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Resumen

Las amebas de vida libre son organismos ampliamente distribuidos por el medio
ambiente, donde podemos encontrarlos en el suelo, agua y aire. Su capacidad de formar
estadios de alta resistencia denominados quistes, les permiten superar los métodos de
desinfeccion de las aguas y provocar la contaminacion de aguas de consumo y alimentos.
Algunas especies de amebas de vida libre como Acanthamoeba spp., Naegleria fowleri,
Balamuthia mandrillaris o Sappinia diploidea son capaces de provocar enfermedades
graves como la queratitis por Acanthamoeba, encefalitis granulomatosa amebiana o
meningoencefalitis amebiana primaria. También se han descrito amebas de vida libre
capaces de actuar como vehiculos para ciertas bacterias patdgenas, siendo capaces de
resistir a los antibidticos y suponiendo un riesgo para la Salud Publica. La importancia de
las amebas de vida libre en la investigacion esta en auge debido al aumento de las
enfermedades provocadas por las mismas, asi como por la determinacion de estas en
nuevos héabitat y ambientes donde se creia que no podian sobrevivir. Todo ello aumenta
el riesgo de exposicion de los humanos a estos organismos. La deteccion y diferenciacion
de las amebas de vida libre se fundamenta tanto en métodos de observacion de la
morfologia por microscopia como en métodos moleculares.

Palabas clave: amebas de vida libre, quistes, Acanthamoeba, Naegleria fowleri,
Balamuthia mandrillaris, Sappinia diploidea, deteccion y diferenciacion y métodos
moleculares.

Abstract

Free-living amoebae are organisms widely distributed throughout the
environment, where they can be found in the ground, water and air. Their ability to form
high resistance stages, named cysts, allowed them to overcome the water disinfection
methods and to cause the pollution of drinking water and food. Some species of free-
living amoebae such as Acanthamoeba spp., Naegleria fowleri, Balamuthia mandrillaris
or Sappinia diploidea are able to cause serious diseases as Acanthamoeba keratitis,
granulomatous amoebic encephalitis or primary amoebic meningoencephalitis. Free-
living amoebae capable of acting as vehicles for certain pathogenic bacteria have also
been described, being able to resist antibiotics and posing a problem to Public Health.
The research importance of free-living amoebae is growing due to the increase in diseases
caused by them, as well as the isolation of these in new habitats and reservoirs where it
was believed they could not survive. All this increases the exposure risk of humans to
these organisms. The detection and differentiation of free-living amoebae are based on
both microscopy observation methods about the morphology and molecular methods.

Keywords: free-living amoebae, cysts, Acanthamoeba, Naegleria fowlere, Balamuthia
mandrillaris, Sappinia diploidea, detection and differentiation, and molecular methods.



Introduccion.

Las amebas de vida libre (AVL) son organismos unicelulares ubicuos en los
ecosistemas naturales que podemos encontrar en gran cantidad en el agua, suelo o aire.
Las AVL presentan un papel importante en estos ecosistemas, tanto como reductores de
la biomasa bacteriana como regenerando la misma [1] [2]. A pesar del gran nimero de
géneros y especies descritas de AVL en la naturaleza, solo algunas especies del género
Acanthamoeba spp., y las especies Naegleria fowleri y Balamuthia mandrillaris, son las
que tienen mayor incidencia en las infecciones humanas [3] [4] [5] [6]. Existen otros
géneros y especies tales como Vahlkampfia spp., Vermamoeba vermiformis, Sappinia
diploidea y Sappinia pedata, que también pueden causar enfermedades en humanos,
aunque tienen una muy baja incidencia [3]. Desde un punto de vista epidemioldgico y
sanitario, el género Acanthamoeba y Naegleria fowleri son las mas importantes [2].

La mayoria de AVL presentan dos estadios durante su ciclo de vida, siendo la
forma de quiste la que les confiere una gran resistencia a las condiciones ambientales
adversas. Estos quistes tienen una gran resistencia a los diferentes tratamientos del agua,
informandose de casos de supervivencia de quistes después de procesos de clarificacion,
filtracion rapida y ultrafiltracion, asi como después del tratamiento con biocidas como el
cloro, el dioxido de cloro, la monocloramina, ozono, nitrato de cobre-plata y luz
ultravioleta. [7] [8] [9] [10]

Las AVL se encuentran dentro de los organismos capaces de interactuar con
bacterias y otros organismos. Esta asociacion permite a estos endosimbiontes resistir,
transmitirse y permanecer en ambientes que no son ideales para su crecimiento. Ademas
de la proteccion a las condiciones ambientales externas que les confieren las AVL, estos
organismos son capaces de reproducirse en el interior de estas. Asimismo, se han descrito
casos de aumento de la virulencia después del paso a través de las AVL [1]. Bacterias
como Campylobacter jejuni, Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7 o Listeria
monocytogenes han sido aisladas en el interior de AVL.

Ademas de bacterias, Acanthamoeba puede transportar en su interior virus,
levaduras y otros protozoos. Se ha demostrado la capacidad de este género de albergar
microorganismos como adenovirus, minivirus, poliovirus y otros [11] [12]. También se
han descrito casos de asociaciones con protozoos, como Crypotosporidium, y con
levaduras como Crystococcus neoformans [13].



Amebas de vida libre patdgenas.
Género Acanthamoeba.

El género Acanthamoeba esta formado por protozoos oportunistas que tienen una
amplia distribucion en el medio ambiente [14]. Presenta dos estadios durante su ciclo de
vida: la forma de trofozoito y una forma de resistencia denominado quiste, el cual puede
presentar diferentes formas dependiendo de la distribucion de las puntas del endoquiste.
Ambas formas de vida son infectivas y se pueden encontrar en el agua mineral, y
embotellada; aguas costeras; soluciones para lentes de contacto; suelo, polvo y aire; aguas
residuales; calefaccion, ventilacion o unidades de aire acondicionado y lavados
gastrointestinales [2].

La via de entrada en los seres humanos puede variar e ir desde la via intranasal,
permitiendo su migracion directa al sistema nervioso central (SNC), a la via cutanea,
pudiendo entrar través de heridas en la piel, o por el tracto respiratorio [15]. Las amebas
patdgenas del género Acanthamoeba pueden causar infecciones oculares, queratitis por
Acanthamoeba (AK), y encefalitis granulomatosa amebiana (EGA) [2]. Las amebas del
género de Acanthamoeba recientemente han recibido mucha atencidén porque pueden
actuar como huéspedes para bacterias patdgenas como Legionella spp., Francisella
tularensis, Mycobacterium avium, Burkholderia spp., Vibrio cholerae, Listeria
monocytogenes, Helicobacter pylori, Afipia felis y Escherichia coli serotipo O157 [4].

Género Naegleria. Naegleria fowleri

El género Naegleria esta formado por mas de 30 especies que tienen una amplia
distribucion en el medio ambiente, siendo Unicamente Naegleria fowleri descrita como
patdgena para el ser humano, a pesar de que se han descrito al menos dos especies
(Naegleria australiensis y Naegleria italica) potencialmente patdgenas en animales de
experimentacién, pero no descritas aun en humanos [4] [15]. Este organismo presenta 3
estadios durante su ciclo de vida: una forma ameboide, denominada trofozoito ameboide,
en la cual se alimenta y se divide y es la considerada forma infectante e invasiva; una
forma flagelada, denominada trofozoito flagelado, considerado un estado transitorio y
una forma de resistencia o quiste, los cuales Unicamente se observan en el medio
ambiente.

Se ha aislado N. fowleri de piscinas de agua dulce, charcos, lagos, rios, aguas
termales, efluentes contaminados térmicamente de centrales eléctricas, piscinas de
hidroterapia, acuarios, aguas residuales, canales de irrigacion, e incluso de los fosas
nasales y gargantas de individuos sanos asintomatico o aguas con una cloracion
inadecuada que les permita proliferar y alimentarse de bacterias. Se trata de un organismo
termofilico capaz de soportar temperaturas de hasta 45° C. La principal via de infeccién
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es mediante la entrada de estas aguas contaminadas o infectadas a través de las fosas
nasales, migrando desde ahi hasta el SNC a partir de la placa cribosa, estando descrita
como el agente causal de la meningoencefalitis amebiana primaria (MAP) [4].

Género Balamuthia, Balamuthia mandrillaris.

Al igual que en el caso de N. fowleri, dentro del género Balamuthia so6lo se ha
descrito como agente patdgeno en humanos a Balamuthia mandrillaris. Esta presente en
el suelo y, al igual que el género Acanthamoeba, presenta dos estadios en su ciclo de vida:
la forma de trofozoito, que se caracteriza por ser pleomérfica, y una forma de resistencia
0 quiste, la cual presenta una pared con tres capas. En el caso de este organismo ambos
estadios son infectivos para los seres humanos

Las vias de entrada pueden ser a través de la piel por alteraciones de ésta o por via
nasal. En seres humanos se puede producir una migracion via hematégena hasta el SNC
pudiendo causar, al igual que Acanthamoeba, EGA o lesiones cutaneas [4].

Otros géneros de amebas patdgenas.

Ademas de las especies anteriormente descritas, existen otros géneros que se han
relatado como patdgenos para los humanos o que presentan gran importancia para la salud
publica, ya sea por su implicacion directa o por estar relacionados con la transmision de
otros organismos patdgenos [7] [8].

Es el caso de algunas especies de Sappinia spp., tales como S. diploidea o S.
pedata. S. diploidea ha sido descrita como agente causal de una infeccion en una persona
inmunocompetente de 38 afios en 2001, siendo este el primer y Unico caso descrito en
seres humanos [4]. De igual modo, se han documentado casos de queratitis donde no solo
se ha aislado Acanthamoeba, sino que se presenta acompafiada por otros géneros como
Vahlkampfia o Vermamoeba [16]. Esto podria indicar la existencia de otras amebas,
aparte de Acanthamoeba, que causan queratitis.



Objetivo.

El objetivo de este trabajo es realizar una revision bibliogréafica sobre la deteccion
de amebas de vida libre en aguas de consumo y alimentos.



Metodologia: Estrategias de busqueda de informacion.

Los estudios cientificos publicados en revistas médicas fueron identificados
mediante buasquedas bibliograficas en dos bases de datos distintas: “PubMed” vy
“ResearchGate”. Los términos de busqueda fueron “Amebas”, “AVL”, “Acanthamoeba”,
“Naegleria” “Sappinia”, “Balamuthia”, combinados con “Deteccién en agua”,
“Deteccion en alimentos”, “queratitis amebiana”, “amebas de vida libre”, “encefalitis
granulomatosa amebiana”. El limite establecido fue la fecha de publicacién no anterior al
afio 1990. La identificacion de estudios se completd consultando la bibliografia de los
articulos seleccionados Por ultimo se realizd una busqueda de paginas web para
identificar posibles estudios no publicados en revistas médicas pero que hubieran sido
resefiados en Internet.

De los estudios seleccionados se extrajeron los datos relativos a las caracteristicas
de las AVL, y a los diferentes materiales y métodos empleados para la deteccién de estas
en aguas de consumo y alimentos.



Resultados y Discusion.
Deteccion en aguas de consumo.

Muestreo.

Cuando se realizan estudios de deteccion de AVL en aguas de consumo humano
observamos como la localizacion del muestreo varia en funcién del objetivo del estudio,
pueden ser muestreados directamente del agua del grifo, de plantas de tratamiento de
aguas, aguas embotelladas, en rios o sus afluentes y en zonas recreativas como piscinas.
Al igual que la zona, el volumen de muestreo es variable, observandose que oscila entre
un minimo de 50ml [17] [18] [19] hasta volimenes de mas de seis litros [20]. Asimismo,
se toman diferentes valores del cuerpo del agua donde se realiza el muestreo, tales como
el pH o la temperatura [7] [6].

Aislamiento de las Amebas.

En la bibliografia consultada comprobamos como, una vez llega la muestra al
laboratorio y previo al proceso de cultivo y crecimiento de los organismos, se realiza una
filtracién, aunque también hay técnicas donde se aplica cierto volumen de la muestra
sobre el medio de cultivo directamente [2] [18]. En algunos casos se realiza un
centrifugado de la muestra, tal y como recomienda el protocolo de Health Protection
Agency [7]. En el caso de realizarse el proceso de filtracion, se emplea, normalmente, un
filtro de nitrocelulosa, donde el tamafio del poro varia entre valores de 0,45 um [2] [17]
[21] [22] [7] [23] y 1,2 um [24] [6].

Una vez realizada la filtracion se suelen emplean dos métodos, principalmente,
para el cultivo. Por un lado, los filtros se pueden depositar directamente sobre el medio
de cultivo, ya sea el filtro entero e invertido, o bien cortdndolo en piezas previamente [6]
[7] [24]. Por otro lado, esta membrana puede ser incubada en una solucién tampon estéril,
la cual en los dias posteriores se centrifuga y de cada centrifugado se siembran unas pocas
gotas sobre el medio de cultivo [23].

En cuanto a los medios de cultivos cominmente utilizados, estos pueden ser
solidos o liquidos. En el caso de los medios sélidos el principal medio empleado es el
Agar No Nutritivo (ANN) con una suspension de Escherichia coli o E. aerogenes
inactivadas por calor, con la finalidad de servir como nutrientes para las AVL.

En el caso del medio de cultivo liquido, se emplea principalmente el medio de
cultivo PYG [14] [17] [21]. Se trata de un medio de cultivo axénico, al que se le afiaden
antibidticos, como la penicilina o estreptomicina, para evitar el crecimiento de otro tipo
de organismos contaminantes de la muestra.



Uno de los métodos empleados para el aislado de cepas utiliza ambos tipos de
medios. Primero se realiza el cultivo de la muestra en medio ANN con una suspension de
Escherichia coli o E. aerogenes inactivadas por calor y posteriormente se transfieren los
fragmentos de agar que contienen los quistes a estos medios axénicos para asi conseguir
cepas puras Yy sin crecimiento de otros organismos no deseados. En algunos casos, previo
al paso de un medio a otro, como método adicional para eliminar las posibles
contaminaciones que puedan estar presenten en el medio de cultivo ANN, se exponen a
luz UV [14].

En la bibliografia consultada también comprobamos como, en relacion a la
temperatura de incubacion, esta varia y puede tomar diferentes valores en funcion de los
objetivos del estudio y de las especies que se quieran identificar, asi podemos encontrar
estudios con temperaturas de incubacion de 23°C [2], 25°C [21] [25], 30°C [23] [26],
37°C [2] [6] [7] [17] [26] y 44°C [2] [6]. La temperatura es uno de los factores que
influyen de forma determinante en el crecimiento de las amebas. A pesar de que presentan
un amplio rango de temperatura de crecimiento, la temperatura Optima para su
crecimiento en laboratorio esta entre 22°C y 37°C. EIl crecimiento en este rango de
temperatura indica su potencial de patogenicidad, ya que demuestra su capacidad de
crecimiento a la temperatura corporal humana.

Las temperaturas de incubacion superiores a 44°C son empleadas para la
deteccidn de cepas virulentas de N.fowleri. Estas temperaturas favorecen el crecimiento
de estas cepas, ya que son termdfilas y dificulta el crecimiento de otras especies que
puedan estar presentes.

En la bibliografia consultada también se comprobd el empleo de diferentes
pruebas para detectar la posible virulencia, como la prueba de la patogenicidad in vitro,
la cual estudia la termorresistencia y osmorresistencia [27], la prueba de la citotoxicidad
in vitro [19] o la prueba para flagelados para Naegleria [5] [23] entre otros.

Esta udltima prueba se emplea para descartar la presencia de especies
pertenecientes al género Naegleria. Para ello, se le afiade agua destilada al medio y se
realizan observaciones para examinar la transformacion al estadio de trofozoito flagelado.

Identificacion.
Morfoldqica.

Una vez realizado el cultivo de las muestras se realizan observaciones de las placas
en busca de crecimiento, normalmente, empleando microscopios invertidos y realizando
esta verificacion diariamente. Esta identificacion se basa en observar las diferentes



caracteristicas morfologicas, tales como las formas de los seuddpodos, la forma de los
trofozoitos o de los quistes o su tamafio o tolerancia a la temperatura [9]. Estas
identificaciones se realizan empleando diferentes claves de identificacion [24] [28] [29].

Para conseguir cepas puras de estas AVL se realiza un traspaso de las AVL
identificadas en el medio a una nueva placa, removiendo el fragmento de medio donde se
encuentran en la primera placa y transfiriéndolo al nuevo medio [28].

Métodos moleculares.

Extraccién y aislamiento del ADN vy anélisis PCR

Una vez realizado los procesos de purificacion de las AVL, y para llevar a cabo la
extraccion del ADN, se obtienen las amebas del medio y se usa para ello una solucién
salina tamponada con fosfato estéril (PBS), a pH 7,2-7,5. En cuanto a la extraccion y
purificacion del ADN, este se realiza, principalmente, mediante el uso de kits tales como
NucleoSpin® Tissue Kit [2], QlAamp DNA Mini Kit [22] [30], QlAamp DNA Blood
Mini Kit [19].

En cuanto al analisis por PCR, las técnicas empleadas pueden detectar diferentes
marcadores genéricos: Aca 16S, Ac6/210, GP, JDP [22], Internal transcribed spacer (ITS)
[19] [24] [28] entre otras. El analisis de la variacion en la secuencia ribosomal ITS se ha
descrito como una prueba muy efectiva para diferenciar entre géneros diferentes vy,
también, para diferenciar dentro de un mismo género [31]. Las técnicas de diagndstico
molecular que analizan la region 18S de ADNr son de gran utilidad en la identificacion
de diferencias dentro del propio genero [2].

En cuanto a los cebadores especificos para realizar las técnicas de PCR, se
emplean diferentes tipos: JDP1 y JDP2 para el género Acanthamoeba especificos para la
region 18S ADNr definida como ASA.S1 [30]. En el caso de Naegleria floweri, p3f/p3r
especifico para la secuencia cromosomal del ADN [29], ITS/ITS2 para el caso de
Vahlkampfia; 5'Balspec16S y 3'Balspec16S, que amplifican una porcién de la region 16S
del ADNr de la mitocondria, en el caso de B. madrillaris, BNgenR2/BNgenF1 para
Sappinia y la pareja NA1/NAZ2 en el caso de Vermamoeba.



Deteccion en alimentos

La deteccion de AVL en alimentos se diferencia con respecto a la deteccion en
agua en la forma de recuperacion de AVL en las muestras. No existen métodos
estandarizados exclusivos para las AVL, por lo que en la mayoria de las investigaciones
se emplean técnicas para la recuperacion de protozoos de vida libre, o técnicas de
recuperacion de protozoos en heces. Uno de los métodos empleados es el de filtracion
que es el mismo que se comentd anteriormente en la deteccién de AVL en agua.

Otro método que se emplea es el de sedimentacion que se basa en la determinacion
de las AVL que se recogen en el sedimento obtenido tras aplicar estas técnicas, mientras
que los flagelados y ciliados se mantienen en la parte del sobrenadante. De este modo, se
realiza inoculaciones del sobrenadante y del sedimento en dos placas separadas de Agar
No Nutritivo con una suspension de Escherichia coli o E. aerogenes inactivadas por calor.
También se emplean otros tipos de técnicas de sedimentacion como la técnica de
Formalina — Acetato de etilo.
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Discusion

Las amebas de vida libre estdn ampliamente distribuidas por el ambiente, tanto en
el aire, como en el suelo y el agua. Esto deriva en contaminacion tanto de agua como de
alimentos por AVL. A pesar de que solo un pequefio grupo de estas son patdgenas para
el ser humano, la severidad de las patologias producidas es elevada y se ha visto en auge
en los Gltimos afios [18]. Las investigaciones de AVL, sobre todo en aguas, se han visto
incrementadas debido a la ubicuidad de éstas, asi como a su patogenicidad sobre los
humanos o a su capacidad de interaccionar con otro tipo de organismos, como bacterias,
y actuar como vehiculos de transporte de estas.

Varios estudios han descrito la presencia de AVL tanto en plantas de tratamientos
de aguas como en las redes de distribucion de estas a la poblacion, o incluso en aguas
embotelladas [9] [25] [32] [33]. Esto evidencia, por un lado, una ineficiente aplicacién de
los métodos de filtracion y eliminacion de microorganismo de las aguas de consumo. Por
otro lado, este hecho pone de manifiesto la gran resistencia que poseen las AVL, a traves
de sus estadios vegetativos de resistencia, a los diferentes métodos de desinfeccién de
aguas [25].

Asimismo, la presencia de AVL en aguas tanto de consumo como de uso agrario
0 recreativo aumenta la posibilidad de infeccidn de animales o alimentos, siendo esta otra
via de entrada de las mismas a la cadena alimentaria [18].

El aumento de investigaciones sobre la deteccion de AVL en nuevos ambientes,
donde no se creia que pudieran desarrollarse [34], su supervivencia a las plantas de
tratamiento de aguas y su ubicuidad en el medio ambiente, hace plantear la necesidad de
hacer mas hincapié en las investigaciones sobre los posibles nichos y ecosistemas donde
estas se pueden encontrar y que puedan ser foco de infecciones para animales o humanos
[35].

Habria que resaltar que los estudios de AVL en alimentos son escasos, pues la
transmision de AVL por esta via esta aln cuestionada y faltan investigaciones sobre las
diferentes relaciones e interacciones entre ambos. A pesar de ello, existen evidencias de
que la contaminacion de alimentos por AVL existe, pues se han detectado en diversos
alimentos como frutas y verduras [4] [36] [37] [38] 0 en alimentos de origen animal, como
por ejemplo peces o cerdos [1] [34]. En la actualidad no hay métodos estandarizados para
la deteccion de AVL en alimentos.
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Esta falta de consenso a la hora de elegir un metodo comun para la deteccion de
AVL, tanto en alimentos como en aguas de consumo, puede ser el causante de las
disparidades de resultados que existen entre algunas investigaciones y autores [8].

Es importante recalcar, también, que falta una legislacién aplicable exclusiva para
AVL. Para el caso de aguas, la legislacion existente se refiere a la determinacion de
indicadores de bacterias fecales (Directiva 98/83/CE). En el caso de Espafia solo hay
legislacion aplicable a parasitos en aguas para la deteccion de Cryptosporidium (Real
Decreto 140/2003) [20]. A pesar de esto, hay paises como México, con la norma Oficial
Mexicana NOM-245-SSA1-2010, donde se establece como limite permisible la ausencia
de estas en la muestra en agua de consumo Yy recreo, para los géneros Naegleria y
Acanthamoeba y Australia con la “Australian Drinking Water Guidelines”, documento
empleado ampliamente en Australia para la gestion del agua potable, donde exponen que
a pesar de no haber un limite establecido para estos organismo, una densidad de 2
organismos por litro (o deteccidn en una muestra de 500 ml) es un umbral apropiado para
realizar las correspondientes acciones sobre estas aguas.

Dado su ubicuidad, las AVL han sido detectadas en gran parte del mundo.
Estudios en Espafia en rios, plantas de tratamiento de agua y plantas de aguas residuales
han detectado la presencia de AVL en un 94,6% de las muestras (221/223) [20].

Estudios en las Islas Canarias han dado resultados positivos tanto en muestras de
tierra y arena de playa, 43/114 para el caso de tierra y 21/50 muestras positivas para el
caso de arena de playa, como en muestras de agua de consumo y agua de mar, con
porcentajes del 59,46% (88/148) y 40% (24/60) respectivamente, para Acanthamoeba
[21].

En Tunez estudios de las aguas en hospitales dio como resultado valores positivos
para AVL en un 53,5%, encontrandose Acanthamoeba en un 47,6% (40/84) de las
muestras [39].

Estudios realizados en aguas termales de 13 provincias de Tailandia detectaron la
presencia de AVL en un 38,2% (26/68) de las muestras, donde se detectd Naegleria en
un 35,3% (24/68) y Acanthamoeba en un 13,2% (9/68) de las muestras [40]. Estudios en
diferentes paises del sureste de Asia detectaron la presencia de AVL tanto en aguas
tratadas como en aguas sin tratar, en Singapur con un 43% (9/21) de muestras positivas,
en Laos un 87% (27/31) de las muestras y en Birmania en un 92% (39/42) [18].
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En USA también se han identificado AVL, estudios en rios de Virginia se han
obtenido valores positivos en AVL del 43,4% (143/330) para diferentes generos de
amebas como Naegleria, Vannella, Acanthamoeba, Vahlkampfia, y Hartmannella [41].

En Brasil, al igual que en Tlnez, se han detectado AVL en aguas de hospitales,
obteniendo hasta un 45,5% de muestras positivas para Acanthamoeba y un 3,8% para el
género Naegleria de 132 muestras totales [42]. Asimismo, en este mismo pais se han
detectado genotipos especificos de Acanthamoeba en ostras y aguas de estuarios [43].

Una de las mayores problematicas que se encuentra en los estudios de AVL son
los métodos de identificacion de las mismas. La observacion de los estadios morfoldgicos
es uno de los mas utilizados, pudiendo llevarse a cabo una diferenciacion a nivel de
género. No se puede emplear Unicamente este método para realizar la diferenciacion, pues
se ha observado que cambios en los medios y técnicas de siembra influyen en el tamafio
y morfologia de las AVL [2]. La clasificacion de las AVL en base unicamente a los
criterios morfoldgicos se considera insuficiente y necesita de la complementacién de los
diferentes métodos moleculares, tales como el analisis de la variacion en la secuencia
ribosomal ITS o las técnicas de diagndstico molecular que analizan la region 18S de
ADNTrr entre otras [2] [31].

Es evidente que se necesitan avances en la metodologia de deteccion e
identificacion de AVL y que esto ayudaria en el diagnéstico rapido de enfermedades
provocadas por estos organismos y permitiria estudios con gran cantidad de muestras.

Estas metodologias de deteccion deberian ser méas rapidas, obteniendo el ADN
directamente de la muestra, sin necesidad de un cultivo previo. Esto podria ser eficaz para
el caso del género Balamuthia, pues no crece facilmente en el medio convencional de
ANN.

Habria que considerar también el empleo de diferentes técnicas de PCR, como la
PCR anidada, la cual brinda una mayor sensibilidad y especificidad, o el uso de la PCR a
tiempo real en lugar de la PCR convencional.

El aumento en el conocimiento sobre el genoma de las diferentes especies de AVL
brindaria, asimismo, mejoras en la diferenciacién y determinacion de la patogenicidad de
estos organismos.
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Conclusiones

1.

En la actualidad no hay métodos estandarizados para la deteccién de AVL en
alimentos o aguas.

No existe legislacion alguna sobre la presencia de amebas de vida libre en aguas de
consumo o alimentos en Espafia. Aunque si existe legislacion aplicable a AVL en
paises como Meéxico y Australia.

Existe contaminacion de alimentos por AVL, pues se han detectado en alimentos
como frutas y verduras.

Se han detectado AVL en aguas, tanto de consumo humano como de uso agrario y
recreativo.

Se requiere una mejora de los métodos especificos de aislamiento y deteccion de AVL
tanto en aguas de consumo humano como en alimentos.
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