Rev. Zool. 29: 1- 5. 2018

Amibas de vida libre en playas de Tuxpan y Arrecife Ingeniero,
Veracruz, México

Gallegos Neyra Elvia Manuela?, Becerra Cigarroa Jessica Mariana?!, 1lLaboratorio de Patdgenos Emergentes, Unidad

Figueroa Méndez Maria Guadalupe!, Fuentes Zuno Saul Aldairl, de Investigacion Interdisciplinaria en Ciencias de

Hernandez Zamarripa Aldo Rodrigo!, Mendoza Romero Maria la Salud y la Educacion (UIICSE), Facultad de

Jimenal, Corona Arzola Armando Daniel?, Javier Venegas Danae Estudios Superiores Iztacala, UNAM. Av. de los

Irasemal y Villa Delavequia Gino Stefano?. Barrios, No. 1, Los Reyes lztacala, Tlalnepantla,
Edo. de México, México. C. P. 54090.

RESUMEN

Las amibas de vida libre (AVL) son organismos anfizdicos, es decir que tienen la capacidad de vivir como organismos de vida libre y también
como parasitos oportunistas. Por lo cual el objetivo de este estudio fue determinar la presencia de AVL en dos localidades de Veracruz
que son Tuxpan y Arrecife Ingeniero en Boca del Rio, ya que la evaluacidn de dichas especies constituye un indicador elemental en la
calidad del agua para uso recreativo. Se tomaron tres tipos de muestra que fueron: agua, biopelicula y sedimento de la zona intermareal,
provenientes de colectas en la Planta Termoeléctrica “Adolfo Lépez Mateos”, en Tuxpan y Arrecife Ingeniero (en Boca del Rio)
respectivamente. Se registraron in situ los parametros fisicoquimicos de las muestras de agua: pH, salinidad (UPS), oxigeno disuelto
(mg/L), temperatura, asi como una prueba de indicadores bioldgicos de calidad de agua. Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio
de la UIICSE de la FES-Iztacala, UNAM, sembrandolas en placas con agar no nutritivo (NNE) con Enterobacter aerogenes e incubandose a
37 °C. Posterior al crecimiento de los cultivos amibianos se identificaron por morfometria utilizando las claves taxonémicas de Page. De
31 aislados se determinaron un total de 13 géneros de AVL colectados de los biotopos agua, biopelicula y sedimento. Estas especies
fueron: Naegleria sp., Vahlkampfia sp., Rosculus sp., Sappinia sp., Vannella sp., Korotnevella sp., Mayorella sp., Vexillifera sp.,
Heteramoeba sp., Euglypha sp., Paramphitrema sp., siendo Tuxpan el lugar donde se observé una mayor riqueza especifica. En ambas
localidades el género dominante fue Acanthamoeba sp., género el cual se sabe que posee especies patdgenas. Ademads, se aislaron
enterobacterias del género Klebsiella y Escherichia coli. Aunque estas enterobacterias juegan un papel muy importante para las AVL, en
los resultados se pudo observar que las variables fisicoquimicas tales como el oxigeno disuelto y la salinidad influyeron en la riqueza de
especies de AVL en Tuxpan comparado con el Arrecife Ingeniero.
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ABSTRACT

Free-living amoebae (AVL) are amphizoic organisms, it means, that they have the capacity to live as free-living organisms and also as
opportunistic parasites. Therefore, the objective of this study was to determine the presence of AVL in two localities of Veracruz that are
Tuxpan and Ingeniero Reef in Boca del Rio, since the evaluation of this species constitutes an elementary indicator in the water quality
for recreational use. Three kinds of samples were taken: water, biofilm and sediment of the intertidal zone, collected from the
Thermoelectric Plant "Adolfo Lopez Mateos", in Tuxpan and in Arrecife Ingeniero (in Boca del Rio) respectively. The physicochemical
parameters of the water samples were analyzed in situ: pH, salinity (UPS), dissolved oxygen (mg/L), temperature, as well as a
bacteriological indicator of water quality test. The samples were processed in the laboratory of the UIICSE of the FES-Iztacala, UNAM,
inoculating the samples in plates with non-nutritive agar (NNE) with Enterobacter aerogenes and incubated at 37 ° C. After the growth of
amoebic cultures, they were identified by morphometry using Page's taxonomic keys. From 31 isolates, a total of 13 genera of AVL
collected from the biotopes water, sediment and biofilms were determined. These species were: Naegleria sp., Vahlkampfia sp., Rosculus
sp., Sappinia sp., Vannella sp., Korotnevella sp., Mayorella sp., Vexillifera sp., Heteramoeba sp., Euglypha sp., Paramphitrema sp. being
Tuxpan. the place where a greater specific richness was observed. In both locations the dominant genus was Acanthamoeba, a genus
which is known to possess pathogenic species. In addition, Enterobacteria like Klebsiella and Escherichia coli. were isolated. Although
these Enterobacteria play a very important role in the feeding of the AVL in the results, it can be observed that physicochemical variables
such as dissolved oxygen and salinity influenced the richness of AVL species in the Tuxpan compared to the Ingeniero Reef.
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INTRODUCCION

Las amibas de vida libre (AVL) son organismos anfizoicos,
debido a que tienen la capacidad de vivir como organismos de
vida libre y también como parasitos oportunistas. Se les
considera organismos cosmopolitas debido a que se
distribuyen en toda la biosfera, principalmente en las
interfaces: agua-suelo, agua-planta, agua-aire, agua-animal
(Gallegos y col., 2014).

Cuando las condiciones ambientales son desfavorables, estos
organismos pueden formar quistes como estrategia de
supervivencia, por ejemplo, cuando hay grandes periodos de
escasez de alimento o un cambio en las condiciones
ambientales (Gallegos y col., 2014). Las temperaturas elevadas
favorecen la proliferacién de las AVL por lo que se les
encuentra con frecuencia en aguas termales naturales y en
aguas contaminadas térmicamente por descargas industriales
(Avilay col., 2006).

Como depredadores de bacterias, las amibas contribuyen a la
estabilidad de comunidades microbianas, manteniendo el
tamafio de la poblacién que promueve la diversidad de
especies de microorganismos (Anderson, 2010). Ademas,
recientes publicaciones han documentado la interaccidn
huésped-hospedero en la que diversas bacterias son
endosimbiontes naturales o pardsitos obligados de las amibas,
llamandose a estas “bacterias resistentes a la fagocitosis”
(Gallegos y col., 2014).

El estudio de las AVL, ha demostrado que son un grupo de
protozoos de gran importancia ecoldgica y médica. A algunos
géneros de estas amibas se les considera organismos
oportunistas e invasores, capaces de producir infecciones
severas en el Sistema Nervioso Central (SNC), como son la
Meningoencefalitis Amibiana Primaria (MEAP), Encefalitis
Amibiana Granulomatosa (EAG), Queratitis amibiana y
Acantamebiosis Cutanea. Las infecciones humanas por AVL son
ocasionadas principalmente por los géneros: Naegleria,
Acanthamoeba, Sappinia y Balamuthia (Avila y col., 2006).
Estos géneros se caracterizan por ser termdfilos, se encuentra
idealmente entre los 25 a 45 °C, por lo que se localizan en
climas tropicales y subtropicales, durante todo el afio y en
zonas geograficas templadas, proliferando durante el verano
(Gofii y col., 2014).

Se han descrito diversos géneros de amibas tanto para agua
dulce como marina y en algunos casos, especies ocupando
ambos ambientes. Es conocido que algunos géneros
desarrollan la habilidad de adaptarse a los cambios en la
salinidad. Un ejemplo es el género Acanthamoeba, que se ha
aislado repetidamente de agua marina contaminada (Oshimay
col., 1986).

Sawyer (1980) aislé 26 especies de AVL en el Golfo de Méxicoy
el Océano Pacifico, incluso se han encontrado nuevas especies
de AVL en algas marinas (El Kadiri, 1992) y recientemente en
Corea se descubrié una nueva AVL marina con cromatéforos
fotosintéticos originados por la endosimbiosis con
cianobacterias (Kim y Park, 2016). A su vez se ha demostrado
que la distribucion de AVL en cuerpos de agua, es similar en la
superficie como en el sedimento (Kyle y Pittman, 1986).

El nimero exacto de especies de AVL conocidas para México,
permanece siendo una incégnita; sin embargo, por primera vez
Gallegos y colaboradores en 2014, realizaron un recuento de
especies del periodo de revision correspondiente a 171 afios
(1841-2012) con 144 contribuciones arrojando un total de 315
especies. Por lo cual el objetivo de este estudio fue determinar
la presencia de AVL en dos localidades del estado de Veracruz
ya que la evaluacion de dichas especies constituye un indicador
elemental en la calidad del agua para uso recreativo y
desafortunadamente estos estudios se han visto limitados en
México, especialmente el de amibas marinas.

AREA DE ESTUDIO

El municipio de Tuxpan se encuentra ubicado en la zona norte
del estado de Veracruz, en las coordenadas 20°57'Ny 97°24'W
a una altitud de 10 msnm. Limita al norte con los municipios de
Tamiahua y Naranjos, al oeste con Temapache y al sur con
Tihuatlan y Poza Rica. Tiene una superficie de 966.18 Km2. Este
municipio estd irrigado por el rio Tuxpan que desemboca en el
Golfo de México formando la barrera en esta zona.

En la region existe un clima tropical, con una temperatura
media anual de 24.1°C; con lluvias abundantes dado que su
precipitacion pluvial media anual es de 1,241mm (CONABIO,
2008).

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un solo muestreo en el mes de marzo del 2016;
fueron siete y ocho colectas en la planta termoeléctrica “Adolfo
Lépez Mateos”, en Tuxpan y en Arrecife Ingeniero (en Boca del
Rio) respectivamente. Se tomaron cuatro tipos de muestra que
fueron: agua, alga, biopelicula y sedimento de la zona
intermareal. Las primeras dos se guardaron en frascos de vidrio
dejando una cuarta parte de aire, mientras que, para las
biopeliculas, estas fueron seleccionadas aleatoriamente de
rocas adyacentes a la zona litoral y posteriormente se
guardaron en tubos de centrifuga estériles de 50 mL con agua
marina.

De las muestras obtenidas se tomaron alicuotas de 30 mL en
tubos de centrifuga estériles y se centrifugaron a 2500 rpm
durante 10 min. Las pastillas se inocularon en cajas de Petri con
medio s6lido NNE (Agar no nutritivo) y en placas de ocho pozos
con medio liquido Prescott-James con una monocapa de
bacteria Enterobacter aerogenes inactivada por calor a 70 °C
por 15 min como fuente de alimento. Las cajas con medio
sélido se incubaron a 38 °C de 48 a 72 h para seleccionar a las
amibas termotolerantes.

Para el aislamiento de AVL, en condiciones estériles, se vertio
1mL de solucidn salina estéril sobre la placa y se realizé un
barrido con un asa de vidrio, concentrando la suspensién
acuosa con amibas, se tomo una gota de esta suspensidn, se
colocé en un portaobjetos para su observacion en el
microscopio invertido de contraste de fases Nikon Eclipse
TS100 y se realizé la identificacion taxondmica observando las
caracteristicas morfoldgicas del trofozoito y del quiste, usando
de referencia las claves taxondmicas de Page (1988).



Se determind la calidad bacterioldgica del agua usando la
técnica del nimero mas probable (Camacho y col., 2009). La
cual incluye tres fases: 1) Prueba presuntiva; 2) Prueba
confirmativa y 3) Prueba completa. En la prueba presuntiva, se
utilizaron dos concentraciones de caldo lactosado
(concentracién doble y concentracion sencilla). Para el caldo de
concentracién doble se usaron tres tubos a los cuales se les
agregaron 10 mL de muestra de agua a cada uno,
posteriormente se utilizaron seis tubos con caldo lactosado de
concentracion sencilla, a tres de estos tubos se les agrego 1 mL
de muestra de agua y a los otros tres tubos restantes se les
agrego 0.1 mL de la muestra. Se incubaron a 37°C por 24 horas,
posteriormente se realizd la prueba confirmativa de

microorganismos coliformes totales.

Para la prueba confirmativa se transfirieron las muestras
positivas del caldo lactosado a medio bilis verde brillante (BVB)
con ayuda de un asa de siembra y se incubd a 37°C por 24
horas. Se seleccioné un tubo de medio BVB de cada muestra de
agua, se sembro en cajas de Petri con agar con Eosina y Azul de
Metileno (EMB) y se incubaron a 37°C por 24 h. Después de la
incubacién se resembré en medio de Sulfuro Indol para
Movilidad (SIM), Rojo de Metilo Voges-Proskauer (RM-VP) y
Citrato de Simmons (CS), se incub6 a 37°C de 24 a 48 h.
Finalmente se hizo la lectura e interpretacion de las pruebas.

RESULTADOS

La temperatura ambiental de ambas localidades fue de 23 °C,
sin embargo, en pardmetros como el oxigeno disuelto y
salinidad presentaron variaciones de hasta 4 y 7 unidades de
diferencia, respectivamente, el pH fue ligeramente bdsico
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Promedio de los resultados de las variables
fisicoquimicas del agua marina de Tuxpan y Arrecife
Ingeniero.

Variables Tuxpan Arrecife
Ingeniero
Temperatura (°C) 23 23
Salinidad (UPS) 31 24
Oxigeno disuelto(mg/L) 33 7.8
pH 8.4 7.9

De 31 aislados se determinaron un total de 13 géneros de AVL
colectados de los biotopos agua, alga, sedimento vy
biopeliculas. Estas especies fueron: Naegleria sp., Vahlkampfia
sp., Rosculus sp., Sappinia sp., Vannella sp., Dactylamoeba sp.,
Mayorella sp., Vexillifera sp., Heteramoeba sp., Euglypha sp.,
Paramphitrema sp., siendo Tuxpan el lugar donde se observd
una mayor riqueza especifica. En ambas localidades los géneros
dominantes fueron Acanthamoeba sp., seguido de Mayorella
sp. para Tuxpan y Vannella sp. para la localidad de Arrecife
Ingeniero (Figura 1). Por otra parte, el biotopo que presentd
mayor nimero de AVL fueron las biopeliculas, seguido del agua
(Figura 2).
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Figura 1. Porcentaje de géneros de AVL aisladas de las
muestras colectadas en todos los biotopos (A) Tuxpany (B)
Arrecife Ingeniero.
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Figura 2. Porcentaje de géneros de AVL aislados por biotopo.

En cuanto a las bacterias aisladas e identificadas mediante las
pruebas de NMP, IMVIC y Kligler, se obtuvieron un total de 240
UFC/100mL para ambas muestras. En Arrecife Ingeniero se
determinaron dos géneros diferentes a diferencia de Tuxpan
en el cual se determind sélo un género (Cuadro 2).




Cuadro 2. Géneros de bacterias aisladas de en Tuxpan y en
Arrecife Ingeniero.

Localidad Género UFC /100 mL
Tuxpan Klebsiella sp. 240
Arrecife Ingeniero Klebsiella sp. 240

Escherichia coli

DISCUSION

Debido a que los ambitos de temperatura, pH, salinidad y
oxigeno disuelto, éptimos para el desarrollo de AVL son muy
amplios (Ettinger y col., 2003), resulta dificil mostrar con
claridad la relacion entre la presencia amibiana y las variables
fisicoquimicas del agua, sin embargo, uno de los pardmetros
determinantes que difiere entre ambas localidades fue el
porcentaje de salinidad. La oscilacidn en la salinidad confiere
una mayor dificultad de adaptacién y proliferacién de estos
microorganismos afectando de manera importante los niveles
de osmolaridad a nivel intracelular, provocando un mayor
gasto de energia y retrasando la divisién celular (Oshimay col.,
1985).

Una variable fisicoquimica que mostré diferencias fue la
concentracion de oxigeno disuelto. Bonilla y col. (2014)
reportaron que una alta concentracidén de oxigeno disuelto
puede favorecer el desarrollo de AVL, sin embargo, en Tuxpan
se reportd una menor concentracién de este parametro y una
mayor riqueza especifica en comparacion con Arrecife
Ingeniero. Los altos valores de oxigeno podrian estar
relacionados a la presencia de organismos fotosintéticos (algas
y pasto marino).

Visvesvaray col. (2007), mencionan que existen cuatro géneros
de AVL patodgenas, que se caracterizan por ser termofilas:
Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris, Sappinia pedata
y Naegleria fowleri. Otras especies de AVL pueden sobrevivir a
mas de 37 °C, sin embargo, esta temperatura no es dptima para
su desarrollo por lo que se les considera termo-tolerantes.

La termo-tolerancia es una condicidn necesaria para que se les
considere potencialmente patdgenas, pero se requieren
pruebas de patogenicidad para confirmarlo (Rohry col., 1998).

Por otro lado, con respecto a los biotopos muestreados, las
biopeliculas presentaron una mayor riqueza especifica.
Algunas investigaciones sugieren que las biopeliculas
favorecen un suministro de nutrientes a las AVL adheridas,
explicando elevada presencia en este biotopo (Greub y Raoult,,
2004; Preston, 2003; Rodriguez-Zaragoza, 1994; Thomas y col.,
2010).

Uno de los factores que podria favorecer el desarrollo de LAS
AVLfue la presencia de organismos bacterianos, esto podria ser
debido a que las AVL se alimentan principalmente de bacterias,
las cuales al ser pequefias son féaciles de fagocitar (Krusnell y
Linder, 2001). A pesar de que en el arrecife Ingeniero se
identificd a Escherichia coli y Klebsiella sp., las cuales son
enterobacterias, se observé menor riqueza especifica de AVL
en este lugar, considerandose que la presencia de AVL puede

estar mas influenciada por las variables fisicoquimicas que por
la presencia de colonias bacterianas en el ambiente.

Segun Silva (2011), en México no se cuentan con valores de
referencia legales para analizar la calidad de aguas costeras,
excepto en el caso de los enterococos que se consideran
indicadores de contaminacién de origen fecal, a pesar de esto
las especies de Klebsiella sp. y Escherichia coli , los cuales son
bacilos productores de beta-lactamasas de espectro extendido,
lo cual les confiere multiresistencia a distintos antimicrobianos,
de estaforma la presencia de estos microorganismos podria ser
un foco de infeccidon para las personas que tengan contacto con
estas aguas (Argliez de Paz y col., 2015)

CONCLUSION

Se determind la riqueza especifica de AVL en Tuxpan y Arrecife
Ingeniero, siendo Acanthamoeba el género predominante y
reportandose la presencia de otras AVL con potencial patégeno
como es el caso de Naegleria sp., Vahlkampfia sp. y Sappinia
sp., siendo la biopelicula, el biotopo donde mayor nimero de
amebas fueron encontradas.

Se considera que las variables fisicoquimicas: oxigeno disuelto
y salinidad influyeron en la mayor presencia de especies de AVL
en el arrecife Tuxpan comparado con el Arrecife Ingeniero.

El hallazgo de bacterias tales como Klebsiella sp. y Escherichia
coli, asi como las amibas con potencial patégeno antes
mencionadas representan un riesgo para las personas que
realizan actividades recreativas o de pesca en esta zona.
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