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Naegleria lovaniensis: the most abundant thermophilic species of the genus Naegleria in northwestern Mexico.
Abstract

We performed two searches for the presence of the Naegleria fowleri in 14 irrigation canals of the Yaqui
Valley and a hot spring in March 2015 and July 2016. The incubation temperature was set at 45 °C. We
obtained 13 Naegleria isolates, 8 PCR products were sequenced for final identification and all of them were
Naegleria lovaniensis. This result, combined with the previous and subsequent ones, shows us that this
species of Naegleria is the most abundant in the region.
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Resumen

Realizamos dos busquedas de la presencia de Naegleria fowleri en 14 canales de riego del Valle del Yaqui y
una fuente termal en marzo de 2015 y julio de 2016. La temperatura de incubacién se fijo a 45 °C. Se
obtuvieron 13 aislamientos de Naegleria, se secuenciaron 8 productos de PCR para la identificacion final y
todos ellos fueron Naegleria lovaniensis. Este resultado, combinado con los anteriores y los posteriores, nos
muestra que esta especie de Naegleria es la més abundante en la regién.
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Introduccion

El género Naegleria consta de al menos 47 especies
publicadas. De éstas, se ha encontrado que las
especies N. fowleri, N. australiensis, y N. italica,
son patogenas para animales de laboratorio, y hasta
ahora so6lo N. fowleri es la Unica capaz de infectar a
los humanos (De Jonckheere, 2011). N. fowleri
causa una infeccion hemorragica aguda vy
fulminante, Ilamada meningoencefalitis amebiana
primaria (PAM), en nifios inmunocompetentes y
adultos jovenes con antecedentes recientes de
natacién (Siddiqui et al., 2016).

Las tres especies patdgenas mencionadas
anteriormente son termofilicas, pero no todas las
especies termofilicas del género Naegleria son
patdgenas. Existen 12 especies consideradas como
termofilicas, debido a que cumplen la caracteristica
de crecer a temperaturas mayores de 40 °C y hasta
45 °C, como lo hace N. fowleri, aunque otros
investigadores consideran que el término deberia
aplicarse a especies que crecen a temperaturas por
arriba de 42 °C (De Jonckheere, 2002). Fue Griffin
en 1972 quien observé que N. fowleri podia crecer a
temperaturas hasta 45 °C, mientras que las especies
no patégenas no lo hacian, por lo que muchos
investigadores comenzaron a utilizar dicha
temperatura para favorecer el aislamiento de N.
fowleri y evitar el crecimiento de otras especies no
patdgenas.

N lovaniensis, identificada principalmente como
‘una variante no patégena' de N fowleri debido a que
cepas aisladas del medio ambiente, reaccionaron
positivamente a anticuerpos contra N. fowleri, pero
no fueron patdégenas para animales de
experimentacion. N lovaniensis comparte con N.
fowleri varias caracteristicas bioldgicas: la
termofilia debido a que crece a 45 °C, la capacidad
de axenizacion aunque no tan rapido como lo hace
N. fowleri, y reactividad cruzada antigénica. Pero en
contraste, parece estar genéticamente bien
diferenciada, y sin embargo, estas dos especies
estan estrechamente relacionadas filogenéticamente
(De Jonckheere, 2002), y también se ha estudiado
como modelo para comprender la patogenicidad de
su pariente muy cercano N. fowleri (De Jonckheere,
2014).

En marzo de 2015 y julio y de 2016, se tomaron
muestras de 14 canales de riego del Valle del Yaqui
y de una fuente termal, para la blsqueda de
Naegleria fowleri en sitios noexplorados y en meses
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del afio cuyas temeraturas son muy diferentes.
Materiales y métodos

Muestreo

Se tomaron muestras de agua de canales y la fuente
termal, que cubrieran todo el Distrito de Riego del
Valle del Yaqui y que incluian sitios no estudiados
previamente. Se utilizaron botellas de plastico
estériles de un litro de volumen, y previa remocion
del sedimento de las paredes de los reservorios, se
tomaron las muestras. Se registro la temperatura del
agua y la ambiental y se llevaron al laboratorio
resguardadas del sol y a temperatura ambiente para
Su procesamiento.

Procesamiento de muestras

Las muestras se homogenizaron por agitacion
vigorosa manual entre 30 y 60 segundos para
asegurarse el desprendimiento de las amibas en las
paredes de recipientes. Se pasaron
aproximadamente 50 ml a un tubo estéril de fondo
conico y se centrifugd a 1700 r.p.m. durante 10
minutos en una centrifuga Labnet Hermle Z383K
refrigerada (Woodbridge, Nueva Jersey). El
sedimento se vertio en placas de Petri con agar no
nutritivo cubierto con una capa de Escherichia coli
(NNE), y la temperatura de incubacion se fijo a 45
°C, para la busqueda de N. fowleri y otras amebas
termofilicas.

Aislamiento de amibas

Los cultivos se observaron antes de las 24 horas y
las amibas que crecieron se resembraron las veces
necesarias hasta obtener cultivos puros, utlizando un
microscopio invetrido marca Zeiss. Posteriormente
a todos los aislamientos sospechosos de pertenecer
al género Naegleria se les realiz6 la prueba de
transformacion ameboflagelar, agregando
directamente a los cultivos monoxénicos agua
destilada e incubando a 37 °C durante 1 a 4 horas
para la busqueda de formas flageladas en el
microscopio. A las cepas que flagelaron se les
extrajo el DNA para su identificacion por PCR en
punto final.

Extraccion de ADN

El ADN se extrajo de las amibas que crecen en
cultivos monoxénicos, utilizando el kit de
extraccion DNeasy (Qiagen, Inc., Valencia, CA,
EE. UU.), seguido de la medicion de la
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concentracion de ADN con un NanoDrop
Espectrofotdmetro 2000c (Thermo Scientific, EE.
uu.).

Identificacion
Los conjuntos de cebadores especificos para género
y especie utilizados para las amibas aisladas fueron:

NFITSFW 5'-
TGAAAACCTTTTTTCCATTTACA-3' y
NFITSRV 5'-

AATAAAAGATTGACCATTTGAAA-3" para N.
fowleri (De Jonckheere, 2011), y ITS1 5'-
GAACCTGCGTAGGGATCATTT-3' / ITS2 5'-
TTTCTTTTCCTCCCCTTATTA-3' (Pelandakis et
al., 2000) para Naegleria spp. Para el primer
muestreo slo se usaron los cebadores para N.
fowleri y para el segundo se utilizaron ambos pares
de cebadores.

Secuenciacion

Las cepas positivas a Naegleria spp. y negativas a
N. fowleri, se prepararon para su identificacion por
secuenciacion genética.

Los productos de PCR se purificaron utilizando el
kit de purificacion de PCR QIAquick (QIAGEN,

Alemania), siguiendo el protocolo del fabricante y
secuenciado en ambas direcciones. Cuando se
obtuvo la secuenciacion ciclica, fue Purificado

utilizando  columnas  Centri-Sep ™  (Life
Technologies, EE. UU.). Una vez el La muestra
estaba limpia, comenzé el proceso de

secuenciacion. La secuenciacion fue realizada en un
analizador genético ABI PRISM® 310 (Foster City,
CA, ESTADOS UNIDOS). Las secuencias fueron
editadas y alineadas usando Mega 5.0 (Tamura et
al., 2011). Se realizaron analisis filogenéticos
utilizando la metodologia. descrito por Reyes-Batlle
et al. (2014), con Mega 5.0.

Resultados y discusion

Se realizaron 2 muestreos de agua de canales y
sitios recreativos del Distrito de riego del Valle del
Yaqui, en diferentes temporadas de afios diferentes
(invierno y verano), y los nombres de los sitios
seleccionados, asi como las temperaturas ambiental
y del agua, el nimero de aislamientos a 45 °C y las
cepas que dieron positivas a la prueba de
transformacion flagelar, aparecen en la tabla 1. Las
temperaturas registradas en primavera y verano

Tabla 1. Lugares de muestreo, temperaturas tomadas, aislamientos y nimero de ameboflagelados.

Temperatura Temperatura del agua NUmero de Transformacion
ambiental (°C) (°C) aislamientos flagelar (+)
Muestra Lugar de muestreo Marzo Julio Marzo Julio Marzo Julio Marzo Julio
2015 2016 2015 2016 2015 2016 2015 2016
1 Bacame 25 36.5 23 31.2 2 4 - -
2 Buaysiacobe 25 36.6 23 35.2 1 5 - 1+
3 Villa Juarez 25 36.5 21 32 1 6 - 1+
4 Col. Jecopaco 25 37 23 33.2 1 2 - -
5 Quetchehueca 20 35 21 31.6 1 3 - -
6 Tobarito 26 364 23 349 2 2 1+ -
7 Pueblo Yaqui 19 37.2 22 33 2 9 - 1+
8 S. Ignacio R.M. 27 38.2 24 31.8 2 2 1+ -
9 S. José de Bacum 26 40 23 29.1 1 2 - -
10 Bacum 26 38 23 31.3 1 6 - 1+
11 Providencia 25 37 24 28.1 3 5 - 1+
12 Cécorit 25 38 22 285 1 2 - -
13 Paseo Isleta 23 355 20 36.4 4 2 2+ -
14 Paseo Las Palmas 23 35 21 31.2 3 6 - 1+
15 Agua Caliente 24 34 46 46 5 29 + 2+
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alcanzan diferencias mayores a 10 °C tanto en las
temperaturas ambientales, como en las alcanzadas
en el agua muestreada. Se observa también que el
namero de aislamientos obtenidos a la temperatura
de primocultivo fue de 30 aislamientos y la prueba
de transformacién flagelar di6 como resultado cinco
aislamientos positivos. Los cinco aislamientos
fueron de los lugares: Tobarito, San Ignacio Rio
Muerto, Paseo la Isleta y la fuente termal “Agua
Caliente”.

En el muestreo dos, se obtuvieron 85 aislamientos
que crecieron a 45°C, en la prueba de
transformacion flagelar dieron positivos ocho cepas
de los lugares de: Buaysiacobe, Villa Juarez, Pueblo
Yaqui, Bacum, Providencia, Paseo Las Palmas y de
nuevo Agua Caliente.

En el primer muestreo se obtuvieron 5 muestras de
positivas a transformacién flagelar, a las que se
realiz6 PCR, para determinar si las muestras
correspondian a Naegleria fowleri, resultando todas
ellas negativas. En el segundo muestreo se

N. polaris LC106133
| 100
~ N. neopolaris LC106148

obtuvieron 8 muestras de transformacion flagelar
positiva, igualmente con resultado negativo a
Naegleria fowleri por PCR.

Para el segundo estudio, se realizd un PCR para
Naegleria spp., corroborando la identificacion de
las cepas a nivel de género, por lo se mandaron a
secuenciar para determinar de a qué especie o
especies correspondian, dando como resultado que
todas las cepas aisladas se identificaron como
Naegleria lovaniensis (Figura 1). Este resultado
apoya la sospecha que aln se puede encontrar
Naegleria fowleri en estos lugares, pues estas dos
amibas tiene en comun, la forma, el crecimiento a
45°C y que flagelan, inclusive ambas especies han
sido encontradas en los mismos sitios y tienen
distribucion global (De Jonckheere, 2002, 2014).
Agua caliente resulto ser el Gnico sitio de donde se
aislaron naeglerias termofilicas, debido seguramente
a la temperatura del agua que alcanza hasta los 40
°C, y de ese mismo lugar se aislaron otras 23 cepas
identificadas como N. lovaniensis en un estudio
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Figura 1. Identificacion filogenética de muestras (1 a 8) positivas a Naegleria spp.
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realizado en febrero de 2017 (Lares-Jiménez et al.,
2018). En un estudio genético comparativo
realizado para complementar este trabajo, se
compararon las secuencias de las ocho cepas
identificadas como N. lovaniensis, ademas de las 23
obtenidas en agua caliente, y todas exhibieron una
coincidencia del 100% de identidad con la cepa
X96598.1 del Genbank, lo cual nos habla de su
tremenda homogeneidad genética. En Guzman et al.
(2008), se reporta la diferencia de un par de bases,
una delecion de T en el pb 80 de la secuencia ITS2,
de una cepa de N. lovaniensis de las 9 aisladas en
aisladas en La Isleta, Las Palmas y Agua Caliente,
tres de los sitos muestreados en este estudio y el
reporte de N. tihangensis cepa termofilica que crece
a 42 °C. Como hemos podido notar la frecuencia de
aislamientos de N lovaniensis en nuestra region es
muy alta, y sélo cuando la temperatura de primo
aislamiento se baja, es posible aislar a otras cepas
termofilicas que también existen.

Conclusiones

La importancia de determinar Naegleria fowleri en
la region del Valle del Yaqui es aportar datos
epidemioldgicos y ecolégicos, ya que sirven como
prevencion para aquellos lugares donde se puede
proliferar esta amiba, pues es termoéfila y patégena
para el ser humano, ademas que puede resistir
cambios ambientales, por lo que los sitios
recreativos y canales de riego son habitats ideales
para Naegleria fowleri.

La presencia de Naegleria lovaniensis nos indica,
por su abundancia en aislamientos, que se deberia
de seguir estudiando estos lugares, para que
personas de zonas tanto rurales y urbanas, tengan un
cuidado al momento de entrar a las aguas de estos
sitios, pero enfatizar a las personas de ubicacion
rural ya que por falta de agua en los lugares donde
viven, acuden a estos canales y sitios recreativos
para bafiarse o bien realizar actividades domésticas,
por lo que son los mas vulnerables para poderse
infectarse con Naegleria fowleri.
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