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RESUMEN

Objetivo: Describir la diversidad de Amebas de Vida Libre en las muestras de suelo y
agua de piletas en los distritos de Lima: Pueblo Libre y San Martin de Porres.
Materiales y métodos: Se recolectaron 14 muestras de suelo y agua de los distritos de
Pueblo Libre y San Martin de Porres. Se realiz6 70 siembras, 5 siembras por muestra.
Las muestras fueron sembradas en placas de agar no nutritivo con Escherichia coli ATCC
25922 e incubadas a una temperatura ambiental; se utilizé la técnica de clonacién
continua para obtener una cepa pura de Ameba de Vida Libre. Cada microorganismo fue
descrito de acuerdo con sus caracteristicas propias: morfologia y tamafio.

Resultados: Crecieron 9 especies de amebas de vida libre que tuvieron un desarrollo
favorable en los medios de cultivo. 3 fueron Acanthamoeba sp, 1 cepa de Vannella sp, 5
fueron Insertae sedis y los 5 restantes no crecieron.

Conclusidn: El presente estudio ha permitido establecer que las fuentes de agua y el suelo
de Lima posee muchas especies nunca descritas en la literatura de protistas ambientales.
Todas corresponden a la orden Gymnamoeba. Algunas fuentes de agua en los distritos de
Lima podrian contener Acanthamoeba sp potencialmente patégenos, como en el distrito

de San Martin de Porres

PALABRAS CLAVES: Amebas de Vida Libre, tierra, agua, cultivo monoxenico,

encefalitis granulomatosa amebiana, meningoencefalitis amebiana primaria.



SUMMARY

Objective: To describe the diversity of free-living amoeba in the samples of soil and water
from pools in two districts of Lima: Pueblo Libre and San Martin de Porres.

Materials and methods: Fourteen samples of soil and water were collected from the
districts of Pueblo Libre and San Martin de Porres. It was carried out, 70 sowings in
culture medium, 5 sowings per sample. Samples were seeded on non-nutritive agar plates
with Escherichia coli ATCC 25922 and incubated at room temperature; the continuous
cloning technique was used to obtain pure strains of free-living amoeba. Each
microorganism was described; size, morphology and own characteristics.

Results: Seven free-living amoebae’s species were found that had a favorable
development in the culture media and were classified by: size, morphology and internal
characteristics.

Results: 9 species of free-living amoebas grew, which had a favorable development in
the culture media and were classified by: size, morphology and internal characteristics.
3 were Acanthamoeba sp, 1 strain of Vannella sp, 5 were Insertae sedis and the rest of
the samples (5) did not grow.

Conclusion: The present study has established that Lima's water sources and soil have
many species never described in the literature of environmental protists. All correspond
to the Gymnamoeba order. Some water sources in the districts of Lima could contain

potentially pathogenic Acanthamoeba sp, as in the district of San Martin de Porres.

KEYWORDS: Free living Amoeba, soil, water, monoxenic culture, amebic

granulomatous encephalitis, primary amebic meningoencephalitis.



1. INTRODUCCION

La presente investigacion esta referida a la busqueda, descripcion y analisis morfologico
de amebas de vida libre (AVL) en ambientes naturales y artificiales. Estas AVL son
protozoos anfizoicos distribuidos ampliamente en la naturaleza. Son capaces de cumplir
todo su ciclo de vida en el medio ambiente, sin necesidad de otros hospedadores (1). Se
las puede encontrar distribuidas ampliamente en varios ambientes del planeta como:
fuentes de agua dulce o salada, cuerpos de agua estancada con materia organica en
descomposicion, hielo, aire, permafrost, polvo, sedimento marino, etcétera. La gran
mayoria de las AVL descritas presentan dos estadios evolutivos; Quiste y Trofozoito. Sin
embargo, hay algunas especies que poseen hasta tres estadios incluyendo el estadio

biflagelado, como es el caso de las Naegleria sp.

El trofozoito, estadio mdvil y reproductivo, es conocido también como estadio infectante.
El quiste, es la forma resistente del protista para sobrevivir a los ambientes extremos, en
este estadio no se favorece su desarrollo ni reproduccion. En otros géneros de amebas se
le conoce como el estadio infectante, debido a que en este estadio resisten (quiste) en el
medio ambiente. En 1980 “The Committee on Systematics and Evolution of the Society
of Protozoologists” publicé una revision de actualizacion acerca de la taxonomia de
protozoos que es la tradicionalmente usada en todo el mundo. Esta categorizacion se basa
en las caracteristicas morfoldgicas y estructurales de los organismos a clasificar (1, 2, 3,

4).

Las amebas de vida libre pertenecen a la Super clase Rhizopoda se caracterizan por
presentar: reproduccion asexual, enquistamiento comun, seudépodos tipo lobopodios,

filopodios o reticulopodios (5, 6, 7, 8, 9).



El término protozoo (del griego Proto: primero; Zoo: animal) se emplea para referirse a
organismos constituidos por una sola célula, heterétrofos y de forma y tamafio variables.
Como caracteristicas generales estos protozoos son cosmopolitas, han sido aislados de
aguas dulces, saladas, de la tierra y de hospedadores vertebrados e invertebrados.
Presentan distintos tipos de reproduccion: asexual, fision binaria, multiple o gemacion o

sexual por conjugacion. (4, 9).

Dentro de este Orden se ubica la familia Acanthamoiebidae, la que contiene a los géneros
Acanthamoeba y Balamuthia. Balamuthia se reubic6 en esta familia a partir de la década
del 90°; al momento de la publicacion citada se encontraba dentro de la Familia
Leptomyxidae (10). Naegleria pertenece al Orden Schizopyrenida, en el cual se ubican
protozoos de vida libre que suelen considerarse bifasicos, ya que poseen en su ciclo de
vida un estadio flagelado y uno ameboide. Vahlkampfidae es la familia que contiene a
este género de importancia en salud humana. En la actualidad la “Internacional Society
of Protozoologists” acepta y recomienda la revision publicada en el 2005, y revisada en
2012 (11, 12). Las amebas de vida libre tienen una categorizacion y diferenciacion
particular. Se les denomina “Gymnamoebas” (amebas desnudas). Las amebas desnudas

incluyen especies de habitat terrestres y acuaticas (13) y habitat marino (14).

La caracteristica principal de este tipo de estudio estd basada en la presencia o ausencia
de estos protistas en el suelo y agua. En el suelo, los diversos protistas como las amebas,
flagelados y ciliados influyen en la estructura de la comunidad microbiana y mejoran el
reciclaje de nutrientes. Entre estos microorganismos, las AVL son los principales
consumidores bacterianos dominantes y son responsables de hasta el 60% de la reduccion
total de la poblacion bacteriana, los procariotas son los principales encargados de la

descomposicion de la materia organica en el suelo, pero son ineficientes en la liberacion



de minerales a partir de su propia masa. Entre los organismos secundarios en realizar los
procesos de descomposicion, estan las AVL, las cuales consumen a los organismos
primarios (bacterias) y liberan nutrientes minerales como productos de desecho que estan
enlazados a la biomasa de las bacterias, contribuyendo asi al funcionamiento de los
ecosistemas (15,16). Los protozoarios generalmente encontrados en los suelos cultivables
incluyen flagelados, amebas desnudas y ciliados. Los flagelados heterotréficos de vida
libre y las amebas desnudas los mas numerosos (17), con poblaciones que oscilan entre
los 10% y 10° microorganismos/g de suelo seco (18-22). La densidad de las amebas en el
medio ambiente esta regulado por la disponibilidad de materia organica y
microorganismos (bacterias y pequefios eucariotas). No todas las amebas de vida libre
que se encuentran en el suelo causan enfermedad en humanos, estan limitados a 3 especies
principalmente. Sin embargo, es posible que las amebas no patégenas funcionen como
transportador de algun patégenos. Para un inexperto en la observacion de estos protistas,
todos seran identicos. Sin embargo, se cred una manera para identificar grupos
funcionales. En 1999, Alexey V. Smirnov y Andrew V. Goodkov publican una guia
ilustrada de los morfotipos para clasificar las amebas de vida libre. El analisis detallado
de la diversidad de formas locomotoras entre las amebas lobosas desnudas (Lobosea,
Gymnamoebia) les permitié construir una tipologia que consta de 19 “morfotipos” que
abarcan todas las especies conocidas de la subclase Gymnamoebia (13,23, 24, 25, 26,27).
En un estudio, el suelo que contiene Acanthamoeba y bacterias mostré significativamente
mayor mineralizacién de carbono, nitrégeno y fésforo en comparacion con el suelo que

contiene las bacterias, pero sin Acanthamoeba, (22,28).



Acanthamoeba sp.

El término “acanth” en griego significa espinas, fue agregado al término ameba para
indicar la presencia de estructuras como espinas, ahora conocidas como acantopodios,
(29). Son protozoos que se encuentran comunmente en agua y suelo, sin embargo, solo
unas pocas especies son capaces de causar enfermedad en humanos.

De los 20 genotipos de Acanthamoeba spp. descritos hasta aqui, 12 han sido aislados en
casos humanos, 4 solo en queratitis (genotipos T3, T6, T11y T13), 3 solo en encefalitis
(genotipos T1, T12 y T18) y 5 genotipos identificados en casos de queratitis y encefalitis
(genotipos T2, T4, T5, T10 y T15) (4).

Pussard y Pons en 1977, propusieron una clasificacion basada principalmente en la
morfologia y medida del quiste en 3 grupos (30,31). Fueron incorporadas A. tubiashi, (32)
y A. byersi, (33). También se agregaron A. hatchetti, (32) y A. micheli sp. Nov, (34).
Acanthamoeba se mueve relativamentete rapido, con una velocidad de aproximadamente
0.8um/segundo (29). Acanthamoeba ha sido descrita en varios paises del mundo,
causando el mayor problema a nivel neurolégico, la meningoencefalitis granulomatosa.
La tasa de sobrevivencia ronda el 1 a 2 %.

El interés parti6 de nuestro grupo de investigacion. Los estudios exploratorios en
ambientes naturales en Per( son por decir lo menos de escasos a ausentes. Para nosotros
es importante establecer si determinados espacios publicos podrian ser fuentes de
contaminacion sin que la poblacion lo sepa y mas aun, sin que las autoridades de nuestro
pais se preocupen de estas entidades bioldgicas que pueden llegar a causar una tasa de

mortalidad de hasta 98%.

Nuestro interés académico nos ha llevado a la busqueda de amebas de vida libre en

ambientes naturales, que podria mostrarnos muchas nuevas especies no descubiertas por



la ciencia. Por otro lado, no debemos olvidar que las personas se contaminan por contacto
directo en el medio ambiente, por ende, es importante la evaluacién del medio ambiente
en zonas en donde determinada poblacion se concentra como, por ejemplo; nifios y

adolescentes en parques y zonas cercanas a las piletas.

Nuestro grupo ha desarrollado una estrategia bastante simple que nos ha permitido el
aislamiento de algunas especies. En general, nos hemos basado del Manual de F. Page
1988 y Smirnov 2004 entre otros. Los medios de cultivos adecuados descritos por estos
dos investigadores. Es, sin lugar a duda una linea de investigacion muy interesante con
grandes probabilidades de hallar muchas nuevas especies, algunas potencialmente
patdgenas para humanos y animales.

El hallazgo de nuevas especies de amebas de vida libre empieza por el descubrimiento de
su morfologia y su biologia. Es importante la descripcion de todas las especies que puedan
ser aisladas del medio ambiente, debido que algunas podrian ser potencialmente

patogenas.

El objetivo principal de este estudio fue describir la diversidad morfoldgica de amebas de
vida libre en las muestras de suelo y agua de forma aleatoria en dos distritos (Pueblo Libre
y San Martin de Porres), considerando las diferentes condiciones micro-climéticas de

cada distrito.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio de estudio: Estudio descriptivo y trasversal.

2.2. Criterios de seleccion de muestras

Se tomo6 muestras de forma aleatoria y una sola vez para evaluar la presencia o0 ausencia
de ameba de vida libre y describir la posible diversidad de especies.

2.3. Muestras ambientales

En el Parque Las Américas de Pueblo Libre se obtuvieron un total de 5 muestras de tierra
y 1 de agua, esta Unica muestra de agua fue tomada en el naciente de la canaleta, de esta
manera nos aseguramos de captar las amebas desde el origen.

En el distrito de San Martin de Porres se tomaron 8 muestras de agua de dos Pileta.

2.4. Tamafio de la Muestra

Se desconoce actualmente la prevalencia de amebas de vida libre en el medio ambiente.
No existen estudios previos que permitan estimar con ello el numero muestral, por lo
tanto, no fue necesario realizar un calculo de tamafio de muestra. La técnica de muestreo
fue No Probabilistica, por conveniencia.

La poblacidn lo constituye todas las amebas en las muestras de suelo y agua. En cuanto a
la unidad muestral, lo constituiria el morfotipo que se halle en las muestras de suelo y
agua.

2.5. Recoleccion de muestras:

Las muestras de suelo fueron recolectadas del Parque Las Américas ubicado en el Distrito
de Pueblo Libre en la Ciudad de Lima Metropolitana, Per(. Durante la estacién de
invierno del 2017. Se eligio este parque debido a su sistema de riego que consiste en el
uso de canaletas alrededor de todo el perimetro, guiando el agua que proviene de un pozo

de agua tratada. Se recolectd cinco muestras de suelo (MSP-1, MSP-2, MSP-3, MSP-4,



MSP-5) y una de agua (MAP-6) en frascos de plastico estériles de 100 ml de capacidad.
Se recolectaron un total de 6 muestras para investigar la presencia de AVL

(Anexo Tabla 1).

Las muestras de agua fueron recolectadas de un circuito de piletas ubicadas en la Avenida
Peru cuadra 22 en el distrito de San Martin de Porres en la Ciudad de Lima Metropolitana,
Peru. Se eligio este circuito por el alto nivel de contaminacion ambiental que genera los
vehiculos de transporte publico y privado que circulan en la misma avenida donde se
encuentra este circuito de piletas. El agua se recolectd de dos piletas separadas por una
distancia de 200 metros, en cuatro puntos distintos, en frascos de plastico estériles de 100
ml de capacidad. Se recolectaron un total de 8 muestras (AP-1, AP-2, AP-3, AP-4; AP-
1b, AP-2b, AP-3b, AP-4b) para investigar la presencia de AVL.

2.6. Siembra, cultivo y aislamiento de AVL.:

Se recolecto 14 muestras en total. Por cada muestra se realizo 5 siembras en cada medio
de cultivo consiguiendo 70 siembras o cultivos. Esto fue para asegurarnos el crecimiento
de cualquier AVL.

Las muestras se recogieron en frascos estériles, de boca ancha y tapa hermética. Una vez
obtenidas las muestras se llevaron al laboratorio, las muestras de agua se dejaron reposar
por un tiempo de 36 — 48 horas a una temperatura de 21°C. Las muestras fueron
sembradas en placas de agar no nutritivo cubiertas con Escherichia coli, se coloco 5 gotas
de cada muestra por cada placa de agar y/o 5 gotas de cada muestra por placa de ANN.
A. Preparaciéon de medios monoxenico: Agar no Nutritivo ANN (Monoxenico).

Se Prepard agar-agar no nutritivo (ANN) al 2% y vertio de 3-4 mL del medio en placas
Petri estériles descartables. La solucion Page (10 x) ANN: NaCl: 120mg, MgSOa4 x 7H0:
4mg, Na2 HPO4 142mg, KH2PO4 136mg, CaCl2 x 2H20 4mg, 1L de H2O destilada. Se
dispenso 100mL sol. Page en 900mL de H>O; luego se agregd 20gr de agar y se esterilizo
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en autoclave. El agar no nutritivo plaqueado en la placa Petri cubierto con una fina capa
de Escherichia coli, en las placas de 90mm de diametro; la superficie de la placa debe
estar completamente seca. La muestra se dejo en el centro de la placa de ANN.

Se incubaron a 20°C y 37°C. De 24 a 48hrs después la incubacion se buscé amebas y se
resembraran en placas nuevas para tener cultivos puros y libres de contaminantes. Las
cosechas se realizaron para proceder con el cultivo axénico. Cada muestra se centrifugo
a 1000g x 10 min y se sembr6 en PYG.

Medios de cultivo axénico: Se empleara medios liquidos como el PYG, Lares-Cerva

Medio PYG (Peptone, Yeast Extract, Glucose, ATCC 712)

Triptona (Oxoid)/ Proteosa-Peptona 200 g
Extracto de Levadura (Oxoid) 2.0 g
Glucosa 18 g
Solucién Page 10000 mL
Penicilina/ Estreptomicina 400 pg/ml
Suero bovino fetal 10%

Medio de Lubor Cerva

Casitona (Difco) 20 g
Acido félico 2 mg
Glucosa 1 g
Suero fetal de ternera (fluido) 50 mL
Penicilina 500,000 Und.
Estreptomicina 50,000 mg
Agua bidestilada 950 mL



Los cultivos se incubaron alrededor de 7 dias, los que dieron negativo continuaron en
observacion hasta cumplir los 20 dias a 90 dias. Los cultivos que fueron considerados

positivos cuando se observaron trofozoitos y/o quistes que fueron compatibles con AVL.

2.7. Uso de las claves de identificacion morfolégicas.

Se empled las claves de identificacion morfoldgicas para amebas de vida libre, estos
manuales sirven para establecer parametros que ayuden a describir y comparar especies
de amebas de vida libre del medio ambiente. Las principales claves de identificacion
morfoldgica fueron; [A new key to freshwater and soil Gymnamoebae 1988] [Nackte
Rhizopoda and Heliozoea 1991] publicada por F. Page 1983, 1988 y 1991, asi
como; lllustrated Guide to the Protozoa, 2" Edition 2000 porJ. J. Lee, Gordon F.
Leedale, Phyllis Bradbury. Ademas Free-Living Freshwater Protozoa: A Color Guide 1%
Edition 1996 Por: D. J. Patterson. Se emple6 los trabajos como; Protozoology 1969
de Richard Kudo. Finalmente, se consulto los trabajos de Alexey Smirnov, Guide to the
methods of study and identification of soil Gymnamoebae. 2004 y Smirnov A.V.
2003. Optimizing methods of the recovery of Gymnamoebae from environmental
samples: a test of ten popular enrichment media, with some observations on the

development of cultures (36, 37,38,39).

Aspectos Eticos.
El proyecto de investigacion fue exonerado por el Comité Institucional de Etica de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (SIDISI: 101823) por no involucrar animales ni

personas.



3. RESULTADOS

Se tomaron 14 muestras ambientales, 5 muestras de suelo de un parque, 1 de agua del
origen de la canaleta y 8 muestras de agua de dos piletas. Con estas 14 muestras se
realizaron 70 cultivos. De estos 70 cultivos, aislamos 9 especies de amebas de vida libre.
3 de ellas fueron Acanthamoeba sp, 1 cepa de Vannella sp, 5 Insertae sedis y los 5
restantes no crecieron. La tasa de éxito en el aislamiento fue de 64,28%. Todas crecieron
a temperatura ambiental.

Muestras de suelo del parque “Las Américas” fueron recolectada el 11 de julio del 2017
a las 6 de la tarde. 3 (5) muestras mostraron amebas de vida libre de taxonomia incierta,
2(5) no crecieron.

Muestra de suelo:

MSP-1: Estructura ameboidea observada al 5° dia de cultivo. El crecimiento homogéneo
se visualizo al dia 22. Las estructuras ameboideas de 10 um, redonda a ovalada, con gran
movilidad y un incremento de su biomasa en muy pocos dias. (Imagen-1).

MSP-2: Estructura ameboidea al 5° dia de cultivo. El crecimiento homogéneo se
visualizé al dia 23. Las estructuras ameboideas fueron de 20 a 40 um, ovalada sin
presencia de  pseuddpodos, ndcleo  excéntrico, probables  granulaciones
intracitoplasmaticas (posiblemente levaduras fagocitadas o cristales) y un incremento de
su biomasa en pocos dias (Imagen-2).

MSP-3: Se observo una estructura ameboidea al 5% dia de cultivo. El crecimiento
homogéneo se visualizd al dia 18. Las estructuras fueron aproximadamente de 10 pum,
redonda a ovalada con gran movilidad y un incremento de su biomasa en muy pocos dias
(Imagen- 3).

MSP-4 y MSP-5: No hubo crecimiento.

MAP-6: En esta muestra crecieron 2 cepas:
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Primera cepa (MAP-6a)- Esta cepa crecio a las 72 horas después de la siembra, es de 10

a 12 um de didmetro, redonda a ovalada, con gran movilidad, su biomasa se incrementa
significativamente en pocos dias 2 a 3 dias.

Segunda cepa (MAP-6b)- Esta cepa tomo 26 dias en aparecer, mide entre 20 — 40 um, de

morfologia amorfa con prolongaciones citoplasméaticas muy extensas de
aproximadamente 20 um de largo, el ntcleo fue central y con multiples pseuddpodos.
Durante la observacién del crecimiento de esta ameba se pudo constatar una aparente
dependencia con una bacteria (bacilo Gram negativo) de colonias con aspecto mucoide.
A los 7 dias se visualiza el crecimiento de esta cepa y se logra separa de las hifas que
crecian junto a esta cepa, lo que presupone que sea una ameba micofaga. El crecimiento
de esta ameba es particularmente lento, aproximadamente 15 — 25 dias y solo fue posible
mantenerla con la colonia mucoide, de otra manera no se expande en la placa de agar
(Imagen-4).

Muestra de agua de piletas

Solo 5(8) (62.5%) muestras estudiadas del Circuito de Piletas de San Martin de Porres,
crecieron AVL, todas a temperatura ambiente. Solo 3(5) (60%) fueron positivas y
morfoldgicamente compatibles al género Acanthamoeba (AP-1b,2b y 3b), 1 muestra
(20%) se identifico morfoldgicamente con el género Vannella (AP-4). La ultima muestra
(AP-4b) fue de taxonomia incierta correspondiente al (20%).

AP-1, AP-2 y AP-3: No hubo crecimiento.

AP-4: Crecimiento de estructura ameboide al 4% dia de cultivo. Las estructuras de
aproximadamente 20 um, en forma de abanico y alargada, sin emision de pseudépodos,
con nucleo y vacuola central, poca movilidad aparentemente. La velocidad de crecimiento
es baja. Se identific6 morfoldgicamente como Vannella sp, no formadora de quiste.
(Imagen 5).
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Las muestras AP-1b; AP-2b; AP-3b: Crecieron a 6% dia de siembra. Amebas compatibles
por las caracteristicas del trofozoito y quiste con Acanthamoeba sp.

AP-4b: Estructura ameboidea muy grandes de 45 a 70 um, de morfologia redonda con
emision de pseuddpodos de aproximadamente 5 — 10 um. la velocidad de replicacion es
muy baja. Forma quiste rapidamente, el quiste es de forma esférica y pequefio
aproximadamente de 5 - 7 um. Esta ameba no guardo relacion morfoldgica con otros

géneros mencionados (Imagen 9), (Tabla 3).

Andlisis de Datos
La proporcion de aislamiento por siembra es bastante menor a la que esperabamos. Sin
embargo, es interesante saber que el 4,28 % de aislamiento le corresponde a

Acanthamoeba sp., 7,14% a Insertae sedis y finalmente 1.42% a la Vannella sp.

4. DISCUSION

Los estudios de Protozoologia de suelo son basicos si deseamos conocer microfauna del
medio ambiente que nos rodea y en la cual entramos en contacto diariamente. Las
personas susceptibles a las infecciones por amebas de vida libre han adquirido la infeccion
(enfermedad) por sobre exposicion a alguna fuente de agua o alguna fuente de suelo. En
nuestro pais, se desconoce absolutamente cuales son las fuentes de posible
contaminacion. Si bien es cierto que, en algunos casos clinicos publicados se describen
brevemente, lo cierto es que son escasas las publicaciones, si a eso le sumamos las
enormes deficiencias del estado peruano a la evaluacion de las fuentes de agua y la falta
de investigacion en esta area en particular. Es de suponer que nunca sera posible
establecer con absoluta seguridad el lugar mas probable o preciso de contaminacién o la
fuente original de los brotes.
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En este estudio, hemos querido explorar solo dos fuentes ambientales en dos distritos con
diferencias importantes en polucioén, cercania al mar y microclima. Pueblo libre (PL) es
un distrito cerca al mar y el lugar de evaluacién ha sido un ambiente de recreacién
(parque) en donde acuden una amplia diversidad de personas; desde nifios hasta adultos.
El hallazgo de especies de taxonomia incierta en Pueblo Libre (PL) podria estar revelando
la amplia diversidad de especies de protistas que nunca se han investigado. Por el otro
lado, en la avenida Per0 distrito de San Martin de Porres (SMP), un lugar de alto trafico
de vehiculos con una alta contaminacion atmosférica por CO2 y polvo ambiental > 30
Tm por Km? al mes (40) y otros gases producto de la combustion del parque automotor,
muchos de estos vehiculos son muy antiguos, en este lugar interesantemente se hallé una
ameba del género Acanthamoeba sp en las piletas (fuente de agua potable) de San Martin

Porres, podrian significar un peligro potencialmente latente.

Las muestras de suelo de PL mostrarian una rica variedad de protistas identificados en
esta muestra. Aunque el numero de muestras es bajo, la aparicion de morfotipos tipo
abanico no suelen ser muy frecuente, aqui se repitio el aislamiento 3 veces.
Desafortunadamente no fue posible obtener ADN debido a que no soportaron 37°C y
sufrieron lisis. Esto sin duda demostraria que estas cepas no son patdgenas. Una
caracteristica de esta cepa es su pequefio tamafio y el gran nimero de cristales
intracelulares que pueden ser visualizados. No se conoce las funciones que cumplirian
algunos cristales intracelulares, podrian ser producto de un metabolito que se formdy que

la ameba es incapaz de disolver.

Muestras de SM sorprendentemente se identificd a un miembro de genero Vannella sp y
3 de Acanthamoeba sp. Las Vannella son amebas no patogénicas. Sin embargo, si se han
demostrado eventualmente implicadas en procesos de queratitis amebiana (41). La
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capacidad de transportar patégenos de manera intracelular lo hace interesante candidato
de estudio. Su limitante es que no produce estadio de quiste. Se desconoce como

sobrevienen en el medio ambiente si no son capaces de formar quiste.

Las Vannella son amebas de vida libre que no forman quistes, la forma de locomocion es
aplanada, usualmente mas o menos flabelada, rara vez lingliforme con un hialoplasma
anterior usualmente una vez y medio mas amplio en longitud; las formas flotantes a
menudo son de forma radial con pseuddpodo hialino (1,5). Estas amebas viven en el
medio acuatico.

Se han reportado esporddicamente su implicancia en problemas oculares en humanos,
pueden transportar cocos Gram positivos y bacilos Gram negativas (42). Si estas amebas
pueden ser transportadas por via aerosol portando bacterias patdgenas, seria el mejor
método de trasmision sin que la poblacion ingrese a un ambiente potencialmente
contaminado, es decir, no seria necesario que las personas se desplacen amplias
distancias, el aerosol seria el mecanismo por el que se propagarian los patdgenos

intracelulares.

El trabajo mas extenso lo ha publicado el Dr. Alexey Smirnov en el 2007, “Phylogeny,
Evolution, and Taxonomy of Vannellid Amoebae “de la universidad de San Petersburgo
— Rusia. A. Smirnov confirma que todas las Vannella forman un clado diferente en el
arbol del SSU consistiendo en 4 géneros: Vannella, Platyamoeba, Clydonella y
Lingulamoeba. (43). Aungue nosotros no hemos analizado desde el punto de vista
molecular, hemos podido distinguir que comparte caracteristicas compatibles con las

descritas por Page 1988, lo que permite establecer y aseverar que es una Vannella sp.
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Acanthamoeba sp. Produce Encefalitis Amebiana Granulomatosa (EAG); la forma
infectante es la fase de trofozoitos, que invade el sistema nervioso central (SNC) (44). La
via de entrada puede ser intranasal, 0 a traves de una lesion en la piel. Los sintomas
tempranos de la infeccion son dolor insidioso de cabeza, hemiparesia, somnolencia,
cambios en la personalidad, convulsiones, nauseas, vémitos. La fiebre es esporadica y
generalmente baja. La enfermedad progresa durante un periodo de una a varias semanas
y generalmente termina en coma y muerte. El periodo de incubacion de la enfermedad es
dificil de determinar, ya que las lesiones cutaneas y/o pulmonares pueden estar presentes

durante meses antes de que aparezca la encefalitis.

Esta ameba estd muy bien caracterizada y estudiada a nivel mundial. En nuestro estudio
hemos podido distinguir tres cepas de Acanthamoeba sp. Las tres cepas fueron halladas
en las fuentes de agua de S.M.P. Las condiciones microbiolégicas son propicias para que
prolifere esta cepa. No se ha podido establecer si corresponde a una cepa patdégena o no
patdgena. sin embargo, el hecho de ser una representante del grupo causante de
meningoencefalitis granulomatosa (MEG) y queratitis amebiana (QA), proporciona un
grado de preocupacion a nivel de salud publica. Garaycochea et al 2008 (45), describen
la presencia de amebas de vida libre en muestras ambientales en Lima metropolitana, en
sus conclusiones se menciona que estas cepas no son patégenas.

La cepa MAP-6 (Insertae sedis): aislada del agua del parque de PL, posee unas
caracteristicas muy particulares. La especie crece en aproximadamente 15 a 20 dias. Al
microscopio se puede observar que muestran largas extensiones citoplasmaticas con
terminales muy fino, tanto para el lado anterior como al posterior. Aproximadamente uno
medio del total del citoplasma granular y la otra parte es capa hialina. Los pseuddpodos

poseen forma de dedo, se observan mejor a 1000x son cortos de 10um de longitud. Esta
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cepa es altamente pleomérfica con un rango de tamafio de 25 a 70um. Interesantemente
consume la bacteria mucoide (diplobacilar) que crece cerca de ella y también es posible
establecer que consume levaduras y hongos filamentosos. Pues, siempre se veia estas
estructuras muy cerca de ellas, a pesar de haberlas intentado separarlas, esto fue

imposible. No soportan temperatura iguales o superiores 37°C.

5. CONCLUSIONES:
e En todos los (2) ambientes estudiados se ha podido establecer la presencia de

AVL.

e Algunas especies observadas no se han podido identificar debido a que no

aparecen en las claves de identificacion de Gymnamoebas.

e Sehan identificado cepas de Acanthamoeba sp en fuentes de agua que podrian ser
potencialmente patdgenas para algunos en residentes humanos que concurren esas

piletas.

e Durante el desarrollo de esta investigacion hemos observado también que algunas
cepas no muestran ser patdgenas debido a que no toleran temperaturas mayores o

iguales a 37°C.

e Se han identificado al menos 4 morfotipos (fan-shaped, acanthopodian, reticulate

e Insertae Sedis) y 2 de ellos de importancia médica (Acanthamoeba y Vannella).
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Anexos

Tabla N°1: Muestras ambientales y volimenes obtenidos en la recoleccion.

Tipo de N° de muestras Cantidad de
muestra muestra
Suelo 5 60g
PL
Agua 1 60mL
Agua 4 60mL
SM
Agua 4 60mL

Tabla N° 2: Distribucion de amebas de vida libre halladas en muestras ambientales.

Descripcion NUmero de muestras Cepa aislada
Imagen 1 Muestra N° 1 (MSP-1) Insertae sedis
Imagen 2 Muestra N° 2 (MSP-2) Insertae sedis
Imagen 3 Muestra N° 3 (MSP-3) Insertae sedis
Imagen 4 Muestra N° 6 (MSP-6) Insertae sedis
Imagen 5 Muestra N° 4 (AP-4) Vannella
Imagen 6 Muestra N° 1 (AP-1B) Acanthamoeba
Imagen 7 Muestra N° 2 (AP-2B) Acanthamoeba
Imagen 8 Muestra N° 3 (AP-3B) Acanthamoeba
Imagen 9 Muestra N° 4 (AP-4B) Insertae sedis
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Tabla N° 3: Distribucién de amebas de vida libre segun tipo de muestra y lugar de

recoleccion de muestra.

Lugar Codigo Tipo de Resultado
(Distrito) muestra
(inbﬂieifg(}m Suelo Insertae sedis
(inMEEZ'OZﬂ) Suelo Insertae sedis
Pqu}Je_ Las (in'v\/'ieﬁfz'in Suelo Insertae sedis
(Pﬂirgﬁgf (inm352_(i7) Suelo No hubo crecimiento
(in\l>i/i§c|)32-37) Suelo No hubo crecimiento
(in'\\/{'e'ron‘fz'gn Agua Insertae sedis
(invﬁnPo-éLw) Agua No hubo crecimiento
(inv,i?mPO-zzom Agua No hubo crecimiento
Agua de (invﬁnPo-gom Agua No hubo crecimiento
Pileta (mv':‘mpo'i) ) Agua Vannella sp
(Sanpx?ég)n de . \',Ai;i;lzgu) Agua Acanthamoeba sp
(in\'/Aif\aIr:r:;)ZZl(:J)ﬂ) Agua Acanthamoeba sp
(in\'/Aif\elr:r)l:)BZEﬂ) Agua Acanthamoeba sp
(in\'/Ai:eIan;)42k(?17) Agua Insertae sedis
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Imagen 1:

Cepa MSP-1: ameba de vida libre de 10 micras y morfologia redonda a ovalada con
bordes regulares, dificilmente se observa los pseuddpodos, no se observé quiste.
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Imagen 2

Cepa MSP- 2: ameba de vida libre de 20 — 40 micras con nlcleo excéntrico y con
maltiples granulaciones intracitoplasmaticas, de morfologia ovalada, se observd

pseuddpodos muy cortos, no forman estadio de quiste. A una temperatura prolongada de
37°C, se lisan.
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Imagen 3

Cepa MSP- 3: ameba de vida libre de 10 micras y morfologia redonda a ovalada con
bordes regulares, dificilmente se observa los pseuddpodos, no se observo quiste.
MSP-1/ MSP-3; al parecer son las mismas cepas.
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Imagen 4
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Cepa MSP-6: la muestra aislada del agua del parque. Morfologia irregular / pleomorfica,
con bordes irregulares, prolongaciones citoplasmaticas muy extensas. En algunos
organismos se observa el nucleo central, se evidencio el estadio de quiste. Hubo unas
limitaciones en su alimentacion, guardaba una estrecha relacion con una bacteria de
morfologia diplobacilar Gram negativa, la colonia bacteriana era de aspecto mucoide y
de répido crecimiento. La temperatura de incubacion fue de 19-22°C. Se pudo observar
gue sometido a un tiempo prolongado a 37°C se lisaban totalmente.
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Cepa MSP-6: observada a 1000x. Se observa una estructura ameboide emitiendo sus
prolongaciones citoplasmatias en forma de dedo y cambiando de forma constantemente.
A su alrederor se pueden apreciar levaduras e hifas, que posiblemente contituye parte de
su dieta en el medio ambiente.
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Imagen 5:

A o s
Cepa AP-4: Amebas de vida libre en forma de abanico y alargada con ausencia de

pseuddpodos. Con nucleo y vacuola central, motilidad limitada, de crecimiento rapido
(48hras). Esta ameba se identific6 morfolgicamente con el género Vannella.
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Imagen 6:

Cepa de Acanthamoeba AP-1B: Se observan los quistes agrupados.

Imagen 7:

Cepa de Acanthamoeba AP-2B: Se observan los quistes agrupados

Imagen 8:

Cepa de Acanthamoeba AP-3B: Se observan los quistes agrupados

29



Imagen 9:

Cepa AP-4B: se observan quistes redondos y lisos de bordes bien definidos, estas
estructuras pertenecen a una especie de ameba de gran tamafio que emite pseudépodos de
aproximadamente 5 — 10 um, poseen baja motilidad y se reproducen lentamente. Se
enquista muy rapido.
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