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RESUMEN

Naegleria fowleri, Acanthamoeba spp. y Balamuthia mandrillaris, son especies de ameba de vida libre (AVL) que causan enfermedades en el sistema
nervioso central grave y puede ser fatal en humanos y otros animales. Todos los géneros de AVL tienen dos etapas: quiste y trofozoito. Los
trofozoitos se dividen por fision binaria, se alimentan activamente y es la etapa infecciosa del organismo. En el medio ambiente, los acanthopodios
permiten que los trofozoitos se adhieran a las superficies de las bacterias, hongos, algas y detritos en los que se encuentran su alimento.
Acanthamoeba spp. Parecen mantener una relacién endosimbiética con algunas de las bacterias que consumen. Muchas de estas bacterias, como la
Legionella, Pseudomonas, Vibrio y algunas micobacterias parecen adquirir factores de virulencia mientras estan viviendo dentro de las amebas, lo que
les permite sobrevivir y prosperar dentro de otras células fagociticas (por ejemplo, macréfagos humanos). La tenacidad de AVL para proliferar en
ecosistemas hostiles y sobrevivir a la desecacién o desinfeccion hace de estos organismos una fuente potencial transmitida por el agua, por los
alimentos y el aire. Conocidos por su ubicuidad, los AVL han sido aislados de diversas matrices ambientales, como suelo, agua dulce y salobre, aguas
residuales, aguas termales, polvo y otros. En funcién de lo antes comentado, este trabajo tiene como objetivo identificar amebas de vida libre en
tanques de almacenamiento de agua de edificios del area metropolitana de la ciudad de Ambato (Ecuador), con el fin de aplicar soluciones correctivas
en cualquiera de sus puntos. Segun el sitio de muestreo, el género de AVL identificado con mayor frecuencia en la superficie fue Balamuthia sp
(70,59%) y Acanthamoeba sp., con un 37,78 %. El fondo estuvo caracterizado por Naegleria sp. con un 44,44%.

Palabras clave: ameba de vida libre, edificios residenciales, tanque de agua potable, asociacion con bacterias.

ABSTRACT

Naegleria fowleri, Acanthamoeba spp. and Balamuthia mandrillaris are species of free-living amoeba (FLA) that cause severe central nervous system
disease and can be fatal in humans and other animals. All genera of FLA have two stages: cyst and trophozoite. Trophozoites divide by binary fission,
actively feed, and is the infective stage of the organism. In the environment, acanthopods allow trophozoites to adhere to the surfaces of bacteria,
fungi, algae, and detritus on which their food is found. Acanthamoeba spp. they appear to maintain an endosymbiotic relationship with some of the
bacteria they consume. Many of these bacteria, such as Legionella, Pseudomonas, Vibrio, and some mycobacteria appear to acquire virulence factors
while living inside amoebas, allowing them to survive and thrive inside other phagocytic cells (eg, human macrophages). FLA's tenacity to proliferate
in hostile ecosystems and survive desiccation or disinfection makes these organisms a potential waterborne, foodborne, and airborne source. Known
for their ubiquity, FLAs have been isolated from various environmental matrices, such as soil, fresh and brackish water, wastewater, hot springs,
dust, and others. Based on the aforementioned, this work aims to identify free-living amoebas in water storage tanks of buildings in the metropolitan
area of the city of Ambato (Ecuador), in order to apply corrective solutions at any of its points. According to the sampling site, the FLA genus most
frequently identified on the surface was Balamuthia sp (70.59%) and Acanthamoeba sp., with 37.78 %. The background was characterized by
Naegleria sp. with 44.44%

Keywords: free-living amoeba, residential buildings, drinking water tank, association with bacteria.
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Introduccion

Naegleria fowleri, Acanthamoeba spp. Y Balamuthia mandrillaris son especies de ameba de vida libre (AVL)
que causa enfermedades en el sistema nervioso central grave y puede ser fatal en humanos y otros animales (Visvesvara
et al., 2007). EI nombre Balamuthia se derivé en honor al parasitélogo William Balamuth, mientras que Naegleria lleva
el nombre del zo6logo Mathieu Naegler. Acanthamoeba spp. reciben su nombre de las proyecciones de la columna
vertebral, conocidas como acanthopodia ("acanto"significa “espina dorsal” en griego), que estdn presentes en los
trofozoitos. El género Sappinia también es incluido como AVL, aunque hasta la fecha solo se ha publicado un caso
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humano. Estos protozoos también pueden causar queratitis, asi como infecciones de la piel y las mucosas. AVL produce
infecciones como patégenos oportunistas tanto en personas inmunocompetentes como inmunodeprimidas. Estas amebas
pueden ser dificiles de diagnosticar clinicamente, ya que estas infecciones son raras; sino son sospechadas, pueden ser
mal diagnosticados o no ser diagnosticados hasta que se realiza una autopsia, ya que muchos de ellas son fatales. La
microscopia sigue siendo el principal medio de diagnéstico método; sin embargo, la experiencia con estos patdgenos es
poco frecuente y requiere consulta con expertos, lo que frecuentemente retrasa el diagndstico (Cope et al., 2019).

Todos los géneros de AVL tienen dos etapas: quiste y trofozoito. N. fowleri, ademas, tiene una tercera etapa
flagelada (Visvesvara et al., 2007). Los trofozoitos se dividen por fision binaria, se alimentan activamente y es la etapa
infecciosa del organismo. En el medio ambiente, los acanthopodios permiten que los trofozoitos se adhieran a las
superficies de las bacterias, hongos, algas y detritos en los que se encuentran su alimento (Duggal et al., 2017).
Acanthamoeba spp. Parecen mantener una relacién endosimbi6tica con algunas de las bacterias que consumen. Muchas
de estas bacterias, como la Legionella, Pseudomonas, Vibrio y algunas micobacterias parecen adquirir factores de
virulencia mientras estan viviendo dentro de las amebas, lo que les permite sobrevivir y prosperar dentro de otros
fagociticos célulares (por ejemplo, macréfagos humanos). AVL también proporciona a estas "bacterias resistentes a la
ameba" proteccion a las respuestas inmunitarias humanas cuando se inhalan o se ingieren, actuando como caballos de
Troya para agentes infecciosos como Legionella y otros (Kofman & Guarmer, 2022).

La tenacidad de AVL para proliferar en ecosistemas hostiles y sobrevivir a la desecacion o desinfeccion hace de
estos organismos una fuente potencial transmitido por el agua, por los alimentos y el aire (Scheid, 2018). Conocidos por
su ubicuidad, los AVL han sido aislados de diversas matrices ambientales, como suelo, agua dulce y salobre, aguas
residuales, aguas termales, polvo y otros (Balczun & Schei, 2017; Gabriel et al., 2019; Fabros et al., 2021). Aparte de
las fuentes ambientales, también se ha informado que los AVL pueden hallarse en torres de enfriamiento, sistemas de
aire acondicionado, plantas de bromelias, suministros de agua dental, y se sabe que contaminan lentes de contacto y
liquidos para lentes (Vaerewijck et al., 2014; Giovanni et al., 2022). Por otra parte, el agua del grifo para muchas
instalaciones publicas, asi como grandes edificios residenciales y de oficinas, se almacena en tanques de
almacenamiento y se suministra a través de tuberias de aguas individuales cuando se necesita para actividades como
beber, lavar y cocinar (National Research Counsil, 1982). Estos tanques de almacenamiento de agua pueden infectarse
facilmente con contaminantes externos en el aire. Ademas, circunstancias especiales, tales como inundaciones y fuertes
lluvias, pueden causar que las aguas residuales fluyan de los tanques de agua del s6tano a los tanques de agua de la
azotea, lo que resulta en una contaminacién extrema del agua del grifo (Kilvington et al., 2004). Por esta razén, el 79%
de EE. UU. Y el 89% del Reino Unido han informado que las muestras de agua del grifo de los hogares contienen AVL
(Kilvinton et al., 2004; Marciano et al., 2010; Lee et al., 2020).

En funcidn de lo antes comentado, este trabajo tiene como objetivo identificar amebas de vida libre en tanques
de almacenamiento de agua de edificios del &rea metropolitana de la ciudad de Ambato (Ecuador), con el fin de aplicar
soluciones correctivas en cualquiera de sus puntos.

Materiales y métodos

Se seleccionaron 45 edificios residenciales del area metropolitana de Ambato, Ecuador de diferentes
zonificaciones los cuales contaban con tanques subterrdneos para el abastecimiento de agua potable.

La recoleccién de las muestras se realizé utilizando frascos de vidrio de un litro estériles con tapa roscada sujetos
a cordeles para su inmersion en los tanques. De cada cordel se sujetaron cuatros frascos con una separacion de 30 cm
cada uno para asegurar tomas de muestras a diferentes profundidades. Las muestras colectadas se enviaron al
laboratorio, donde se tomaron dos alicuotas de 500 ml cada una para el aislamiento. Las amebas fueron crecidas en
cultivo Page, y el resto para la infeccién de los sedimentos con la finalidad de conocer la biodiversidad presente y
determinar la presencia de organismos parasitarios.

Examen directo

Para los montajes en fresco se centrifugaron 2ml de la muestra a 2500rpm por 5 min. El sobrenadante fue
descartado y una gota del sedimento se deposit6 en ldminas de vidrios cubiertas de laminillas para su observacién
directa al microscopio bajo objetivos de aumento de 10 X y 40 X. La identificacion de las AVL se hizo a partir de su
morfologia segun los rasgos taxonémicos propuestos por (Botero, 2003; Mufioz et al., 2003; Castrillén & Orozco,
2013) de acuerdo con sus caracteristicas tipicas de los trofozoitos: tamafio de 13 a 30 micrémetros, presencia de
bacterias intracelulares y mecanismos de locomocién (lobopodias o acantapodios) y nucleo con un cariosoma
prominente rodeado por un halo claro. En el caso de los quistes se tuvo en cuenta el nimero de membranas,
determinando si la estructura parasitaria correspondia a una ameba de vida libre.

Aislamiento de AVL

El aislamiento se realiz en funcién al tamafio celular para quiste de 7 a 15 um y trofozoito de 15 a 30um
mediante decantado en filtros de membrana de nitrocelulosa de 45 micras de diametro de poro y un didmetro de 25nm
colocados en portafiltros de propileno adaptables a jeringas estériles de volumen para filtrado manual.
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Cultivo de AVL

Siguiendo los criterios de (Schuster, 2002) los filtros se colocaron en ormas invertidas por duplicado en dos
placas estériles descartables con medio de Agar No Nutritivo (ANN) (Tabla 1), adicionando 25uL de solucion de Page
con Eshericha coli, las cuales fueron inactivadas con calor; posteriormente se incubaron a 37°C por 7 dias de forma

invertida.

Tabla 1. Formulacién de medio de ANN y solucién PAGE de AVL.

Medio Page Soluciones Page (1 L)
Ingredientes por litros de agua desionizada Ingredientes por litros de agua desionizada
Reactivo Cantidad (g) Reactivo Cantidad (g)
Fosfato de sodio 0,0142  Fosfato de sodio 0,0142
Fosfato de potasio 0,0136  Fosfato de potasio 0,0136
Cloruro de sodio 0,012 Cloruro de sodio 0,012
Sulfato de magnesio 0,0004  Sulfato de magnesio 0,0004
Cloruro de calcio 0,0004  Cloruro de calcio 0,0004
Agar agarosa 15,0  Agar agarosa 15,0

pH final: 7,0£0,2 a 25 °C

pH final: 7,0£0,2 a 25 °C

La identificacion de los microorganismos se realiz6 mediante la inspeccion microscopica, para ello, las placas de
cultivo se cortaron de manera manual con bisturi en cuadros de 2 cm? aproximadamente. Luego, cada cuadro se colocd
en un portaobjeto, coloreandolo con Giensa antes de cubrirse. La observacion se realiz en microscopio Optico invertido
utilizando los objetivos con aumento de 40 y 100x para identificar las caracteristicas de morfoldgicas.

Prueba de sedimentacion para la diversidad biologica

El sedimento se obtuvo por centrifugacion de una muestra de 500ml a 3000rpm por durante 15 minutos. El
sedimento colectado se colocd en agitador vortex por 3 segundos para homogenizar la muestra. La observacion se
realiz6 por el método de frotis directo usando una muestra de 25 microlitro.

Los sedimentos también fueron analizados usando el método de Richard modificado para su aplicacion a heces
humanas usando el siguiente protocolo: se suspendio el sida mentol obtenido de 10ml de agua desionizada histérica una
temperatura de 45 minutos con el agitador vortex y posteriormente se centrifugo a 2500 revoluciones por minuto
durante un minuto se desecha el sobrenadante y el sedimento de 100 ML de agua desionizada estéril de 45 grados.

Andlisis de datos

Los datos parasitolégicos arrojados fueron organizados bajo el programa Microsoft Excel® para su
interpretacion mediante tablas y graficos de acuerdo con el porcentaje de ameba de vida libre segln la zonificacion
hecha en la toma de datos segln las diferentes profundidades del tanque en las tres fuentes de agua.

Resultados

De la totalidad de los 45 puntos muestreados, el 48,89% resultaron positivas para una o mas AVL. Segln la
Tabla 2, el genero Acanthamoeba sp. Fue el mas frecuente (48,89%); sequido de Naegleria sp. (44,44%) y Balamuthia
sp con 31,11%. Respecto la ocurrencia, segun la frecuencia de limpieza de los tanques, se estimd que a mayor tiempo
de limpieza hay mayor probabilidad de presencia de AVL, incrementando al superar la frecuencia de limpieza mayor a
un afo.

Morfolégicamente de los microorganismos cultivados, se caracterizd el genero Acanthamoeba porque los
trofozoitos son pleomdrficos, con vacuolas contractiles, seudopodos con apariencia de espinas (acantépodos) que se
proyectan de la superficie de la célula; su nicleo contiene un nucléolo grande, central y con tamafio entre 15 y 30 um de
acuerdo con la especie, mientras que los quistes son esféricos de doble pared (endo- y ectoquiste), la pared externa es
lisa y la interna poligonal, estelar o globular, ademas de presentar poros y su tamafio oscila entre 10 y 15 pum para sus
quistes o trofozoitos (Page, 1976). No se encontraron muestras positivas presuntivas para Naegleria fowleri ni
Balamuthia sp. en cultivo.

Tabla 2. Presencia de AVL en tanques de almacenamiento de agua de edificios residenciales segin la frecuencia
de limpieza.

Tanque AVL
o Acanthamoeba sp.  Naegleriasp.  Balamuthia sp.
Limpieza N2 ne % ne % ne %
6 meses 0 menos 13 6 13,95 4 9,30 4 9,30
6a 12 meses 27 12 44,44 13 48,15 8 29,63
mas de 12 meses 5 4 80,00 3 60,00 2 40,00
Total 45 22 48,89 20 44,44 14 31,11
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Segun el sitio de muestreo (Tabla 3), el género de AVL identificado con mayor frecuencia en la superficie fue
Balamuthia sp. (70,59%) y Acanthamoeba sp., con un 37,78%. El fondo estuvo caracterizado por Naegleria sp. con un
44,44%.

Tabla 3. Presencia de AVL segun el nivel de agua en tanques de almacenamiento de edificios residenciales

Tanque AVL
Nivel Ne
Acanthamoeba sp. Naegleria sp. Balamuthia sp.
Superficie/borde 45 ne % ne % ne %
Medio 45 17 37,78 5 11,11 12 70,59
Fondo 45 5 11,11 2 4,44 2 26,67
Total 13 28,89 4,44

En los sedimentos se estimd la diversidad biolégica (Figura 1). Entre los organismos patégenos mas abundantes
se encontraron Strongyloides stercoralis (3 individuos), Toxocara sp., Endolimax nana y Hymenolepis nana (2
individuos cada una). Entre los microorganismos no patégenos estan Phacus sp. (19 individuos), Westella botryoides
(24 individuos), Haematococcus sp. (25 individuos) y Euglena sp. (17 individuos).

Figura 1. Frecuencia de microfauna en sedimentos.

Discusion

Las amebas de vida libre (AVL) son protozoos ubicuos similares a bacterias, hongos y algas. Los AVL se
encuentran en nuestro alrededor, incluido el polvo, el agua de mar, el suelo, la atmésfera y los lagos (Greub & Raoult,
2004). Los AVL se clasifican en varias especies. De estas especies, Balamuthia, Naegleria, Sappinia, Vermamoeba
(anteriormente Hartmannella), y Acanthamoeba han sido reportados para infectar a humanos y animales (Shuster &
Visversvara, 2004). Los sintomas de las infecciones varian segln el caso individual y la especie de AVL (Martinez,
1985). En el caso de infeccién por Naegleria en humanos, se ha observado encefalitis, como la cefalitis meningoide
amebiana primaria. Las infecciones por Acanthamoeba, Vermamoeba, Sap pinia y Balamuthia se han observado
principalmente en los ojos, una condicion conocida como queratitis amebiana (Grace et al., 2015). En estudios
recientes, Acanthamoeba también se ha observado como uno de los posibles alérgenos que conducen a la inflamacion
de las vias respiratorias por infeccidn intranasal (Park et al., 2014; Lee et al., 2020).

Los resultados demostraron que, en los tanques de almacenamiento de agua potable de 45 edificios de la zona
residencial de Ambato, Ecuador, de los 45 puntos estudiados, el 48,89% resultaron positivos para una o varias especies
de AVL. El genero de mayor prevalencia fue Acanthamoeba sp, seguido de Naegleria sp. Y por Gltimo de Balamuthia
sp (Tabla 2). La ocurrencia de este tipo de AVL fue mas frecuente en los tanques con menor tiempo de limpieza. Las
AVL pueden causar enfermedades graves en humanos y animales cuando se infectan. Un estudio llevado en Corea del
Sur, en 163 muestras de agua del grifo de edificios, apartamentos y bafios de areas de servicio de autopistas en 7
provincias coreanas con alta densidad de poblacion servida con tanques subterraneos, encontraron que el 12,9% del
agua del grifo de los edificios estaban contaminados con AVL. Las areas de servicio de la carretera tuvieron la tasa de
contaminacién mas alta con un 33,3%. Todos los AVL, excepto uno, eran genéticamente similares a Vermamoeba
vermiformis (Hartmannella vermiformis). EI AVL restante fue muy similar a Acanthamoeba lugdunensis (Lee et al.,
2020). Los estudios llevados a cabo por Burak & Zeybek, (2014) determinaron la presencia de Legionella pneumophila
y amebas de vida libre en hisopos provenientes de duchas del cabezal de agua caliente en 61 casas en Estambul. Las
bacterias fueron aisladas en el 21,3% de las viviendas examinadas y AVL en el 31% de las casas estudiadas. No se
encontrd una correlacion significativa entre la presencia de L. pneumophila y AVL, pero si hubo una mejor correlacion
entre L. pneumophila y la presencia del sistema de calefaccion central. Segun los resultados del presente estudio, tanto
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las duchas de agua como los tanques de agua se habian limpiado un mes antes y los cabezales de ducha se habian
lavado tres dias atras. Un estudio reciente llevado a cabo por (Sousa et al., 2022) encontraron que el agua potable en
diferentes puntos de la isla de Santago, Cabo Verde, Africa, estaba contaminada con Acanthamoeba spp. (69,2%),
Vannella spp. (15,4%); Vermamoeba vermiformis (7,7%) y Stenamoeba dejonckheerei (7,7%) en diferentes fuentes de
agua de Santiago Isla. Hasta el momento, en Europa y Africa, no existe una legislacion relacionada con la presencia de
AVL en cuerpos de agua. Sin embargo, en Australia, la Direccion de Agua Potable donde relnen las Estrategias
Nacionales de Gestion de la Calidad del Agua no existe un valor de referencia para las especies de Acanthamoeba,
Vannella, V. vermiformis y Stenamoeba en agua potable, inclusive Acanthamoeba y Vannella son nombradas de
manera diferente (Australia driking water, 2011). En Filipinas, los problemas de contaminacién del agua potable tienen
efectos perjudiciales para el consumo humano y la productividad acuicola (Andrews, 2018). La contaminacion
descontrolada de sistemas de agua dulce en el pais es debido al vertido indiscriminado de aguas residuales industriales y
domeésticas a rios y otros sistemas de almacenaje de agua dulce. El paisaje urbano cambia frecuentemente y se expande
causando la escorrentia del suelo y los desafios provocados por las condiciones climaticas extremas y los factores
asociados al cambio climatico son factores que contribuyen a la propagacion de los patdgenos transmitidos por el agua
(Semenza, 2020). La investigacion de AVL en el Filipinas todavia esta en sus inicios, pero hasta la fecha, hay dos casos
de encefalitis fatal relacionada con la presencia de AVL (Matias et al., 1991) y 12 casos de infecciones oculares no
fatales (Buerano et al., 2014; Milanez et al., 2022).

Por otra parte, los resultados de convivencia entre las amebas de vida libres y otras bacterias pudieron también
ser determinados en los tanques de agua de almacenamiento de los edificios de Ambato. Los sedimentos colectados se
estimo la diversidad biol6gica (Figura 1) encontrandose organismos patdgenos tales como Strongyloides stercoralis (3
individuos), Toxocara sp., Endolimax nana y Hymenolepis nana (2 individuos cada una), y microorganismos no
patogenos, tales como: Phacus sp. (19 individuos), Westella botryoides (24 individuos), Haematococcus sp. (25
individuos) y Euglena sp. (17 individuos). Un estudio llevado en Sudafrica investigd la coexistencia de posibles
bacterias patdgenas humanas y amebas de vida libre en muestras recolectadas de agua almacenada en hogares rurales de
Sudéfrica que utilizan agua de pozo como fuente primaria de agua. Durante un periodo de 5 meses, se recolectaron y
evaluaron un total de 398 muestras de agua almacenada y 392 de biopelicula. Entre las especies identificadas se
encontraron Vermamoeba vermiformis, Entamoeba spp., Stenamoeba spp., Flamella spp. y Acanthamoeba spp. Incluido
el genotipo T4 de Acanthamoeba, que se sabe que es potencialmente peligroso para los humanos. Ademas, se
identificaron bacterias patégenas potenciales tales como Mycobacterium spp., Pseudomonas spp., Enterobacter spp. y
otros patdgenos oportunistas emergentes como Stenotrophomonas maltophilia. Los resultados mostraron la importancia
de realizar mas estudios para evaluar el riesgo para la salud de las amebas de vida libre y las posibles bacterias
patégenas humanas para las personas que viven en comunidades rurales que no tienen otra opcién que almacenar agua
en sus hogares debido a la escasez de agua (Potgieter et al., 2021).
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