentes patégenos como bacterias, virus, hongos y cisticercos, aun cuando el diagnostico

clinico pueda indicar la ausencia de estos microorganismos.
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia de amibas de vida libre patdgenas en agua de piscinas de municipios
del Estado de México.

OBJETIVOS PARTICULARES

Aislar las Amibas de Vida Libre a diferentes temperaturas de incubacion.

Identificar morfolégicamente las Amibas de Vida Libre aisladas.

Determinar las siguientes caracteristicas fisicoquimicas del agua de las piscinas: pH,
temperatura, oxigeno disuelto y cloro libre residual.
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VI. MATERIALES Y METODOS
1. Areade estudio

El estudio se llevd a cabo en cinco piscinas del Estado de México localizadas en los municipios de
Tlalnepantla, Naucalpan de Juarez y Atizapan de Zaragoza. Las piscinas que se muestrearon en dos
tiempos diferentes, la Etapa 1 fue de Octubre a Noviembre del 2015. La Etapa 2 fue de Marzo a
Mayo del 2016 (Cuadro 3). La piscina UC no se pudo muestrear en la segunda etapa por dificultad

en el acceso.

Cuadro 3. Localizacién de las piscinas muestreadas.

LOCALIDAD CARACTERISTICA

Tlalnepantla Cerrada
Tlalnepantla Cerrada
Naucalpan Abierta
Atizapan de Abierta
Zaragoza
Tlalnepantla Semi-abierta

*Por dificultad en el acceso esta piscina solo se muestreo en la primera etapa
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2. Muestreo

Las muestras se tomaron en la superficie del agua, preferente en las esquinas de las piscinas en
envases esteériles de 1000 ml. Las muestras se transportaron al laboratorio a temperatura ambiente y
se procesaron en un lapso de tiempo no mayor a 24 hrs.

Los parametros fisicoquimicos: temperatura y pH (este fue medido con un Conductronic pH10) se
tomaron en el sitio; el oxigeno disuelto (OD) y cloro libre residual fueron determinados en el
laboratorio de Calidad del Agua del Grupo de Investigacion en Conservacion y Mejoramiento del
Ambiente (GICyMA) de la FES lIztacala.

3. Laboratorio
3.1 Aislamiento de las amibas.

Las muestras de agua se filtraron a través de una membrana d 1.2 um con la ayuda de vacio en

condiciones estériles (Figura 10).

Figura 10. Filtracion de las muestras de agua de piscina por latécnica de Filtro de Membrana.

La membrana se coloc6 boca abajo en una placa con medio Agar no Nutritivo (NNE) (ANEXO) con la
bacteria Enterobacter aerogenes (Figura 11). Esto se realizé por duplicado para incubar a 2

temperaturas, 30 °Cy 37 °C 0 25 °C y 30 °C, dependiendo de la temperatura del agua de la piscina.
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Los cultivos se examinaron diariamente hasta por 15 dias usando un microscopio invertido para

detectar el crecimiento amibiano.

Figura 11. Placas del medio NNE con la membrana.

3.2 Identificacion de las amibas aisladas.

La identificacion de las AVL se realiz6 observando preparaciones en fresco al microscopio Optico de
contraste de fases a 40x y 100x. Se tomaron en cuenta los caracteres morfolégicos tanto de la fase

vegetativa o trofozoito como del quiste, siguiendo las claves de Page 1988.
3.3 Cultivos axénicos

Cuando se detecté que las amibas aisladas pertenecian al género Acanthamoeba, se marcé un
cuadro de crecimiento y se resembro en medio NNE fresco para obtener un buen crecimiento de la

amiba.

Para realizar el cultivo de la amiba en medio axénico, se revisaron las placas de agar con las amibas

aisladas, se marcaron las zonas con mejor crecimiento de trofozoitos y un cuadro se transfirié a
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tubos de ensayo con medio Chang y Bactocasitona con suero fetal o con suero de ternera con
antibidtico para eliminar la bacteria proveniente del medio monoaxénico (Anexo). Los tubos se
incubaron a la temperatura de aislamiento de la amiba (25,30 o 37 °C) manteniéndolos inclinados y

sin movimiento.
3.4 Prueba de patogenicidad

La prueba de patogenicidad se realiz6 en cinco ratones machos de tres semanas de edad, a los
cuales se les inocul6 cultivos axénicos de las amibas pertenecientes al género Acanthamoeba. Los
trofozoitos se concentraron a 3000 rpm durante 10 min. y se ajustaron a una concentracion de 1x10°
trofozoitos para SM y 7x10° trofozoitos para VD. De este concentrado se tomé un volumen de 20 pL
y se aplicé a través de los orificios nasales del ratén (Figura 13). Los animales se observaron un
periodo de 21 dias.

Figura 12. Prueba de patogenicidad en ratones.
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Figura 13. Inoculacién de Acanthamoeba polyphaga en los ratones por via intranasal.

Los ratones se sacrificaron al término del periodo de observacion, se extrajo el cerebro, higado,
pulmén y rifidn, que se colocaron en placas con medio NNE y se incubaron a la temperatura de
aislamiento de la amiba (Figura 14). Los cultivos se observaron al microscopio invertido diariamente

por una semana y media para detectar desarrollo amibiano.
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Figura 14. Placas de agar con los 6rganos de los ratones sacrificados.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Presenciay ausenciade AVL

De las cinco piscinas muestreadas, solamente en dos se aislaron amibas. La piscina SM fue la Unica

gue tuvo presencia de amibas en las dos etapas y la VD solo en la segunda, la piscina SM estaba al
aire libre y la VD estaba semi-abierta (solo tenia techo).

Cuadro 4. Presencia de las AVL en las piscinas.

ETAPA 1 ETAPA 2
PISCINA 30°C 37°C 30°C 37°C
ATI Negativa Negativa Negativa Negativa
ucC Negativa Negativa NoO se muestreo
AT Negativa Negativa Negativa Negativa
25°C 30°C 25°C 30°C
VD* Negativa Negativa Positiva Positiva
SM Positiva Positiva Positiva Positiva

*En la Etapa 2 se obtuvo mas volumen de muestra de la piscina, por lo que se incubo a 37°C, siendo positivo
el cultivo.

2. Riqueza especifica

Se aislaron e identificaron cinco especies amibianas, pertenecientes a 4 géneros: Acanthamoeba,
Vahlkampfia, Vanella y Vexillifera, presentandose en ambas etapas en la piscina SM y en la etapa 2
en la VD (Cuadro 5), siendo Acanthamoeba el género que se encontr6 con mas frecuencia; esto
coincide con los resultados obtenidos por Castro en el 2012 donde observo que el género mas

aislado en piscinas termales en Tecozautla, Estado de Hidalgo fue Acanthamoeba con un 72%. Esto
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es importante porque las especies del género Acanthamoeba se han reportado como agente causal
de la Encefalitis Amebiana Granulomatosa y de Queratitis Amebiana en humanos (Gertiser, 2010;
Bonilla y Ramirez, 2014).

En la piscina SM en la etapa 1 se presentaron amibas que pertenecieron a los géneros
Acanthamoeba, Vahlkampfia y Vannella, en la Etapa 2 se aislaron amibas de Acanthamoeba y
Vexillifera. Hay que mencionar que a diferencia de las otras piscinas, en esta fue donde se
detectaron las menores concentraciones de cloro, 0.2 y 0.4 mg/L (Cuadro 7).

En la piscina VD en la Etapa 1 no se presentaron amibas, solamente en la Etapa 2, las amibas
pertenecieron al género Acanthamoeba. Entre las 2 etapas hubo una diferencia notable en la
concentracion de cloro, en la primera fue de 9 mg /L, mientras que en la segunda fue de 3.3 mg/L,
gue aunque en si no es una concentracion baja, si fue a comparacion de lo detectado en la Etapa
1(Cuadro 7).

Cuadro 5. Riqueza especifica de las AVL aisladas de las piscinas.

PISCINA 1° ETAPA 2° ETAPA

e Acanthamoeba

polyphaga
Vexillifera bacillipedes

e Acanthamoeba
SM polyphaga

(chapoteadero) e Vahlkampfia aberdonica .
e Vahlkampfia enterica WENINEIE e oRelE
VD : e Acanthamoeba
(chapoteadero) Negativa polyphaga

Las especies encontradas en los sitios en cada etapa se aislaron a dos temperaturas de incubacion.
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3. Prueba de patogenicidad

La prueba se realizé en las dos cepas aisladas pertenecientes a la especie Acanthamoeba
polyphaga. La cepa de A. polyphaga aislada de la piscina SM no mato a los ratones; mientras que la
cepa de A. polyphaga aislada de la piscina VD tampoco mat6 a los ratones, pero al sacrificar a los
ratones después del periodo de la prueba y sembrar los cuatro 6rganos (cerebro, pulmén, higado y
rifidn) en cajas con medio NNE, se presentaron amibas en el cerebro y pulmén de uno de los ratones
sacrificados. Esto puede ser de importancia, ya que hay que mencionar que Acanthamoeba es una
amiba oportunista que puede causar enfermedad en pacientes inmunocomprometidos o

inmunodeficientes (Gertiser, 2010; Bonilla y Ramirez, 2014).

Cuadro 6. Patogenicidad de las cepas de Acanthamoeba polyphaga.

PISCINA ESPECIE PATOGENICIDAD
SM Acanthamoeba polyphaga Negativa
VD Acanthamoeba polyphaga Invasiva*

En el caso de SM la cepa que crecié a 30°C y en el caso de VD la que crecié a 37°C, fueron las que se

usaron para realizar la prueba de patogenicidad.
*Invasiva: No maté a los ratones durante el periodo de la prueba, pero al sembrar los érganos de los ratones

sacrificados la amiba se aisl6 del cerebro y pulmén de un ratén.
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4. Andlisis fisicoquimicos

Los valores de los parametros fisicoquimicos medidos en las piscinas se presentan en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Parametros fisicoquimicos de las piscinas del Area Metropolitana.

e —— oH Temperatura  Cloro oD
(°C) (mg/L)  (mg/L)
ETAPA 1
AT 7.2 30 8.2 6.7
ucC 3.6 27 1.3 5.6
ATI 8.3 30 2.7 6.2
VD 6.6 25 9 7.4
SM 6.8 20.5 0.4 7.6
ETAPA 2
AT 6.8 31 0.3 55
ATI 8.1 29 4 6.7
VD 6.2 33 3.3 5.9
SM 8.5 18 0.2 7.6

La mayoria de las piscinas presentaron valores de pH que estuvieron alrededor de la neutralidad, en
un intervalo de 6.22 a 7.27, dos piscinas (ATl y SM) presentaron pH basico, aunque en el caso de
SM el pH bésico solo lo presento en la segunda etapa, lo que sefala irregularidades en su

mantenimiento.

UC tuvo un pH muy bajo de 3.6, esta pudo haber sido la razén por lo que no se asilaron AVL, a pesar
de ser una piscina abierta expuesta al viento. A este respecto se ha reportado que un pH alrededor
de la neutralidad es adecuado para la presencia de estos organismos en el agua (Bonilla et al.,
2004). Ademas, esta fue la Unica piscina que estuvo fuera de la NOM-245-SSA1-2010 para agua de

alberca, que sefiala que el pH debe de ser estar entre 6.5 a 8.5.
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La temperatura de las piscinas estuvo en un intervalo de 25 a 33 °C, a excepcion de la SM, que
estuvo por debajo de esos valores (18 y 20.5 °C) lo que es entendible porque es una piscina
totalmente abierta. Este pardmetro no estd contemplado en la norma, pero es comun que las
piscinas cerradas, tengan una temperatura alrededor de 30 °C y se ha reportado que una
temperatura por arriba de 30°C favorece la presencia de amibas patégenas (Bonilla et al., 2004).
Esta pudo haber sido la razén de que en la piscina VD, en donde se registré la temperatura mas alta
(33°C), fue donde se aislo la cepa de A. polyphaga que fue invasiva cuando se realizé la prueba de
patogenicidad, a pesar de que el cloro fue de 3.3 mg/L. En cambio, la cepa de A. polyhaga que se
aislé de SM no fue patdgena ni invasiva, a pesar de ser de la misma especie, pero la temperatura del
agua fue la méas baja (18 y 20.5 °C).

El cloro libre residual estuvo en un intervalo muy variable, desde 0.3 a 9.0 mg/L, estando en algunas
ocasiones por debajo o por arriba de lo que sefiala la NOM-245-SSA1-2010 de 1.0 a 5.0 mg/L.
Destacan las piscinas AT y VD porque en la primera etapa tuvieron una concentracion de cloro muy
alta de 8.2 y 9.0 mg/L respectivamente y no se presentaron amibas, pero en la segunda etapa
bajaron a 0.3 y 3.3 mg/L respectivamente; en el caso de VD la concentracion de cloro de 3.3 mg/L

estuvo dentro de la norma, sin embargo se aislaron amibas del género Acanthamoeba.

Las amibas que mas se aislaron en las piscinas pertenecieron al género Acanthamoeba. Se ha
reportado que estas amibas pueden resistir una concentracion de cloro alta, debido a que su quiste
tiene celulosa y esto las hace muy resistentes a las condiciones ambientales (Bonilla et al., 2004). A
este respecto hay un dato interesante en la literatura que sefiala que una concentracion inicial de

cloro puede destruir los quistes de amibas, pero no el cloro residual (De Fonckherere, 1979).

La piscina SM fue la que tuvo el cloro libre residual mas bajo en ambas etapas (0.4 y 0.2 mg/L) y fue
en la que se aislaron amibas de tres géneros diferentes, incluyendo Acanthamoeba. Esto se pudo
deber a que esta piscina era totalmente abierta y estaba expuesta al aire libre con aporte de material
vegetal, diversas investigaciones sefialan que quistes de AVL pueden llegar a los cuerpos de agua
por el aire (Bonilla et al., 2004). La distribuciéon de AVL en un lugar depende de la cantidad y la
calidad de alimento, la presencia de depredadores o competidores y de las condiciones ambientales
(Rodriguez, 1994). Se encontraron amibas de los géneros Vanella, Vahlkampfia y Acanthamoeba,
las primeras no son consideradas patégenas, pero comparten con la mayoria de las AVL la habilidad

de ser hospedera de simbiontes que son patdgenos del ser humano (Michel et. al., 2000),
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EL oxigeno disuelto no tuvo tanta variacion entre las piscinas, estuvo en un intervalo de 5.6 a 7.6
mg/L. Estas concentraciones son adecuadas para la presencia de las amibas de vida libre, ya que
son organismos aerobios (Bonilla et al., 2004).
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VIII.  CONCLUSIONES

Las especies de amibas de vida libre que se detectaron en las piscinas muestreadas en
ambas etapas fueron: Acanthamoeba polyphaga, Vahlkampfia aberdonica, Vahlkampfia
enterica, Vexillifera bacillipedes y Vannella platypodia.

A. polyphaga es considerada patdgena para el ser humano debido a que infectan el sistema
nervioso central causando Queratitis Amibiana, Encefalitis Amibiana Granulomatosa y
Acanthamoebiosis cutanea.

Las amibas aisladas se incubaron a tres temperaturas, 25 °C, 30 °C y 37 °C observando que
las especies pudieron desarrollarse mejor a 30 °C y 37 °C.

Se observo que en las piscinas con concentracion de cloro libre residual altas o con pH bajos
o altos, no se presentaron AVL debido a que no se encontraron dentro de los valores
reportados como adecuados para la presencia de estas amibas.

Las concentraciones de cloro libre residual altas que se encontraron en algunas de las
piscinas, puede producir irritacion de la nariz, la garganta y los o0jos, tos y alteraciones en la
frecuencia respiratoria y dafio a los pulmones

De acuerdo con la NOM-245-SSA1-2010 es importante seguir con los monitoreos de todas las
piscinas muestreadas, y asi brindar un servicio seguro a los usuarios.

Se recomienda que las personas que acudan a las piscinas tomen medidas al momento de
practicar la natacién, como el uso de googles, no introducirse al agua con lentes de contacto,

usar pinzas nasales y evitar la entrada brusca del agua por la nariz.
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ANEXO

MEDIO DE AGAR NO NUTRITIVO (NNE) CON Enterobacter aerogenes

Composicion del medio:

NaC 0.12¢g
MgSO,7H,0 0.004 g
CacCl,2H,0 0.004 g
Na,HPO, 0.142 g
KH,PO, 0.136 g
Agar bacteriolégico 1509
Agua destilada 1000 mi

Bacteria Enterobacter aerogenes
1. Poner 0.5 ml de la suspension de bacteria inactivada*

2. Esparcir la suspension bacteriana en la superficie del agar con una “L” de varilla de vidrio

(flamear con alcohol la “L” en cada ocasion).
3. Dejar que se seque el exceso de liquido.
4. Guardar en refrigeracion.

*La inactivacion de la bacteria se realiza a 68°C en bafio de agua por una hora.
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MEDIOS AXENICOS

MEDIO DE BACTOCASITONA
Composicion del medio:

Bactocasitona 209

Agua destilada 1000 mi

MEDIO CHANG (MODIFICADO)

Composicion del medio:

Peptona Biotriptasa 16.6 g
Dextrosa 2749
Na,HPO, 15g
KH,PO, 09g
Agua destilada 1000 ml
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