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RESUMEN

Introduccién: Acanthamoeba y Naegleria son géneros de amebas de vida libre
resistentes a cambios extremos de temperatura y pH, aislados de diversos ambientes
(suelo, aire y agua). Debido a la cantidad de habitantes que se benefician de las aguas
del Rio Pamplonita, al desconocimiento de su presencia en la regién y al aumento de
enfermedades relacionadas con el consumo de agua, se considera necesario realizar
estudios sobre la distribucién de estos microorganismos.

Objetivo: Identificar Acanthamoeba spp. y Naegleria spp. en aguas del curso principal
del rio Pamplonita de la zona metropolitana de Cucuta, Colombia.

Métodos: La blusqueda de las amebas de interés se realizd6 mediante examen directo y
cultivo a 28, 37 y 42 °C en agar no nutritivo a partir de 21 muestras de agua de siete
sectores del rio Pamplonita. Adicionalmente, se midié pH y temperatura in situ y se
determiné la carga de coliformes.

Resultados: Se encontro que 76,2 % de las muestras fueron positivas para alguna de
las amebas. La Acanthamoeba fue la que se aislé con mayor frecuencia. El 28,6 % de
los cultivos incubados a 42 °C fueron positivos principalmente para Naegleria spp., lo
que indica que estos aislados termotolerantes podrian tener potencial patégeno.
Conclusiones: Acanthamoeba spp. y Naegleria spp. son frecuentes en aguas del Rio
Pamplonita en areas de importante intervencion humana. El hallazgo de amebas
termotolerantes alerta sobre el riesgo de salud para la poblacidon que se encuentra
expuesta a esta fuente hidrica.

Palabras clave: Acanthamoeba; Naegleria; amebas de vida libre; protozoo; ambiente;
agua.
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ABSTRACT

Introduction: Acanthamoeba and Naegleria are genus of free-living amoeba (AVL)
resistant to extreme changes in temperature and pH, isolated from different
environments (soil, air and water). Due to the number of inhabitants that benefit from
the waters of Pamplonita River, the lack of knowledge about its presence in the region
and the increase of diseases related to water consumption, it is necessary to carry out
studies on its distribution.

Objective: To identify Acanthamoeba spp and Naegleria spp in the water of the main
course of Pamplonita River, in the metropolitan area of Clcuta, Colombia.

Methods: The search for the amoebas of interest was performed by direct examination
and culture at 28, 37 and 42 °C on non-nutritive agar from 21 water samples from
seven sectors of Pamplonita River. Additionally, pH and temperature were measured in
situ and the coliforms” load was also determined.

Results: It was found that 76.2 % of the samples were positive for some of the
amoebas, with Acanthamoeba being the most frequently isolated. 28.6 % of the
cultures incubated at 42 °C were positive mainly for Naegleria spp, indicating that these
thermotolerant isolates could have pathogen potential.

Conclusions: Acanthamoeba spp and Naegleria spp are frequent in waters of
Pamplonita River which are areas of important human intervention. The finding of
thermotolerant amoebas warns about the health risk for the population that is exposed
to this water source.

Keywords: Acanthamoeba; Naegleria; free-life amoebae; protozoa; environment;
water.

INTRODUCCION

La cuenca del Rio Pamplonita pertenece a la Gran Cuenca del Catatumbo y vierte sus
aguas al lago de Maracaibo en la Republica Bolivariana de Venezuela. Dentro de la
cuenca hidrografica se encuentran las areas territoriales de los municipios de Pamplona,
Pamplonita, Bochalema, Chinacota, Herran, Ragonvalia, Los Patios, Clcuta, Villa del
Rosario y Puerto Santander, lo que corresponde a casi el 65 % de la poblacién del
departamento de Norte de Santander, concentrada en un area de 2 213 km?2.t

La importancia a nivel social y econdmico del rio se debe a que sus aguas son la
principal fuente de abastecimiento para los municipios de Pamplona, Pamplonita, Los
Patios y Clcuta. Su curso superficial estd expuesto a una amplia gama de factores que
incluyen la descarga de aguas residuales derivadas de actividades antropogénicas de
tipo doméstico, agricola, minero e industrial, provenientes de los municipios de la zona
de influencia directa y que podrian alterar su calidad bioldgica. En estas condiciones el
uso de las aguas superficiales del Rio Pamplonita, implica un riesgo de transmisién de
enfermedades dada la naturaleza de los diversos agentes que le afectan.?

En las aguas superficiales se puede encontrar una amplia gama de microorganismos
como virus, bacterias y protozoos propios del ecosistema que intervienen en el
desarrollo de ciclos bioldgicos y otros provenientes de fuentes de contaminacion
humana y de animales que se pueden diseminar facilmente en el ambiente, lo que
afecta a la poblacidn que entre en contacto con esta fuente, al causar cuadros
disentéricos, diarrea y gastroenteritis de intensidad variable que pueden llegar a ser
fatales.3
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En este grupo de microorganismos, es posible encontrar amebas de vida libre (AVL), las
cuales, si bien son un grupo bastante grande de protozoarios con diversas
caracteristicas morfoldgicas, solo los géneros Acanthamoeba, Balamuthia, Naegleria,
Vermamoeba y Sappinia tienen potencial patogénico, que causan desde encefalitis
hasta afecciones oculares y cutaneas tanto en individuos en estado de inmunosupresién
como en inmunocompetentes. Sin embargo, el nimero de casos informados por
infecciones de este tipo no son muy altos debido en parte al desconocimiento de la
morfologia de estos protozoos, pasandolos por alto a la hora del diagnédstico o porque
las manifestaciones clinicas son atribuidas a otro tipo de patégenos que pueden estar
ocasionando el mismo cuadro en el individuo infectado.*

En su ambiente natural, las AVL son parte esencial de las comunidades microbianas
debido a que regulan las poblaciones bacterianas al alimentarse de ellas y contribuyen
al reciclaje de nutrientes; pero también pueden servir como hospederos, vehiculos y
reservorios de bacterias patégenas y otros microorganismos como hongos vy virus.®

Las AVL pueden sobrevivir a condiciones hostiles, debido en parte a su habilidad de
cambiar de trofozoito mévil a quiste inmovil de acuerdo con las condiciones del
ambiente en el que se encuentra; es asi como en fase de trofozoito, se alimentan
activamente de otros microorganismos como bacterias y durante periodos de inanicién,
hipoxia y cambios de temperatura extrema, se ve obligado a transformarse en quiste
gue le permite sobrevivir incluso a procesos de tratamiento de agua.®

En Colombia se han hecho pocos estudios relacionados con la presencia de AVL en
agua, haciendo especialmente énfasis en el género Acanthamoeba.’'* En Norte de
Santander y Clcuta a pesar de haber diversos estudios enfocados en el rio Pamplonita,
no hay investigaciones que muestren el impacto y distribucién de estos protozoarios en
su ecosistema, ni mucho menos se le ha dado relevancia a la poblacién bacteriana que
puede usar a esas amebas como reservorios, mas alla de los estudios de calidad
microbioldgica del agua que involucran coliformes totales y fecales.!?

Esta habilidad que tienen las AVL para tolerar cambios extremos de factores en el
ambiente, las hacen posibles reservorios para bacterias, asi como también avalan su
propio potencial patégeno. Estas dos condiciones muestran la necesidad de realizar
estudios sobre su distribucién en ecosistemas. Por tal motivo, el objetivo principal de
esta investigacion fue identificar Acanthamoeba spp. y Naegleria spp. en aguas del
curso principal del rio Pamplonita de la zona metropolitana de Cucuta, Colombia, para
describir su distribucion y el posible impacto en la poblacién.

METODOS

Disefo del estudio. El estudio fue de tipo descriptivo, de corte transversal debido a
que se centr6 en demostrar la presencia de Acanthamoeba spp. y Naegleria spp. en
aguas del Rio Pamplonita, Norte de Santander, Colombia.

Poblacion y muestra. Curso principal del Rio Pamplonita. Para seleccionar los puntos
de muestreo, se tuvo en cuenta algunas zonas de interés ambiental ubicadas en el area
metropolitana de Cucuta, capital del departamento Norte de Santander, al Noreste de
Colombia. Para esta seleccién se tomaron en cuenta también puntos de muestreo de
interés establecidos por CORPONOR, entidad ambiental regional pertinente. Los criterios
de inclusidn fueron los siguientes: actividad humana y recreativa, cercanias al
suministro de agua para acueductos municipales y zonas de descarga de aguas
residuales tanto industriales como domésticas. Se decidié excluir muestras con residuos
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sOlidos y particulas organicas visibles que pudieran interferir con el procesamiento
posterior, al igual que muestras provenientes de areas externas a las zonas

delimitadas. Los siete sectores elegidos se relacionan en la tabla 1.

Tabla 1. Sectores de muestreo del Rio Pamplonita

gglnyarneto Descripcion Coordenadas
. ' x . - . 7°44'50.68"N
La Garita Vegetacién baja, utilizado como balneario 79932143.0"W
Bocatomna Vegetacion alta y baja aislado de la civilizacion 7°48'48.1"N
(Poca influencia humana directa) 72931'27.0"W
San Rafael Vegetacion alta, cercano a zona con cascadas, 7e52'06.3"N
ubicado frente al puente de San Rafael 72°30'03.4"W
San Luis Vegetacion muy alta, ubicado junto al puente de 7e53'51.6"N
San Luis 72029'03.3"W
Garcia | e Tmanufactureras, ubicado bajo o puente | 7°3335:1'N
Herreros > ’ joelp 72°29'03.0"W
Garcia Herreros
el Cercanln al sector de la carcel I:ll'rv::u:leliz;, vethaciér‘; 7056'43.0"N
Carce anDugyOEEita. Cerca a este punto desemboca el Cana 79929'11.5"W
Vegetacion muy alta, junte a la carretera que 7857137 3"
El Cerrito lleva a la verada El Cerrito. En el sector hay '

o " n
actividad de empresas manufactureras 72828 27.9°W

Recoleccidén y analisis fisico-quimico in situ. Entre julio y diciembre de 2016, se
realizaron tres muestreos bimestrales en cada uno de los puntos seleccionados a lo
largo de la cuenca del Rio Pamplonita. Para cada punto de muestreo se recolecté 1 L de
agua en botellas estériles, las cuales fueron transportadas inmediatamente al
laboratorio de microbiologia de la Universidad de Santander campus Clicuta para su
respectivo analisis. Al momento de la recoleccion, se registré temperatura del agua y
pH con el equipo Starter 300 (OHaus®, USA)

Recuento de colifomes totales. Para la determinacion de coliformes en cada una de
los puntos, se usaron placas Petrifilm™ (3M Microbiology, USA), inoculadas con 1 mL de
agua de cada muestra siguiendo instrucciones del fabricante. Cada placa fue incubada
24 h a 37 °C para el posterior recuento de colonias.!3

Identificacién y aislamiento de amebas de vida libre. Cada muestra de agua se
filtré en un sistema al vacio con membranas de nitrocelulosa con un tamarfio de poro de
0,45 um. Las membranas se enjuagaron con 10 mL de PBS (buffer salino fosfato) pH 7,2,
se homogenizaron en vortex por 5 min y se centrifugaran a 3 500 rpm por 10 min. El
pellet se resuspendid en aproximadamente 2 mL de solucion de Page. Se usaron 50 pL
para la realizaciéon de examen directo en busqueda de AVL al microscopio éptico en
objetivo de 10X y 40X, 50 uL para la realizacion de coloracion de field modificado y
200 pL/plato para ser inoculados en agar no nutritivo con Escherichia coli ATCC 25922.
En total se sembraron seis platos por muestra, los cuales fueron incubados a tres
temperaturas diferentes: dos platos a temperatura ambiente (£ 28 °C), dos platos a 37 °C
y dos platos a 42 °C; que se observaron diariamente por microscopia de luz en
busqueda de crecimiento amebiano y determinar termotolerancia. Se usaron dos platos
de agar no nutritivo inoculados con PBS estéril como control negativo. La identificacion
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de Acanthamoeba spp. y Naegleria spp. se basé en la morfologia mediante clave
taxonomica de Page.'* Los cultivos fueron vigilados durante 15 dias, tiempo después del
cual fueron descartados en caso de no presentar crecimiento.

Analisis de resultados. Para la organizacién y analisis de los datos obtenidos se
empled Microsoft Excel® y el Software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.,
USA) para graficar e informar frecuencias de los aislados usando estadistica descriptiva.

RESULTADOS

Se realizaron mediciones in situ del pH y temperatura en cada uno de los puntos de
muestreo en los tres tiempos de recoleccion establecidos. Los valores que corresponden
a la media de tres muestreos, se relacionan en la tabla 2.

Con respecto a la cantidad de coliformes presentes en el agua de los siete sectores, la
carga microbiana fue incontable en la mayoria de los puntos analizados y solamente
estuvo dentro de los rangos contables en los puntos de La Garita y Bocatoma durante el
primer muestreo, con 150 y 90 UFC/mL, respectivamente.

Tabla 2. Parametros fisico-quimicos analizados en siete puntos del Rio Pamplonita

Parametros Puntos de muestreo
fisico- Sector Sector Sector Sector Sector Garcia Sector Sector
-gquimicos La Garita Bocatoma San Rafael San Luis Herreros Carcel El Cerrito
pH 5+0,0 50,0 5+0,0 50,0 5,3+0,57 6,7+0,57 6,7+0,57
T° (°C) 28,740,58 3040,0 29,3+0,58 20,7+0,58 29,7+0,58 27,7+3,06 27,743,0
S Examen directo
4..
Lk
| =,
1]
3
Q
o
L 27
) I I
0 j
La Garita Bocatoma San San Luis Garcia Carcel El Cerrito
Rafael Herreros

B Acanthamoeba spp. W Naegleriz spp.

Fig. Presencia de formas evolutivas de Acanthamoeba spp. y Naegleria spp.
en cada sector muestreado.
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A partir del total de muestras, fue posible encontrar al examen directo formas
evolutivas de AVL de interés en la totalidad de los puntos en al menos una de las tres
recolecciones. Acanthamoeba spp. se obtuvo en los sedimentos de todas las muestras y
fue la Unica que se evidencio en los sectores La Garita y San Luis. Naegleria spp. se
identificd en cinco de los sectores en al menos uno de los muestreos (Fig.).

El 76,2 % de las muestras fueron positivas para alguna de las dos amebas de interés,
siendo Acanthamoeba spp. el organismo prevalente en todos los muestreos en un 42,9 %;
mientras que Naegleria spp. se encontrd en un 9,5 % de los analisis en fresco y ambos
géneros se hallaron en el 23,8 % de los casos (tabla 3). Cabe anotar que de las catorce
muestras que resultaron positivas para Acanthamoeba spp, se hallaron trofozoitos con
acanthapodios en once de ellas y quistes en solamente tres de las observaciones. Por su
parte, Naegleria spp. se hallé unicamente en estadio quistico en todas las muestras que
evidenciaron su presencia.

Tabla 3. Frecuencia de Acanthamoeba spp. y Naegleria spp. al examen directo

Examen directo No. %
Acanthamoeba spp. 9 42,9
Naegleria spp. 2 9,52
Acanthamoeba spp./Naegleria spp. 5 23,8
Negativo 5 23,8
Total 21 100

Con respecto a los cultivos derivados de los sedimentos de las muestras recolectadas,
fue posible evidenciar crecimiento de amebas en todas las temperaturas. Aquellos
aislados obtenidos a 28 °C, pertenecieron Unicamente a formas de Acanthamoeba spp.
en su mayoria (57,1 %); mientras que dos aislados de Naegleria spp. se obtuvieron de
los sectores San Rafael y El Cerrito (9,52 %) y uno en donde se presentaron las dos
amebas a la vez (4,76 %) correspondiente al punto Céarcel. No se obtuvo crecimiento de
ninguna de estas amebas a esta temperatura en el 28,57 % de los cultivos (tabla 4).

Tabla 4. Acanthamoeba spp. y Naegleria spp. aisladas de cultivos
a tempera+tura ambiente (28 °C)

Punto de Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3
muestreo Temperatura ambiente (28°C)
La Garita Ausencia Trofozoito de Trofozoito de
Acanthamoeba spp. Acanthamoeba spp.
Bocatomna Trofozoito de Ausencia Trofozoito de
Acanthamoeba spp. Acanthamoeba spp.
. . . Trofozoito de
San Rafael Ausencia Quiste de Naegleria spp. Acanthamoeba spp.
San Luis Quiste de Trofozoito de Trofozoito de
Acanthamoeba spp. Acanthamoeba spp. Acanthamoeba spp.
Garcia Quiste de Trofozoito de Trofozoito de
Herreros Acanthamoeba spp. Acanthamoeba spp. Acanthamoeba spp.

Quiste de Naegleria spp.;
Cdrcel Ausencia Trofozoito de
Acanthamoeba spp

Trofozoito de
Acanthamoeba spp.

El Cerrito Ausencia Quiste de Naegleria spp. Ausencia
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En la tabla 5 se pueden apreciar las observaciones derivadas de los cultivos incubados a
37 °C. El 52,38 % de los cultivos fueron negativos y Naegleria spp. se obtuvo en 28,57 %,
siendo la ameba predominante en esta temperatura. Por su parte, la frecuencia de
Acanthamoeba spp. fue tres veces inferior en contraste a los cultivos incubados a 28 °C. En
este caso, 47,61 % de los cultivos resultaron positivos para los géneros de amebas de

interés.

El nimero de cultivos positivos para AVL libre a 42 °C fue de 28,56 %, y ambos
géneros se encontraron en igual proporcion (tabla 6). El crecimiento de ambos géneros
disminuyé considerablemente en comparacién con lo registrado en los aislados de las
otras temperaturas empleadas en el estudio.

Tabla 5. Acanthamoeba spp. y Naegleria spp. aisladas de cultives a 37 °C

Punto de
muestreo

La Garita
Bocatoma

San Rafael

San Luis

Garcia
Herreros

Carcel
El Cerrito

Punto de
muestreo

La Garita
Bocatoma
San Rafael

San Luis

Garcia
Herreros

Carcel

El Cerrito

Muestreo 1

Ausencia
Ausencia

Ausencia

Trofozoit

Muestreo 2
Temperatura ambiente (37 °C)
Quiste de Naegleria spp.
Quiste de Naegleria spp.

Quiste de Acanthamoeba spp.;
Quiste de Naegleria spp.

o de

Acanthamoeba spp.

Ausencia

Quiste de Naegleria spp.

Ausencia

Quiste de Naegleria spp.

Quiste de Naegleria spp.
Quiste de Naegleria spp.

Trofozoito de Acanthamoeba spp.

Muestreo 3

Ausencia
Ausencia

Trofozoito de
Acanthamoeba spp.

Ausencia

Ausencia

Ausencia
Ausencia

Tabla 6. Acanthamoeba spp. y Naegleria spp. aisladas de cultivos a 42 °C

Ausencia
Ausencia
Ausencia

Ausencia

Ausencia

Quiste de
Quiste de

Quiste de

Muestreo 1 Muestreo 2

Temperatura ambiente (42 2C)
Ausencia
Ausencia
Ausencia
Trofozoito de
Acanthamoeba spp.

Ausencia

Quiste de Naegleria spp.;
trofozoito de
Acanthamoeba spp.

Acanthamoeba spp;
Naegleria spp.

Naegleria spp. Quiste de Naegleria spp.

Muestreo 3

Ausencia
Ausencia
Ausencia

Quistes y trofozoitos
de Acanthamoeba sp.

Ausencia

Ausencia

Ausencia
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DISCUSION

Las AVL son protozoos de distribucion mundial, recuperadas de diversos ambientes
naturales tales como suelos y agua; asi como ambientes adecuados por el hombre, en
donde pueden sobrevivir a condiciones hostiles e incluso servir como rutas de
transmision y diseminacion de patégenos potenciales para humanos y animales. Estan
implicadas en el desarrollo de infecciones tanto en humanos, como en animales;
especialmente en épocas de sequia, a causa del uso de fuentes de agua contaminadas
para fines recreativos.® 1>

En el presente estudio se pudo evidenciar la presencia de Acanthamoeba spp. y
Naegleria spp. en sectores de importante influencia humana del rio Pamplonita que
recorre el area metropolitana de la Ciudad de Cucuta, Colombia. Estos resultados
podrian considerarse como el primer informe de su hallazgo en la cuenca del rio el cual
es la principal fuente hidrica de la ciudad.

Alzate y la Corporacién Auténoma Regional de la Frontera Nororiental informaron una
serie de factores en torno al conflicto socioambiental de la regiéon que derivan en el mal
uso del recurso hidrico como, por ejemplo, la captacién ilegal de aguas a lo largo del
curso del rio, la tala indiscriminada de bosques aledafios, el vertimiento de lixiviados y
contaminacion con uso de quimicos y otros residuos de origen agroindustrial.? La
amplia descarga de desechos, provee una amplia fuente de materiales organicos y de
bacterias como coliformes que pueden servir de alimento a protozoos. En este caso en
particular, se pudo observar que en el 90 % de las muestras analizadas la cantidad de
coliformes fue tan elevada, que supero la capacidad de deteccidn y conteo permitido
por el método utilizado.'? Estos resultados son similares a los obtenidos por Ettinger y
otros y Avila y otros, quienes informaron contaminaciéon de moderada a elevada con
coliformes en presencia de AVL, en especial las del genero Naegleria.'®'”

En esta investigacién se pudo observar que ni el pH, ni la temperatura fueron factores
restrictivos para la presencia de Acanthamoeba spp. y Naegleria spp. en los sectores
seleccionados para el muestro, lo que coincide con Ettinger y otros y Tsvetkova y
otros.!”18 Se pudo observar que los registros de pH mas altos se presentaron en los
puntos Carcel y El Cerrito, posiblemente debido a las caracteristicas de desechos que
van a parar a sus aguas. Estos datos permitirian inferir que el incremento del pH en el
curso del rio podria estar favoreciendo la presencia de especies del género Naegleria
por encima de otras AVL especialmente en las zonas donde la intervencién humana se
hace mas evidente; mientras que, en ambientes acidos, especies de Acanthamoeba
parecen proliferar.

Como ya se menciond en el apartado anterior, al realizar examen directo el 76,2 % de
las muestras fueron positivas para alguna de las dos amebas de interés, siendo
Acanthamoeba spp. el organismo prevalente en todos los muestreos en el 42,9 %;
mientras que Naegleria spp. se encontro en el 9,5 % de los analisis en fresco y ambos
géneros se hallaron en el 23,8 % de los casos. Esto difiere de lo informado en otro
estudio realizado en Colombia por Carbal y otros en 2016, en el cual 55,5 % de las
identificaciones por examen directo mostraron presencia de AVL y la ameba mas
prevalente fue Naegleria spp. con una frecuencia de 44 %.!

Con respecto a los resultados obtenidos en los cultivos, son de interés especial aquellos
aislados que lograron crecer y mantenerse a 37 °C y 42 °C. En el presente estudio se
lograron obtener porcentajes importantes de amebas creciendo a estas temperaturas
(47,61 % y 28,56 %, respectivamente). Previamente, se ha informado la capacidad de
Naegleria fowleri de resistir temperaturas por encima de 45 °C y algunas cepas de
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Acanthamoeba a 42 °C; mientras que cepas no patdgenas se creen que son incapaces
de crecer a temperaturas superiores a los 37 °C.'%19 Los resultados aqui registrados,
son consistentes con lo encontrado por Khan y Tareen en 2003, Gorrnik y otros en el
2004 y a lo hallado por Gianinazzi y su equipo en 2009.19-21

Acanthamoeba spp. y Naegleria spp. son frecuentes en aguas del rio Pamplonita en
areas de importante intervencion humana. El hallazgo de amebas termotolerantes
alerta sobre el riesgo de salud para la poblacidn que se encuentra expuesta a esta
fuente hidrica. Esta observacion se realiza porque ademas de ser organismos que
podrian tener potencial patdgeno per se, también podrian estar actuando como
reservorio protector de otros microorganismos perjudiciales como bacterias, hongos,
virus y otros protozoos.?? Teniendo en cuenta lo anterior, es necesario establecer
medidas de seguimiento a las poblaciones amebianas que proliferan en los puntos del
rio a partir de los cuales se logré obtener cepas termotolerantes con la finalidad de
generar estrategias de prevencion de infecciones humanas y animales que se benefician
de las aguas del Pamplonita.
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