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ABSTRACT

Free-living amoebae (FLA) are widely distributed protozoa in the environment which has
been isolated from a variety of sources including, water, soil and, dust, although diseases
caused by them are considered neglected waterborne pathogens due to the lack of research
concerning them. Among these organisms, Acanthamoeba spp. and Naegleria fowleri, the
ones of interest for the present study, are reported to be pathogenic and opportunistic
agents of severe pathologies. Furthermore, these organisms act as “Trojan horses” for
pathogenic bacteria, fungi and viruses resistant to its’ phagocytosis, which represents a
threat to public health due to the resistance of these protozoans to inactivation methods.
Currently, there is no available data about their distribution in environmental sources in the
state of Tamaulipas, thus the aim of this study was to evaluate the presence of these
organisms in the City of Reynosa, Tamaulipas using microbiological culture methods.
Their identification is based on morphological features observed with light microscopy and
the sampling places are evaluated to determine the biological diversity and presence of
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other organisms due to the observed elevated levels of pollution. The results revealed that
50% of the assessed sampled places were positive for the presence of Acanthamoeba spp.

Keywords: Acanthamoeba spp., Free-living Amoebae, Naegleria fowleri, Prevalence.
RESUMEN

Las amibas de vida libre (AVL) son protozoarios ampliamente distribuidos en el ambiente,
aislados de una variedad de fuentes, incluyendo agua, suelo y polvo. Son considerados
como patdgenos desatendidos transmitidos por el agua, por su falta de estudio. Entre estos,
Acanthamoeba spp. y Naegleria fowleri, las de interés para el presente estudio, son
conocidas como agentes patogénicos y oportunistas de patologias severas. Mas alla, estos
organismos funcionan como ‘“Caballo de Troya” para otras bacterias, hongos y Vvirus
patdgenos para el humano, resistentes a su fagocitosis, lo cual representa un riesgo sanitario
por su conocida resistencia a métodos de inactivacién en agua. Actualmente, no existe
informacidn acerca de su distribucion ambiental en el estado de Tamaulipas, es por ello por
lo que el objetivo de este estudio fue evaluar la presencia de ellas mediante métodos de
cultivo microbiologico. Su identificacion se realizd a partir de caracteristicas fisicas
observadas mediante inspeccion microscopica y los puntos de muestreo fueron evaluados
para determinar la diversidad biologica y la presencia de otros organismos, debido a los
altos niveles de contaminacion observados. Los resultados revelaron que un 50% de los
lugares muestreados fueron positivos para la presencia de Acanthamoeba spp.

Palabras clave: Acanthamoeba spp., Amibas de Vida Libre, Naegleria fowleri,
Prevalencia.

1. INTRODUCCION

Las amibas de vida libre son protozoarios cosmopolitas, ubicuos ambientalmente, por lo
general presentan una forma trofica vegetativa (trofozoito) y una de resistencia (quiste).
Algunas de estas amibas son, Acanthamoeba spp., Naegleria fowleri y Balamuthia
mandrillaris, conocidas por su papel etioldgico de patologias como encefalitis amebianas
(Baig, 2015), de baja prevalencia por ser infecciones oportunistas en su mayoria y por ser
sub-diagnosticadas, sin tratamiento eficiente de amplia disponibilidad y de rapida evolucion
(Schuster, 2002). Se conoce que estos organismos se encuentran en contacto constante con
los humanos, lo cual es reconocible gracias a evaluaciones inmunoldgicas, las cuales
describen un alto porcentaje de poblaciones con anticuerpos especificos a géneros como el
de Acanthamoeba spp. (Chappell et al., 2001).

Estos organismos en su forma quistica pueden resistir a la accion de diferentes
desinfectantes, como es el caso de compuestos clorados y antibi6ticos, ademas de poder
resistir a una amplia variedad de temperaturas y deficiencia de fuentes de alimento
(Thomas et al., 2009), esta resistencia no sélo es un problema para su inactivacion, sino que
existen microorganismos patogenos para el ser humano, que son resistentes a la fagocitosis
efectuada por la amiba para su alimentacion; de esta manera pueden residir como
endosimbiontes en el interior de las amibas. Estos patdgenos resistentes a la fagocitosis
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pueden ser bacterias, hongos y virus y se sirven del protozoario como vehiculo de entrada
al humano y aprovechan la proteccion que le confiere en su forma quistica (Greub &
Raoult, 2004). Por otra parte, se ha propuesto que existen mecanismos de transferencia
genética entre estos microorganismos simbiontes, esto expresado en la seleccidn de rasgos
de virulencia mejorados de los patdgenos intra-amebicos (Ogata et al., 2006). El objetivo
general de esta investigacion fue determinar la prevalencia de amibas de vida libre en aguas
superficiales y residuales mediante métodos microbioldgicos en Reynosa, Tamaulipas.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Muestreo

Los 32 puntos de muestreo se distribuyen en el interior de la ciudad de Reynosa,
Tamaulipas, siendo de tres tipos principales: el Rio Bravo, dos canales de riego (Anzaldias
y Rhode) que atraviesan la ciudad y un conjunto de cuerpos de agua independiente, como lo
es el caso de la Laguna “La Escondida”, calicheras, drenes, entre otros. Este esquema de
muestreo fue realizado para abordar el resultado de la actividad antropogénica sobre la
prevalencia de estos organismos.

El muestreo se realiz6 tomando 1 L de agua superficial, asegurando una profundidad mayor
a los 30 cm, en un recipiente de vidrio estéril haciendo anotaciones sobre las caracteristicas
de cada punto (fuente del agua, condiciones climaticas, filtraciones de aguas negras y
presencia de flora y fauna).

2.2. Procesamiento de muestras

Estas muestras fueron dividas en volimenes iguales de 500 mL. El primer volumen se
repartio en 5 tubos Falcon de 50 mL para su centrifugacion a 3000 rpm durante 15 minutos
para obtener el sedimento, del cual se tomaron 25 pL para visualizarse con ayuda del
microscopio y evaluar asi la diversidad biologica en las muestras. Posteriormente, el
volumen restante de 500 mL se procesé con un filtro de nitrocelulosa marca Whatman®,
para la obtencion y aislamiento de las amibas por razéon de tamafio (0.45 um de poro, 25
mm de didmetro).

2.3. Cultivo

El cultivo se realizé colocando el filtro del procesamiento de forma invertida en medio de
agar no nutritivo (Medio Page), el cual es adicionado con una capa de E. coli inactivada por
calor, esto como fuente de alimento. Las placas se sometieron a incubacion durante 7 dias a
30° C, para ser evaluadas con microscopio 6ptico para su identificacibn mediante la
busqueda de quistes y trofozoitos, con las claves de identificacion de Page (Page, 1976).

3. RESULTADOS

Un total de 32 muestras se procesaron, encontrado un total de 16 muestras (50%; 16/32)
presuntivamente positivas para la presencia de quistes y trofozoitos amibas de vida libre
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(Fig. 1), esto con respecto a las claves de Page (1976). Esto representa un alto nivel de
prevalencia de AVL, siendo la mayoria de estas muestras de origen natural (rio, lago,
canales de riego y cuerpos de agua independientes). Es importante mencionar que esta
presencia de AVL es indicio de una alta proliferacion de bacterias, hongos y otros
organismos que son fuentes de alimento para las amibas, por lo que proliferan en biofilmes
y en contacto directo con suelo contaminado, basura y zonas de desecho de agua.

De los cuatro origenes de las muestras, las del Canal Rhode presentd mayor prevalencia
con un 25% seguida por las de calicheras en desuso con un 18.75% y luego por las
provenientes del Canal Anzaldtas, Rio Bravo y la laguna “La Escondida”, con 12.5%
respectivamente, como se muestra en la tabla 1. La mayor prevalencia se encontrd en los
sitios con presencia de basura, estancamiento de agua y con viviendas y trafico peatonal.

La AVL més prevalente fue Acanthamoeba spp. en todos los puntos, encontrando la
presencia de quistes en todos los aislados obtenidos y la presencia de trofozoitos fue mayor
en aquellos con menor diversidad de protozoarios no patdgenos y por origen de muestra la
AVL mas prevalente fue, de igual manera, Acanthamoeba spp. En el caso de Naegleria
fowleri, no fue detectada en ninguno de los puntos muestreados.

En la totalidad de los puntos también se observé una amplia diversidad de protozoarios no
patdgenos, en promedio 3 géneros distintos por muestra, ademas de diferentes microalgas
diatomeas y en el caso de la muestra CAQ7, se observo presencia de nematodos.

Fig. 1. Cultivo en Medio Page observado en microscopio optico: Quistes de Acanthamoeba
spp. con objetivo de a). 40X, b). 100X.
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Tabla 1. Descripcion de sitios de muestro de aislados positivos para ambas de vida libre.

Clave de

Fuente de las muestras de agua Observaciones
muestras
ANO1 Escurrimiento de aguas negras sobre calle Agua estancada, presencia de basura, con flujo
ANOS transitada. vehicular y peatonal.
AZ03 Canal de riego “Anzaldiias” Agua con flujo de corriente, presencia de
AZ04 ' basura, con flujo vehicular y peatonal.
CA04

Agua estancada, presencia de basura, con flujo
CAOQ7 Antiguas calicheras inundadas, en desuso. vehicular y peatonal y presencia de hogares
habitados en la circunferencia.

CA12
DRO1 Dren de desecho de aguas negras, abierto sin  Agua estancada, presencia de basura y flujo de
proteccion de acceso. desecho hospitalario, flujo vehicular y peatonal.
LEO3 . . Agua estancada, presencia de basura, flujo
LEoa Laguna “La Escondida”. peatonal, zona recreativa municipal.
RB04 Rio B Agua con flujo de corriente, presencia de
io Bravo. i i
RBO7 basura, con flujo vehicular adyacente.
RD02 Agua con flujo de corriente, presencia de
RDO5 basura, con flujo vehicular y peatonal.
Canal de Riego “Rhode”.
RDO06
RD13

4. DISCUSION

En México, existe una falta de reportes sobre deteccidn de estos organismos (Lares-Villa &
Hernandez-Pefia, 2010; Bonilla-Lemus et al., 2014). Este abordaje en el estado de
Tamaulipas es el primero de su clase y el primero en describir presencia de amibas de vida
libres consideradas patogénicas. La evaluacion realizada en los puntos de muestreos
descritos concuerda con lo reportado por (Baig, 2015; Khan et al., 2006), con respecto a la
alta proliferacion de estos organismos en climas calidos, en cuerpos de agua con alta
contaminacion, esto a causa de un exceso de fuentes de alimentacion, ademas de
condiciones de desarrollo ideales para el protozoario, esto se puede observar al ser un 50%
de las muestras en donde se puede observar quistes de Acanthamoeba spp. y presencia de
trofozoitos de esta. De igual manera se puede observar la presencia de otros protozoarios no
patdgenos en la evaluacién de los sedimentos de cada uno de los puntos, haciendo notable
que pueden compartir nichos biolodgicos, como parte de su proliferacion, como se ha
descrito anteriormente en la literatura (Liang et al., 2010)

Con los resultados obtenidos al momento se puede inferir que Acanthamoeba spp. tiene una
distribucion amplia en la region de Reynosa, Tamaulipas y esta puede verse afectada por
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factores antropogénicos, como se observé en los puntos de muestreo. Con respecto a la
evaluacion de las especies, han existido una serie de discrepancias por la similitud
reportada entre especies del mismo género y de diferentes familias, las cuales requieren de
una inspeccion minuciosa (Schuster & Visvesvara, 2004), por lo que estudios
confirmatorios y mas detallados son necesarios, como lo son el caso de métodos
moleculares, los cuales eluciden, de forma clara y precisa, las especies con las que se esta
tratando.
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