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RESUMEN

Se han identificado amebas de vida libre (AVL), como Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia y Vermamoeba, tanto en entornos naturales como
creados por el hombre, como aguas termales y spa.Naegleria fowleri causa meningoencefalitis amebiana primaria, mientras
que Acanthamoeba y Balamuthia causan encefalitis granulomatosa crénica. Acanthamoeba también puede causar lesiones cutaneas y queratitis
amebiana Este estudio tuvo como objetivo identificar la presencia de estos protozoarios en 4 playas y sedimentos marinos del litoral peruano. Las
muestras de agua de playa y sedimentos se recogieron en forma esteril y se trasladaron al laboratorio para la identificacion de las AVL y, la determinacién
de la calidad bacterioldgica de las muestras de agua. La AVL mayormente identificada fue Acanthamoeba tanto en las playas como en los sedimentos
de Totora, Boquerdn, Talarefio y Cangrejito, seguida de Heteramoeba y Mayorella. Aunque las infecciones debidas a amebas patogenas se consideran
raras, recientemente, estas amebas mortales se detectaron en playas del litoral peruano. Esto es motivo de especial preocupacion, especialmente porque
el calentamiento global exacerba ain més el problema.
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ABSTRACT

Free-living amoebas (AVLs), such as Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia, and Vermamoeba, have been identified in both natural and man-made
settings, such as hot springs and spas. Naegleria fowleri causes primary amebic meningoencephalitis, while Acanthamoeba and Balamuthia cause
chronic granulomatous encephalitis. Acanthamoeba can also cause skin lesions and amoebic keratitis. This study aimed to identify the presence of
these protozoa in 4 beaches and marine sediments on the Peruvian coast. The beach water and sediment samples were collected in a sterile manner
and transferred to the laboratory for the identification of the AVL and the determination of the bacteriological quality of the water samples. The AVL
most identified was Acanthamoeba both on the beaches and in the sediments of Totora, Boquerdn, Talarefio and Cangrejito, followed by Heteramoeba
and Mayorella. Although infections due to pathogenic amoebas are considered rare, these deadly amoebas have recently been detected on beaches
along the Peruvian coast. This is of particular concern, especially as global warming further exacerbates the problem.
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Introduccion

Las amebas de vida libre (AVL), son pequefios organismos parasitos anfizéicos oportunistas de vida libre que
pueden sobrevivir y replicarse en el medio ambiente sin un huésped; se alimentan de bacterias, hongos y otras particulas,
y son muy adaptables a su entorno. Entre los géneros descritos tenemos a Acanthamoeba, Echinamoeba, Hartmannella,
Naegleria, Balamuthia, Mastigina, Vahlkampfia, Vannella y Vexillifera. Se sabe que son omnipresentes y se encuentran
en todo el mundo; estas pueden aislarse del aire, el suelo y el agua tanto de fuentes naturales como de sistemas de agua
institucionales y domésticos (Thomas et al. 2006; Teixeira et al., 2009). Entre los muchos géneros de AVL en la
naturaleza, solo cuatro tienen una asociacion con enfermedades humanas y animales, Acanthamoeba spp., B.
mandrillaris, Naegleria fowleri y Sappinia diploidea. N. fowleri y varias especies de Acanthamoeba pueden causar una
discapacidad del sistema nervioso central llamada meningoencefalitis amebiana primaria (MAP) y encefalitis amebiana
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granulomatosa (EAG), respectivamente; ambas patologias en pacientes inmunocomprometidos. La MAP es una infeccién
devastadora del cerebro causada por N. fowleri y se han notificado casos en varios paises (Abrahams-Sandi et al., 2015);
estas infecciones también se han descrito en piel y senos paranasales. Particularmente N. fowleri ha sido la causa de
infecciones mortales del SNC en nifios y adultos jovenes (CDC 2008; Yoder et al. 2009), y aunque la enfermedad es
relativamente rara en comparacién con su abundancia ambiental, estas nosologias causadas por AVL patdgenas son
graves, a menudo dificiles de tratar, y por lo tanto s hace imperante una comprension mas completa de su nicho ecoldgico
y los lugares en los que las interacciones humanas con estas amebas se producen.

Por otra parte, Acanthamoeba es un género frecuente en aguas recreativas que también puede causar lesiones
cutaneas y queratitis amebiana (QA) que se asocia con el uso de lentes de contacto o trauma corneal (Schuster &
Visvesvara, 2004; Visvesvara et al., 2007). Se ha descrito que la QA ocurre tipicamente en personas sanas y puede resultar
en discapacidad visual permanente o ceguera (Visvesvara et al., 2007). Para esta patologia se documentaron factores de
riesgo como antecedentes de trauma, uso de lentes de contacto, natacion o uso de aguas termales con lentes de contacto
insertados (Kaji et al., 2005). Por otra parte, y aunque se han realizado muchas investigaciones sobre aislamientos
ambientales de Acanthamoeba desde que se describid la importancia médica de este género, solo se han informado 4
aislamientos en sedimentos oceanicos relacionados con esta ameba; a saber, A. griffini (Sawyer, 1971), A.
hatchetti (Sawyer etal., 1977), A. jacobsi (Sawyer et al., 1992) y A. stevensoni (Sawyer et al., 1993). Ahora bien, también
se han reportados estudios que demuestran que algunas de las AVL tales como Acanthamoeba spp. y Vermamoeba
vermiformis son conocidas por servir como hospedadores y vectores de diversos organismos intracelulares como
Mimivirus, Legionella pneumophila y otros endosimbiontes (Siddiqui y Khan, 2012; Pagnier et al., 2015). Por lo tanto,
es crucial detectar rapidamente AVL en entronos acuaticos marinos recreativos donde las personas nadan y se bafian
debido a su posible impacto en la salud humana. Este estudio tuvo como objetivo detectar e identificar la presencia de
estos protozoarios en las aguas y sedimentos de playas del litoral peruano.

Materiales y métodos
Muestras de agua y sedimento de las playas

Las muestras de agua de playa se recolectaron de las cuatro localidades seleccionadas correspondientes a playas
recreativas (Totora, Boquerdn, Talarefio y Cangrejito). Se recogieron nueve muestras de la superficie del agua (<10 cm
por debajo), cada una con una botella esterilizada de 1,5 I. En total se recogieron 13,5 | de agua de cada playa. Todos los
frascos se transfirieron al Laboratorio para la identificacion de las AVL. Simultaneamente se recolectaron muestras de un
gramo de sedimentos marinos también en recolectores esteriles (Stockman et al., 2011). Los valores de temperatura y pH
de las muestras se midieron con un termémetro y un medidor de pH digital, respectivamente; ademas de se determinaron
la concentracidn de oxigeno disuelto y la salinidad.

Procesamiento de las muestras, aislamiento e identificacion de las amebas de vida libre

Se procesaron alicuotas de 50 ml de las muestras de agua, ademés de una porcion del sedimento tras la
centrifugacién de la mezcla de 50g con 500 ml como se describe (Straus et al., 1996). Las muestras se sembraron
utilizando métodos descritos previamente (Barbaree et al., 1986). El aislamiento de las amebas fue realizado por el
laboratorio y la identificacion de las especies de amebas fue realizada por personal capacitado para tal proceso. Las
muestras se inocularon en placas de agar no nutritivo al 1,5% recubiertas con una capa de Escherichia coli inactivada por
calor a 70°C por 15 minutos como fuente de alimento e incubadas a 25°C (temperatura ambiente). Las placas se
examinaron todos los dias con un microscopio invertido durante al menos 2 semanas para detectar la presencia de amebas
(Bovee y Sawyer 1979), ya que las amebas medianas y grandes pueden aparecer sélo después de 1 a 2 semanas de cultivo
(Sawyer et al., 1977).

Si se observaban hongos en las placas, se procedié a cortar con un bisturi estéril pequefios trozos de agar en los
que no habia hifas flngicas y se colocaron boca abajo en una placa de agar nueva recubierta con bacterias como se ha
indicado anteriormente. Cuando se observaron trofozoitos y/o quistes, se recogieron con un asa bacteriolégica estéril y se
colocaron en un portaobjetos con una gota de solucidn salina fisiolégica y se examinaron para ver su forma caracteristica,
el movimiento de los trofozoitos y la morfologia de los quistes. Se clasificaron hasta el nivel de género. Las amebas y los
quistes que mostraban morfologia caracteristica se subcultivaron en placas de agar frescas con el propdésito de posterior
identificacion hasta el nivel de especie por métodos de moleculares.

Analisis de calidad bacterioldgica de las muestras de agua

La enumeracion de coliformes se realizd mediante la técnica del Nimero Mas Probable (NMP) (APHA, 2005). El
método, en resumen, fue el siguiente: se usaron quince tubos de cultivo por muestra, donde cinco tubos contenian 10 ml
estériles de concentracion doble y diez tubos contenian 10 ml de caldo lauryl triptosa de concentracion simple, todos los
tubos con tubos Durham. Con una pipeta estéril, se dispensaron asépticamente 10 ml de la muestra de agua en cada uno
de los primeros cinco tubos de cultivo que contenian el caldo lauryl triptosa de concentracion doble. En el resto de los
diez tubos que contenian lauryl triptosa estéril de concentracion simple, se inoculd 1 ml de la muestra en cada uno de los
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cinco tubos de cultivo, mientras que se inoculd 0,1 ml de muestra en los cinco tubos restantes. Los tubos se agitaron
suavemente para distribuir la muestra uniformemente por todo el medio y se incubaron a 37°C durante 24 horas. Después,
se observé el cambio de color (produccién de acido) o la formacion de gas en los cultivos. Para la prueba de confirmacion,
se transfirio un asa llena de cultivo de los tubos de ensayo que mostraban produccion de gas al tubo de caldo lactosa-bilis
con verde brillante (LBVB) y se incub6 durante 24 a 48 horas a 35°C. Los tubos que mostraban gas y crecimiento se
consideraron positivos para coliformes totales (CT). Se siguié el mismo procedimiento para coliformes fecales (CF),
excepto que los tubos se incubaron a 44,5°C para las pruebas de presuncion y confirmacion. Se comprobd la presencia de
Escherichia coli en tubos positivos para CF sembrados en placas de azul de metileno con eosina y se incubaron durante
24 horas a 37 °C. La presencia de colonias bacterianas de color dorado verdoso brillante se tom6 como evidencia de la
presencia de E. coli; posterior a la confirmacion bioquimica con las pruebas de Kligler e IMVIC.

Resultados

En las areas de estudio la temperatura ambiental promedio fue cercana a 20°C en los cuatro sitios de muestreo; sin
embargo, en parametros como el oxigeno disuelto y salinidad presentaron variaciones entre las dos playas del mismo sitio
de procedencia. El pH fue ligeramente basico en las muestras de agua correspondientes a las cuatro playas (Tabla 1).

Tabla 1. Variables fisicoquimicas del agua y sedimentos en playas del litoral peruano

Promedio de las variables fisicoquimicas

. Huanchaco Huanchaquito
Variable , N N
Totora Boguerdn Talarefio  Cangrejito
Temperatura (°C) 20,00 19.90 19.90 19,80
Salinidad (UPS) 245,00 222,20 222,30 240,00
DBO (mg/L) 8,00 8,86 9,23 8,65
pH 7,40 7,30 7,30 7,30

De 158 aislados parasitarios se determinaron un total de 9 géneros de AVL colectados en el biotopo agua; y 8 en
el sedimento, y los géneros mas frecuentes identificados fueron Acanthamoeba, Heteramoeba y Mayorella en ambos
tipos de muestras (Tabla 2). Resalta el hecho de que en ambos tipos de muestras el género parasitario con el mayor nimero
de aislamientos fue Acanthamoeba, con 26 y 19 aislamientos en las muestras de agua de playa y sedimento,
respectivamente Organismos del género Naegleria s6lo fueron identificados en las muestras de agua de playa.

Tabla 2. Prevalencia de géneros de amebas de vida libre en agua y sedimentos en playas del litoral peruano

AVL
Género Agua Sedimento
n° % n® %

Acanthamoeba 26 43,33 19 31,67
Heteramoeba 19 31,67 17 28,33
Mayorella 14 23,33 9 15,00
Naegleria 9 15,00

Paramphitrema 8 13,33 8 13,33
Sappinia 7 11,67 7 11,67
Euglypha 6 10,00 1 1,67
Vannella 5 8,33

Dactylamoeba 1 1,67
Rosculus 1 1,67
Vexillifera 1 1,67

Al evaluar la presencia de AVL segun la playa podemos observar en la tabla 3, que las correspondientes a
Huancho evidencian mayor infeccion en agua con 51,67 y 41,67%, y 28,66% Yy 36,67% en sedimentos para (Totora y
Boqueron) respectivamente; mientras que, en Huanchaquito, 41,33% y 23,33% para agua y 18,33% y 23,33% para
sedimento para las playas de Talarefio y Cangrejito respectivamente.

Tabla 3. Presencia de géneros de amebas de vida libre en agua y sedimentos segin la playa del litoral peruano

Ndmero de muestras positivas

Huanchaco Huanchaquito
Género Totora Boquerén Talarefio Cangrejito
Agua Sedimento Agua Sedimento Agua Sedimento Agua Sedimento

Acanthamoeba 9 5 6 7 7 2 4 5
Heteramoeba 8 9 5 6 2 4 2
Mayorella 4 3 5 5 3 2 1
Naegleria 7 2
Paramphitrema 4 2 1 2 2 3 2
Sappinia 1 1 2 2 4 2 2
Euglypha 1 1 1 3 1
Vannella 4 1
Dactylamoeba 1
Rosculus 1
Vexillifera 1 1
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Figura 1. Abundancia de AVL segun el sustrato de alojamiento

En cuanto a las bacterias aisladas e identificadas mediante las pruebas de NMP, IMVIC y Kligler, se obtuvieron
un total de 360, 280, 230 y 320 UFC/100mL para Klebsiella y 260, 260, 280 u 340 UFC/100mL para Escherichia coli.,
en las playas Totora, Boqueron, Talarefio y Cangrejito respectivamente.

Discusion

Las AVL se caracterizan por una sélida capacidad para sobrevivir en entornos extremos. Sin embargo,
actualmente no existe informacién actualizada sobre la existencia y distribucién de este protozoario en lugares
inhospitos. Sin duda, la fisiologia celular de estos microorganismos protozoarios es muy particular. Pueden resistir y vivir
en ambientes extremos por su capacidad enquistadora y tolerancia a diferentes osmolaridades, temperaturas, y otros
factores ambientales, que les confieren una excelente resistencia adaptativa (Salazar-Ardiles et al., 2020). En
consecuencia, el ambiente marino es uno de los pocos estudiados en relacién a la determinacién de estos prtotozoarios y
es indiscutible el aumento del uso del mar para la recreacion, lo cual ha generado una gran preocupacion por los peligros
para la salud de las poblaciones locales y turisticas (Fewtrell y Kay, 2015).

La presencia de amebas de vida libre patdgenas en agua de mar se ha confirmado en algunas partes del mundo
(Latifi et al., 2020; Gallegos et al., 2018). En nuestro estudio se identificaron 9 diferentes géneros correspondientes a
estas amebas en las muestras de agua de playa; mientras que en las muestras se sedimiento marino se lograron identificar
8 géneros. Vale decir que, el género mayormente reconocido en ambos tipos de muestra fue Acanthamoeba, y sabiendo
que las diversas especies pertenecientes a este género se encuentran en diversos habitats, no es sorprendente que a menudo
nos encontremos e interactuemos con estos organismos. Previamente, Chappell et al. (2001) mostré que més del 80% de
la poblacién humana normal exhibié anticuerpos contra Acanthamoeba. Esto indicaba claramente que se trata de
organismos que a menudo entran en contacto con los seres humanos.

La patogenicidad de Acanthamoeba es una suma de multiples procesos que deben unirse en el tiempo y el espacio
para la transmisién exitosa de patégenos a un hospedador susceptible, superar las barreras de este y causar enfermedades.
Puede infectar el SNC, causando EAG, y los ojos, lo que lleva a una infeccion devastadora conocida como QA, y puede
causar infecciones secundarias (principalmente bacterianas) que han alterado los tejidos, especialmente la piel en
individuos inmunocomprometidos (Griin et al., 2014; Mungroo et al., 2019). Es ampliamente reconocido que la via de
entrada de Acanthamoeba involucra el tracto respiratorio, lo que lleva a la invasion de los vasos sanguineos alveolares,
seguida de diseminaciéon hematogena y que la barrera hematoencefalica es donde es mas probable que ocurra la entrada
al SNC (Visvesvara et al., 2007). Hallazgos recientes sobre los factores y mecanismos involucrados en la patogenia de
Acanthamoeba puede proporcionar herramientas para el desarrollo de estudios epidemiolégicos y terapéuticos (Alsam et
al. 2003; Khan 2003; Khan y Tareen 2003). De ahi que, nuestros hallazgos sean considerados por los entes
gubernamentales competentes en el sanieamiento ambiental y de los recursos naturales como lo son las playas, ya que en
los cuatro balnearios marinos del estudio (Totora, Boquerdn, Talarefio y Cangrejito), presentaron aislamientos positivos
para esta ameba de vida libre tanto en las muestras de agua de playa como en los sedimentos marinos.

Las playas son sitios caracteristicos para la recreacion humana. Al obtener el patrocinio de los turistas locales e
internacionales, podria decirse que las playas sustentan el desarrollo econémico, ya que respaldan los desarrollos
comerciales y el turismo en las &reas costeras (Klein et al., 2004). Dada la intensa demanda, las playas estan amenazadas
en todo el mundo por una variedad de presiones humanas, incluida la contaminacion costera de cursos industriales y
antropogénicos, ademas de los efectos del cambio climéatico global (Schlacher et al., 2006). A esta presién se suma el
crecimiento cada vez mas rapido de las poblaciones costeras, junto con una mayor disponibilidad de tiempo libre (Fanini
et al., 2006; Schlacher et al., 2007).
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