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RESUMEN

Antecedentes: Los altos indices de letalidad en casos de infecciones humanas
causadas por amebas de vida libre y su papel como reservorio de
microorganismos patdgenos ha impulsado su identificacion en ambientes como la
tierra. Actualmente, se utilizan insumos para preparacion de sustratos de plantas
ornamentales en jardineria siendo la tierra de chacra uno de los més empleados
porque puede mezclarse con otros materiales denomindndose “mezclas de tierra”.
Esta tierra comercial es distribuida en nuestro pais. Objetivo: Aislar e identificar
Acanthamoeba spp. y Balamuthia mandrillaris a partir de muestras de tierra
comercial de un supermercado de Lima obtenidas en el mes de agosto del afio
2019. Disefio de estudio: Se realizd un estudio tipo observacional descriptivo
transversal. Materiales y métodos: Se utilizaron 30 bolsas con tierra comercial,
las muestras de tierra obtenidas de cada bolsa se sembraron en Agar No Nutritivo
(ANN) enriquecido con Escherichia coli ATCC 25922, la identificacion de
amebas de vida libre se realiz6 por PCR de los cultivos positivos. Resultados: Se
aislo Acanthamoeba spp. y una ameba sugerente del género Vahlkampfia en el
66,7% (20/30) y 3,3% (1/30) de muestras de tierra comercial, respectivamente. No
se aislo Balamuthia mandrillaris. Conclusiones: Se identificaron amebas
potencialmente patdgenas en tierra comercial distribuida en un supermercado en
Lima Metropolitana siendo las amebas del género Acanthamoeba las mas

frecuentes. Palabras clave: Acanthamoeba, Balamuthia mandrillaris, suelo.



ABSTRACT

Background: The high lethality rates in cases of human infections caused by
free-living amoebae and their role as pathogenic microorganisms prompted their
identification in environments such as soil. Currently, inputs are used to prepare
substrates of ornamental plants in gardening, being farmland soil one of the most
used because it can be mixed with other materials called ‘’soil mixtures’’. This
commercial soil is distributed in our country. Objective: To isolate and identify
Acanthamoeba spp. and Balamuthia mandrillaris from samples of commercial
soil from a supermarket in Lima obtained in August 2019. Study design: A cross-
sectional descriptive observational study was conducted. Material and methods:
30 bags with commercial soil were used, each soil sample from bags was sowed
on Non-Nutrient Agar (ANN) enriched with Escherichia coli ATCC 25922, the
identification of free-living amoebae was performed by PCR of the positive
isolates. Results: Acanthamoeba spp. and one suggestive amoeba of the genus
Vahlkampfia were isolated from 66.7% (20/30) and 3.3% (1/30) of commercial
soil samples, respectively. Balamuthia mandrillaris was not isolated.
Conclusions: The presence of potentially pathogenic amoebae in commercial soil
distributed in a supermarket of Lima was evidenced, being the amoebae genus
Acanthamoeba the most frequent. Keywords: Acanthamoeba, Balamuthia

mandrillaris, soil.



1. INTRODUCCION

Las amebas de vida libre (AVL) son microorganismos protistas eucariotas. Una
nueva clasificacion taxondmica revisada en el 2012, basada en filogenia
molecular, clasifica a los eucariotas en supergrupos: Amoebozoa, Opisthokonta,
SAR (Stramenopiles, Alveolata, Rhizaria), Archaeplastida y Excavata; en los
cuales encontramos a la mayoria de AVL en los supergrupos Amoebozoa y
Excavata (1).

Las AVL patdgenas penetran a través de las vias respiratorias y piel ulcerada o
heridas causando lesiones a nivel de Sistema Nervioso Central (2). Acanthamoeba
spp. y Balamuthia mandrillaris provocan Encefalitis Amebiana Granulomatosa
(EAG); no obstante, Acanthamoeba spp. genera otras tres entidades clinicas como
queratitis amebiana, rinosinusitis y acantamebiasis diseminada que es comun en
pacientes inmunosuprimidos y/o con VIH/SIDA (2-4).

Krdl-Turminska, et al. informa que cerca de 200 casos de EAG han sido causados
por Balamuthia mandrillaris y mas de 150 casos por Acanthamoeba spp. con
tasas de letalidad de 90 — 94%; asimismo, menciona mas de 3000 casos de
infecciones oculares por Acanthamoeba spp. (4). Solamente se ha reportado un
caso de Encefalitis Amebiana por Sappinia pedata por Gelman, et al. en el 2001
(5); sin embargo, se ha encontrado Sappinia spp. en tierra, agua y heces de
animales en Europa, Norteamérica, Egipto, Japon, Medio Oriente e India
Occidental (3,4). Cabello-Vilchez, et al. mencionan que hasta 2013 se reportaron
177 casos de infecciones por Balamuthia mandrillaris a nivel del mundo de los

cuales 153 pertenecen al continente americano (6). En Peru se han descrito 55



casos de EAG por Balamuthia mandrillaris hasta el 2011 en los departamentos de
Piura, La Libertad, Lima e Ica (7).

En el tratamiento de infecciones causadas por AVL se utilizan fa&rmacos como
anfotericina B, fenotiazinas, rifampicina, macrélidos, pentamidina, sulfadiazina,
5-flucitosina, azoles y miltefosine (4). Sin embargo, el diagnéstico temprano es
esencial para la eficacia del tratamiento (6). Asimismo, la informacién que brinda
la historia clinica y conocer los ambientes a los que estuvo expuesto el paciente
son datos claves para el diagnostico de laboratorio y tratamiento de manera
adecuada e inmediata; ya que, muchas de las enfermedades causadas por AVL
suelen desencadenarse por contacto directo de una persona susceptible con estos
microorganismos que se encuentran en diversos ambientes (3,4,6).

Si bien algunas AVL pueden causar infecciones en el ser humano de manera
directa, se ha evidenciado el papel potencial de las AVL como reservorio de
patdgenos humanos (8). Siddiqui, et al. en su articulo de revision mencionan que
Acanthamoeba spp. puede albergar bacterias, hongos, virus y otros protistas (3).
Barker, et al. evidencian la interaccién dindmica entre Escherichia coli O157:H7'y
Acanthamoeba polyphaga y sugiere que la no disminuciéon de las poblaciones
procariotas frente a procesos de tratamiento podria deberse a la internalizacién de
estos microorganismos en las AVL (8). Asimismo, las bacterias pueden
desarrollar mecanismos de resistencia frente a estresores ambientales como
demuestra Lambrecht, et al. , quienes evaluaron ocho estresores fisicos y quimicos
frente a quistes de Acanthamoeba castellanii, cepas Unicas de monocultivos
bacterianos, bacterias intraquisticas y bacterias después del pasaje intraquistico

(bacterias liberadas del quiste) y concluyeron que las bacterias intraquisticas



fueron mas tolerantes a factores estresantes en comparacion a los monocultivos
bacterianos que fueron sensibles a todos los tratamientos fisicos y quimicos (9).
Respecto a la presencia de patdgenos humanos en tierra, Brevik et al, recalcan a
Acanthamoeba spp. como un protista patdgeno que se encuentra en tierra causante
de EAG, asi como, queratitis amebiana de distribucion mundial y se reconoce su
papel como reservorio de microorganismos patégenos como Legionella spp. (10).
Schuster menciona que, por razones desconocidas, es probable que amebas del
género Acanthamoeba, mas que otras AVL presentes en tierra, alberguen bacterias
endosimbidticas; asimismo, refieren que estos endosimbiontes detectados en
Acanthamoeba spp. son de considerable interés (11).

En los hébitats terrestres existe diversidad de especies de AVL, Mrva, et al.,
muestran la biodiversidad de la microfauna en muestras de hojarasca y musgo
recolectados en bosques de Bratislava e identificaron 25 especies pertenecientes a
las familias Amoebidae, Hartmannellidae, Leptomyxidae, Vermamoebidae,
Paramoebidae, Vannellidae, Mayorellidae, Dermamoebidae, Thecamoebidae,
Acanthamoebidae y Filamoebidae (12).

En nuestro pais, existe una gran preocupacion por la preservacion de areas verdes
e incluso las actividades de jardineria son realizadas ampliamente por diferentes
personas como parte de su rutina diaria o debido al aumento en la demanda de
plantas ornamentales en viveros publicos y privados (13). Por ello, con el fin de
realizar actividades de jardineria se utilizan insumos para la preparacion de
sustratos los cuales son distribuidos comercialmente (14). Un sustrato es un
material solido que puede ser de origen natural, sintético, residual, organico o

mineral en forma pura o en mezcla que permite el anclaje de las raices y



proporciona nutrientes para facilitar el 6ptimo desarrollo de la planta dentro del
espacio limitado en el que se encuentre como macetas, jardineras y bolsas (15);
ademaés debe contar con propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas determinadas
para este fin (13).

Existen insumos para la preparacion de sustratos como aserrin, compost, turba,
estiércol, musgo y la tierra de chacra, los cuales son los mas empleados para la
obtencidon de plantas ornamentales en el Per( (13, 16). La tierra de chacra es uno
de los insumos més abundantes ya que se extrae de campos de cultivo y es el que
se mezcla de forma mas frecuente con otros materiales para elaborar sustratos que
se emplean en jardineria (15). Estas actividades de jardineria pueden llevarse a
cabo dentro de los hogares, donde las personas estan expuestas (17, 18) y cuya
adquisicién de infecciones dependerd de factores de riesgo como su sistema
inmunolodgico debilitado, enfermedades subyacentes, embarazo, desnutricion,
alcoholismo, uso excesivo de esteroides y antibioticos (4, 19).

Debido a los altos indices de letalidad en los casos descritos por AVL, es
necesario identificarlas en ambientes donde los seres humanos estén expuestos
(4). Ademas, de su capacidad patogénica, poseen un rol como reservorio de
bacterias, hongos, virus y otros protistas (3). La patogenicidad de estos
microrganismos ha impulsado la necesidad de identificar estas AVL y sus
posibles simbiontes (8). Por lo mencionado anteriormente, se realizd el presente
estudio con el objetivo de aislar e identificar Acanthamoeba spp. y Balamuthia
mandrillaris en muestras de tierra comercial utilizadas para la preparacion de
sustratos de plantas ornamentales de un supermercado de Lima Metropolitana en

agosto del afio 2019.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio de estudio

El estudio realizado fue de tipo observacional descriptivo transversal.

2.2. Poblacion

Para el presente estudio la poblacion estuvo constituida por los terrenos de cultivo
aledafios a Lima Metropolitana de la empresa “4 estaciones” de donde se extrae la
tierra para preparar sustrato agricola y tierra de jardineria.

2.3. Muestra

La muestra para nuestro estudio fue una porcién de ese terreno de cultivo aledafio
a Lima metropolitana perteneciente a la empresa “4 Estaciones” del cual proviene
la produccion de bolsas con tierra comercial que se vende en los supermercados
de Lima Metropolitana. Para el presente estudio utilizamos solo 30 bolsas de esa
tierra comercial disponibles para venta al publico que fueron adquiridas en el
supermercado en un dia del mes de agosto del afio 2019. Se realiz6 un muestreo
no probabilistico por conveniencia.

2.4. Procedimientos y técnicas

2.4.1. Aislamiento de AVL

De cada bolsa de tierra comercial se recolectd una muestra de tierra con un hisopo
de algodon estéril humedecido con Solucion Salina para Amebas de Page (Page’s
Amoeba Saline Solution), se sembré en forma de toques en 5 posiciones distintas
en toda la placa Petri con Agar No Nutritivo (ANN) cubriendo la superficie del
agar con una suspension de Escherichia coli ATCC 25922 segun lo descrito por
Page (20). Las placas fueron examinadas cada 48 horas por microscopia éptica

para evaluar el crecimiento de AVL (trofozoitos o quistes). Luego, se llevo a cabo



el método de migracion para clonar amebas descrito por Page (20) el cual consiste
en extraer fragmentos de agar de la zona de crecimiento de AVL y transferirlos
sucesivamente a nuevas placas con ANN que se conservaron a temperatura
ambiente. Este proceso se llevo a cabo de 8 a 10 repeticiones en virtud de coger
quistes o trofozoitos para conseguir cultivos con crecimiento homogéneo de AVL
sin contaminacion. Para Acanthamoeba spp. el tiempo de crecimiento es corto,
entre 1 dia hasta 14 dias (19). En el caso del aislamiento para Balamuthia
mandrillaris su crecimiento varia entre 30 — 50 dias por cada cultivo (21,22). Asi
se le dio el tiempo necesario para su crecimiento como esta establecido en los
estudios de Schuster, et al. (18) y Cabello-Vilchez, et al. (21). Se cumplieron
todas las condiciones para aislar Acanthamoeba spp. y Balamuthia mandrillaris.
2.4.2. Uso de las claves de identificacién morfolédgica

Se emplearon las claves de identificacion morfologica para AVL con el fin de
establecer pardmetros que ayuden a describir y comparar géneros de AVL del
medio ambiente. Las principales claves de identificacion morfolégica fueron:
Page (20), Page, et al. (23) y Smirnov, et al. (24). La informacidn recolectada de
la caracterizacion morfoldgica fue documentada mediante fotografias.

2.4.3. Extraccion de ADN

Antes de llevar a cabo la extraccion de ADN, se siguieron los procedimientos
descritos por Astorga (25). Al conseguir cultivos con crecimiento homogéneo y
sin contaminacién, se agregé Solucién Salina para Amebas de Page, con el
propdsito de resuspender trofozoitos y quistes en la placa con ANN. Este
procedimiento consiste en agregar Solucién Salina para Amebas de Page con una

pipeta Pasteur a cada placa con cultivos de AVL hasta cubrir la superficie del agar



y dejar reposar durante 30 minutos. Luego, raspar la superficie del agar con el asa
de siembra para remover quistes y trofozoitos. Como siguiente paso, se debe
traspasar la Solucién Salina para Amebas de Page con quistes y trofozoitos a un
tubo Falcon de 15 ml y centrifugar. Finalmente, decantar el sobrenadante y
conservar el pellet. Terminado este paso se puede realizar la extraccion de ADN,
la cual se llevo a cabo usando el kit de extraccion: GeneJET™ Genomic DNA
Purification Kit.

2.4.4. Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Dependiendo de la identificacion de AVL en los cultivos, se llevo a cabo la
Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Para confirmar que los aislamientos caracterizados morfolégicamente pertenecian
al género Acanthamoeba, se realiz6 la técnica de PCR. Se siguio el protocolo
empleado en el Laboratorio de protozoarios y endosimbiontes patégenos del
Instituto de Medicina Tropical Alexander von Humboldt (IMT-AvH) para
identificacion de Acanthamoeba spp. por PCR. La mezcla de reaccién para un
volumen final de reaccion de 50 ul se prepard con 25 pul PCR Master Mix 2X
(Thermo Fisher Scientific) (1.25 U de Taq ADN polimerasa, buffer de reaccion, 4
mM MgCI2, 0.4 mM de cada dNTP), 0.3 uM de cada cebador, 10pg - 1ug de
ADN templado y se complet6 con agua libre de nucleasas para 50 pl de volumen
final. La técnica de PCR se realizo en el termociclador Veriti 96 Well Thermal
Cycler (Thermo Fisher Scientific). Para el estudio, se utilizaron los cebadores
JDP1y JDP2:

e Cebadores o primers especificos para Acanthamoeba spp. (26)

- JDP1 : 5> - GGCCCAGATCGTTTACCGTGAA —-3°



- JDP2 :3> —=TCTCACAAGCTGCTAGGGAGTCA -5’

Los cebadores JDP1 y JDP2 amplificaron una region de 423 - 551 pb del gen
ARNr 18S correspondiente a la region ASA.S1 (Acanthamoeba Specific
Amplimer) que incluia el Fragmento de Diagnostico 3 (DF3) (26).

Los fragmentos de ADN amplificados fueron separados en gel de agarosa al 1%
con Tris-Acetato-EDTA (TAE) (Panreac Applichem) empleando Gel Loading
Dye Blue (6X) (Thermo Fisher Scientific) en electroforesis a 90 voltios durante
40 minutos. Los fragmentos de ADN amplificados se revelaron en el
transiluminador Chemi-Doc (Biorad) con el software ImageLab. Se emple6 como
control positivo una cepa de Acanthamoeba sp. genotipo T4 secuenciado por
Macrogen. El tamafio del ADN se verificd con Plus Opti-DNA Marker 100 bp
(Applied Biological Material Inc.) obteniendo productos de PCR de
aproximadamente 500 pb.

2.4.5. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron registrados en una base de Excel. Las variables del
presente estudio fueron de naturaleza cualitativa nominal; por tanto, el analisis de

estos datos se llevd a cabo mediante tablas de frecuencia.



3. RESULTADOS

3.1. Aislamiento de amebas de vida libre por cultivo

Se evaluaron 30 muestras de tierra comercial correspondientes a 10 muestras de
tierra preparada, 10 muestras de tierra de chacra, 10 muestras de tierra de
almacigo (Ver Tabla N°1). De las 30 muestras (100%) de tierra comercial, se
aislaron AVL en 20 de ellas (66,7%) las cuales fueron 8 muestras de tierra
preparada, 6 de tierra de chacra y 6 de tierra de almacigo (Ver Tabla N°2).
Asimismo, de esas 20 muestras de tierra comercial en las cuales se identificaron
AVL, se aisl6 Acanthamoeba spp. y otro tipo de ameba sugerente del género
Vahlkampfia (Figuras N°1, N°2, N°3, N°4).

3.2. Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Los 20 cultivos de Acanthamoeba spp. fueron sometidos a PCR, obteniendo
resultados positivos para esta técnica. Esto nos confirmé el género de la ameba;
por consiguiente, la PCR ha sido una herramienta util para confirmar la
morfologia (Ver Figura N°5-A y Figura N°5-B). No se realiz6 la PCR para
confirmar el aislamiento de la ameba sugerente al género Vahlkampfia pues el
objetivo del estudio pretendia aislar e identificar Acanthamoeba spp. y
Balamuthia mandrillaris; ademas, no se disponia de los cebadores universales
para eucariotas y asi llevar a cabo la técnica molecular para esta AVL. Sin
embargo, mediante las claves de identificacion de Page, et al. (23) fue posible

establecer la familia de la ameba por el morfotipo.



4. DISCUSION

La tierra sirve como reservorio de multiples patdgenos humanos y sus vectores
asociados, tal como lo mencionan Brevik, et al., quienes reiteran la importancia de
la tierra para la salud humana como un planteamiento aceptado por la comunidad
cientifica y afiaden que la contaminacion quimica, la presencia de
microorganismos y macroorganismos en tierra, asi como, los suministros de
nutrientes presentes en ella debe considerarse como determinantes claves que
influyen en la salud humana (10).

En el presente estudio se aislaron AVL en el 66,7% (20/30) del total de muestras
de tierra comercial utilizada para la preparacion de sustratos de plantas
ornamentales de las cuales se identific6 Acanthamoeba spp. en todas ellas, tal
como evidencian los resultados anteriormente expuestos. Asimismo, el
aislamiento de amebas del género Vahlkampfia en uno de los cultivos también es
importante; ya que, no solamente Acanthamoeba spp. provoca queratitis
amebiana, sino que hay estudios previos que sugieren que los géneros de AVL
como Vahlkampfia y Hartmanella pueden causar queratitis amebiana en simbiosis
(27). Si bien no hay estudios realizados donde evallan de manera directa las
bolsas con tierra comercial, este porcentaje es comparable con otros estudios en
los cuales se ha identificado amebas del género Acanthamoeba en muestras de
tierra; por ejemplo, en Sudamérica, Pertuz, et al. y Wagner, et al. establecen una
frecuencia de 66,6% y 51,8% de Acanthamoeba spp. en sus muestras de tierra
correspondientes a areas recreativas y areas pobladas por comunidades indigenas,

respectivamente (28,29). En otras regiones del mundo, la presencia de
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Acanthamoeba ha variado desde un 30,1% y 31,3% en Irén (30,31), 62,5% en la
isla de Gran Canaria (32) y un 63,9% en Jamaica (33).

Los porcentajes de aislamiento del género Acanthamoeba en tierra de los estudios
de Pertuz, et al. (28), Reyes, et al. (32) y Todd, et al. (33) son cercanos al obtenido
en el presente estudio, a pesar de que, los tamafios muestrales empleados en los
dos primeros son pequefios comparados al de Todd, et al. (33). Estos trabajos no
describen en detalle el muestreo empleado. Asimismo, podemos observar un
menor porcentaje de aislamiento de Acanthamoeba spp. en los trabajos de Pazoki,
et al. (30) y de Meighani, et al. (31) respecto a los demas estudios. Existe
evidencia que demuestra que las AVL responden a los cambios abidticos
(3,19,23). Los periodos estacionales pueden albergar diferente biota en distintos
periodos del afio (34). Esto podria explicar las diferencias en el porcentaje de
aislamiento de Acanthamoeba spp en los trabajos de Pazoki, et al. y Meighani, et
al. respecto a los demés estudios; ya que, la zona geografica de Pakdasht y
Markazi en Irdn donde se recolectaron las muestras de tierra tienen clima seco
(30,31), mientras que las zonas de recoleccion correspondientes a los otros
estudios ya mencionados se caracterizan por tener climas con altas
concentraciones de humedad y altas temperaturas (28,29,32,33). Estos trabajos
corroboran lo descrito por Rodriguez-Zaragoza, et al. en el cual aislaron un mayor
namero de AVL en temporada himeda respecto a temporadas con condiciones
climaticas secas y se menciona que la presencia de AVL en tierra esta
influenciada por el contenido de humedad, el carbono orgénico y la textura de la
tierra (34). Los sustratos utilizados en jardineria facilitan las condiciones 6ptimas

para el desarrollo de la semilla y posteriormente de la planta (16). En este caso, la
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tierra de chacra al mezclarse con musgo y compost genera sustratos que aumentan
la retencion de humedad del producto (13), sabiendo esto, es posible predecir el
hallazgo de algunas especies de AVL. Por lo tanto, es importante establecer la
composicion de la tierra, puesto que este dato permitiria seleccionar la mejor tierra
para los jardines de cultivo y evitar alguna exposicién en los casos futuros.

Mondragdn menciona que la tierra de chacra se extrae de campos de cultivo (15).
Del mismo modo, otros insumos utilizados como sustratos se obtienen de zonas
altoandinas (16). En el presente estudio, se adquirieron tres tipos de tierra
comercial: tierra de chacra, tierra preparada y tierra de almacigo; lo cuales tienen
como insumo en comun la tierra de chacra que proviene de terrenos de cultivo
aledafios a Lima Metropolitana, segun la ficha técnica del producto (35); por lo
tanto, el aislamiento de AVL en la tierra comercial podria estar relacionado con el
lugar de origen de la tierra de chacra (30,36) que se empled para la elaboracién
del producto comercial en nuestro estudio; ya que, hay trabajos que demuestran la
presencia de AVL en tierra de cultivo como los realizados por Pazoki, et al. y
Cruz en los cuales aislaron amebas del género Acanthamoeba y otras AVL como
Vermamoeba vermiformis, Thecamoeba spp. y Naegleria Canariensis (30,36).
Asimismo, es importante recalcar que este proceso de elaboracion del sustrato
incluye una serie de pasos intermedios como el zarandeo de componentes para
extraer piedras o elementos ajenos a la tierra; mezcla de componentes
zarandeados; desinfeccion del sustrato para eliminacién de huevos y larvas de
insectos, nematodos, hongos y semillas de maleza; envasado y transporte hasta el

punto de venta en el cual se adquiere un sustrato en una bolsa sellada (15,37). Sin
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embargo, a pesar de emplear métodos fisicos o quimicos para desinfeccion, hemos
podido aislar e identificar AVL en tierra comercial, en el presente estudio.

A nivel mundial, existen legislaciones que regulan el mercado de productos
fertilizantes, abonos y sustratos de cultivo en los cuales se menciona como uno de
los requisitos de este tipo de productos que no sean portadores de plagas y/o
agentes patdgenos causantes de enfermedades (13,14). Respecto al marco
normativo de nuestro pais, existen normas técnicas acerca de la clasificacion y
requisitos de estos insumos; no obstante, estas legislaciones no mencionan a las
AVL dentro de los limites microbiol6gicos de este tipo de productos (38). Los
estudios sobre AVL en tierra en Per( y Sudamérica son escasos (6). Si bien hay
casos clinicos sobre infecciones por AVL, en ellos rara vez se establece el posible
origen de infeccion. EE. UU y Perd reportan el mayor nimero de casos de
infeccion por AVL en el continente (6,21). Muchos pacientes reportan haber
estado en contacto con tierra (17,18); por tanto, este hecho debe ser considerado y
analizado en profundidad debido a que la tierra puede albergar AVL
potencialmente patdgenas (10). Si bien se requieren mas investigaciones, las
legislaciones deberian considerar la presencia de estos microorganismos en este
tipo de productos elaborados con tierra porque la exposicion a estas AVL
potencialmente patégenas podria causar infecciones de manera directa y actuar a
la vez como reservorio de otros patdgenos humanos evitando su disminucion
frente a procesos de tratamiento debido a su internalizacion dentro de las AVL
(8).

En el presente estudio, el medio de cultivo empleado permitié la recuperacion de

AVL de manera adecuada (19). En el trabajo de Mrva, et al. evaluaron la
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eficiencia de seis medios de cultivo para el aislamiento de veinticuatro especies de
AVL (39). EI ANN con una suspension de Escherichia coli ATCC 25922
continda siendo el més empleado en estudios de aislamiento de AVL en muestras
ambientales y muestras clinicas debido a la facilidad de preparacion y posibilidad
de la axenizacién (18,21,22,27,28,29,30,31,32,33,36,39). Interesantemente, poca
informacion acerca de los requerimientos nutricionales en condiciones de
laboratorio se ha logrado establecer para Acanthamoeba spp. y Balamuthia
mandrillaris, lo cual es motivo para futuras investigaciones (3,19,39,40). Sin
embargo, en un estudio realizado por Weekers, et al. emplearon diez cepas
bacterianas para evaluar las preferencias nutricionales de Acanthamoeba spp.;
estos autores demostraron que Escherichia coli y Enterobacter aerogenes vivas
fueron mejores fuentes nutricionales frente a las demas cepas bacterianas
evaluadas (40). También pueden emplearse levaduras y protozoos como sustrato
de alimento, pero su uso suele ser problematico debido a su compleja preparacion,
prolongados periodos de crecimiento y dificil eliminacion para obtencién de
cultivos axénicos (19). Por otro lado, cuando el niumero de amebas en las placas
con ANN es inferior al esperado podria deberse a que el sustrato bacteriano no es
el adecuado y las amebas evitan consumirlo debido a la capacidad de algunas
bacterias propias de la tierra en producir pigmentos toxicos que dafian estructuras
importantes de la membrana, de esta manera, la recuperacion de Acanthamoeba
spp. se ve disminuido por estas bacterias que causan toxicidad (40). En nuestro
estudio no hemos observado estos fendmenos. La importancia de un medio de

cultivo con un sustrato de alimento adecuado permitieron que nuestras cepas
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hayan sido axenizadas eficientemente. Este proceso es importante para futuros
estudios bioquimicos y moleculares.

Si bien las claves de identificacion morfoldgica son necesarias para el aislamiento
de AVL, la fuerza ionica del medio puede afectar la forma de las paredes del
quiste de Acanthamoeba spp. y otras AVL en algin grado reduciendo la fiabilidad
de la morfologia del quiste para la identificacion de género (26). Sin embargo, los
morfotipos ya se han establecido y al dia de hoy existen 19 (24). La ameba
sugerente al género Vahlkampfia hallada en nuestro estudio es compatible con el
morfotipo monotactico que corresponde a la familia Vahlkampfiidae, con este
morfotipo se suele optar por la especie méas parecida al morfotipo clésico el cual
es sugerente a Vahlkampfia spp. Durante la evaluacion de los cultivos de AVL se
observd la pared interna de los quistes de Acanthamoeba spp. con forma poligonal
y estrellada (20,23,24); no obstante, era necesario llevar a cabo la técnica de la
PCR mediante la utilizacién de cebadores JDP1 y JDP2 que permitid la
amplificacion de la regién ASA.S1 o Amplicén Especifico de Acanthamoeba para
confirmar que las AVL evaluadas por criterios morfolégicos correspondian al
género anteriormente mencionado.

Balamuthia mandrillaris tiene una tasa de crecimiento lento de aproximadamente
30-50 dias (21,22). En nuestro estudio, no se aislé dicha AVL, a pesar de que, se
cumplieron todas las condiciones necesarias para aislamiento. Durante el tiempo
de cultivo no se observaron las formas pleomorficas caracteristicas de Balamuthia
mandrillaris bajo el agar en los cultivos originales y sus réplicas, a pesar que se
observaron constantemente durante el tiempo estipulado y teniendo en cuenta lo

realizado en los estudios de Schuster, et al. (18) y Cabello-Vilchez et al. (21)
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quienes emplearon el método convencional para el aislamiento de AVL que
implica el uso de ANN (20,23,24) con Escherichia coli (40) para aislar
Balamuthia mandrillaris en muestras de tierra. Al no observarse formas
pleomdrficas sugerentes de Balamuthia mandrillaris, en el agar y bajo el agar, no
se llevd a cabo la PCR, debido al costo que implica el empleo de técnicas
moleculares a todas las muestras cultivadas. Probablemente, Balamuthia
mandrillaris haya estado presente en nuestras muestras, pero en una proporcion
muy pequefia; de tal manera que, no ha sido posible detectarlo por microscopia.
La investigacion de Pazoki et al. buscéd identificar AVL utilizando criterios
morfologicos y pruebas moleculares obteniendo resultados positivos para
Acanthamoeba spp., Naegleria canariensis y Vermamoeba vermiformis;
asimismo, pretendian aislar Balamuthia mandrillaris por criterios morfol4gicos, y
a pesar de no observar formas pleomoérficas sugerentes con esta ameba en los
cultivos, de igual manera se ejecut6 la PCR obteniendo resultados negativos (30).
Ademas; Cabello-Vilchez, et al. menciona que el aislamiento de Balamuthia
mandrillaris es un evento poco frecuente (21) y solamente ha sido posible aislar a
esta AVL en muestras ambientales en ocho ocasiones, de las cuales se ha aislado
Balamuthia mandrillaris en tierra en los paises de Iran, México, Per( y Jamaica
contando el estudio realizado por Niyyati, et al. publicado en el afio 2016 (22). A
pesar de conocer que el aislamiento de Balamuthia mandrillaris en tierra es poco
frecuente, se decidi6 hacer la blsqueda de esta AVL en tierra por su
patogenicidad y alta tasa de letalidad (4). Asimismo, hay informes clinicos de
infecciones por Balamuthia mandrillaris de pacientes que han tenido contacto con

tierra en jardines como el caso descrito por Paucar, et al. sobre un paciente con
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aficion a la jardineria en su domicilio y meses después presentd lesiones a nivel de
la rodilla (17) y el estudio de Schuster, et al. quien identific6 Balamuthia
mandrillaris en tierra de la maceta de la casa de un nifio que fallecio a causa de
encefalitis amebiana por esta AVL (18). Por lo tanto, la busqueda e identificacion
de esta AVL en este tipo de productos empleados en jardineria es importante en
futuras investigaciones.

A nivel metodoldgico, el estudio presentd las siguientes limitaciones: 1) La
realizaciéon de un muestreo no probabilistico influyé en los resultados de la
investigacion pues estos solamente son validos para los elementos evaluados en el
presente estudio; mas no se puede generalizar o extrapolar los resultados
obtenidos hacia la poblacion o universo. A pesar de ello, los resultados obtenidos
nos han brindado informacion util que nos permitird mejorar las decisiones a nivel
metodolégico en futuras investigaciones. 2) el nimero de bolsas de tierra
comercial seleccionadas fue reducido debido a la disponibilidad de los productos
para venta en el supermercado; asi como, las implicancias logisticas, econémicas
y de tiempo que conlleva el procesamiento y mantenimiento de los cultivos
obtenidos de cada bolsa. 3) Si bien se conoce que las bolsas con tierra comercial
pertenecen a una porcion de terreno de cultivo aledafio a Lima Metropolitana, se
desconocen datos mas especificos sobre el origen de este tipo de tierra. Por tanto,
para futuras investigaciones seria importante considerar datos como la parcelacion
de los terrenos de cultivo, la existencia de lotes de produccion los cuales no se
detallan en la ficha técnica ni bolsa del producto; asi como, la procedencia y
formas de obtencién de los otros componentes que se mezclan con la tierra de

chacra para generar los otros tipos de tierra. 4) Si bien hay estudios que aplican el

17



algoritmo diagndstico empleado para identificar AVL en tierra, creemos que el
algoritmo diagndstico nos podria estar llevando a un posible subreporte de la
positividad. Si este fuera un escenario probable y real, el aislamiento de AVL en
muestras de tierra comercial seria una problematica méas grave de lo que estamos
observando con nuestros resultados.

Finalmente, el presente estudio aisld6 AVL en tierra comercial utilizada para la
preparacion de sustratos de plantas ornamentales y se identifico6 amebas del
género Acanthamoeba con mayor frecuencia. La identificacion de AVL en este
tipo de productos que son distribuidos a la poblacién debe ser considerada para
futuras investigaciones, debido a la capacidad de algunas AVL para producir
infecciones en el ser humano y animales por si solas; asi como, su capacidad

como reservorio de otros microorganismos patdégenos a humanos.
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5. CONCLUSIONES

El presente estudio demostré la presencia de amebas potencialmente patégenas
con una frecuencia de aislamiento del 66,7% en tierra comercial distribuida en un
supermercado de Lima Metropolitana en el mes de agosto del afio 2019, siendo el

género Acanthamoeba la ameba més frecuentemente identificada.
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7.  TABLASY FIGURAS

Tabla N°1. Resultados del aislamiento de amebas de vida libre a partir de
muestras de tierra comercial

Cod. de Tipo de tierra Deteccion Deteccion por  Geénero de ameba

muestra en cultivo PCR de vida libre

TP-A Tierra preparada Positivo Positivo Acanthamoeba spp.

TP-B Tierra preparada Positivo Positivo Acanthamoeba spp.

TP-C Tierra preparada Negativo NTM NI

TP-D Tierra preparada Negativo NTM NI

TP-E Tierra preparada Positivo Positivo Acanthamoeba spp.

TP-F Tierra preparada Positivo Positivo Acanthamoeba spp.

TP-G Tierra preparada Positivo Positivo Acanthamoeba spp.

TP-H Tierra preparada Positivo Positivo Acanthamoeba spp.

TP-I Tierra preparada Positivo Positivo Acanthamoeba spp.

TP-J Tierra preparada Positivo Positivo Acanthamoeba spp.

TCH-A  Tierra de chacra Negativo NTM NI

TCH-B  Tierra de chacra Positivo Positivo Acanthamoeba spp.

TCH-C  Tierra de chacra Positivo Positivo Acanthamoeba spp.

TCH-D  Tierra de chacra Negativo NTM NI

TCH-E  Tierra de chacra Negativo NTM NI

TCH-F  Tierra de chacra Positivo Positivo Acanthamoeba spp.

TCH-G  Tierra de chacra Negativo NTM NI

TCH-H  Tierra de chacra Positivo Positivo Acanthamoeba spp.

TCH-I Tierra de chacra Positivo Positivo Acanthamoeba spp.

TCH-J Tierra de chacra Positivo Positivo Acanthamoeba spp.

TA-A Tierra de almacigo  Negativo NTM NI

TA-B Tierra de almacigo  Negativo NTM NI

TA-C Tierra de almacigo  Positivo Positivo Acanthamoeba spp.

TA-D Tierra de almacigo  Positivo Positivo Acanthamoeba spp.

TA-E Tierra de almacigo  Positivo Positivo Acanthamoeba spp.
Acanthamoeba spp.

TA-F Tierra de almacigo  Positivo NTM Amgba sugerente
al género
Vahlkampfia

TA-G Tierra de almacigo  Negativo NTM NI

TA-H Tierra de almacigo  Positivo Positivo Acanthamoeba spp.

TA-I Tierra de almacigo  Positivo Positivo Acanthamoeba spp.

TA-J Tierra de almacigo  Negativo NTM NI

NTM: No se realiz6 técnica molecular

NI: No se identificé



Tabla N°2. Frecuencia de muestras de tierra comercial con cultivo positivo y
negativo para AVL segun el tipo de tierra comercial utilizada para la
preparacion de sustratos de plantas ornamentales comercializada en un
supermercado de Lima Metropolitana en el mes de agosto del afio 2019

Muestras de Muestras de
tierra tierra
TOTAL comercial con comercial con
Muestras de tierra ) cultivo positivo cultivo negativo
comercial n=30 % n=20 % n=10 %
Tipo de tierra
comercial
33.
Tierra preparada 10 4 8 26.7 2 6.7
33.
Tierra de chacra 10 3 6 20.0 4 13.3
33.

Tierra de almacigo 10 3 6 20.0

@




Figura N°1. Quistes de Acanthamoeba spp. aislados de tierra comercial
correspondiente a tierra preparada: Muestra TP-J(a), Muestra: TP-F(b), Muestra:

TP-A(c), Muestra: TP-1(d).

Figura N°2. Quistes de Acanthamoeba spp. aislados de tierra comercial
correspondiente a tierra de chacra: Muestra TCH-H(a), Muestra TCH-F(b),

Muestra TCH-C(c), Muestra TCH-J(d).
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Figura N°3. Quistes de Acanthamoeba spp. aislados de tierra comercial
correspondiente a tierra de almacigo: Muestra TA-H(a), Muestra TA-C(b),

Muestra TA-E(c), Muestra TA-D(d).

Figura N°4. Quistes de ameba del género Vahlkampfia aislada de tierra comercial

correspondiente a tierra de almacigo (a) y (b): Muestra TA-F.
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Figura N°5-A. Amplificacion por PCR de la region ASA.S1 del gen ARNr 18S.
Carriles: Marcador de peso molecular de 100 pb (Carril 1); Control positivo
(Carril 2); Cultivos positivos (Carriles 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12); Control

negativo (Carriles 13y 14).
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Figura N°5-B. Amplificacion por PCR de la region ASA.S1 del gen ARNr 18S.
Carriles: Marcador de peso molecular de 100 pb (Carril 15); Control positivo
(Carril 16); Cultivos positivos (Carriles 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26);

Control negativo (Carriles 27 y 28).



