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RESUMEN GENERAL

Dentro del grupo de las amebas de vida libre (AVL) de la familia Vahlkampfiidae, de
amplia distribucién en la naturaleza, el género Naegleria destaca por comprender especies
adaptadas a altas temperaturas como la ameba parasita facultativa N. fowleri, causante de
meningoencefalitis amebiana primaria (MAP). Naegleria spp. y otros vahlkampfidos se
pueden encontrar en entornos terrestres y acuaticos variados, donde pueden entrar en

contacto con el ser humano.

La caracterizacion y evaluacion de cuerpos de agua es fundamental para conocer
la presencia de microorganismos patégenos y el riesgo de infeccion. En este trabajo se
realizé una encuesta de condiciones ambientales en fuentes naturales de agua dulce
utilizadas para la visitacion turistica y recreativa en Costa Rica durante 2023, con el fin de
determinar la presencia de AVL de la familia Vahlkampfiidae capaces de crecer a
temperaturas elevadas como 42 °C, identificar parametros fisicoquimicos y geoespaciales
relacionados con la presencia de N. fowleri o Naegleria spp., y describir el perfil de
conocimientos, actitudes y practicas (CAP) de las personas con relacion a la infeccién por

N. fowleri.

Para cumplir con los objetivos propuestos, se muestred agua y sedimentos de
veinticuatro lugares y se midieron parametros como temperatura, pH, conductividad
eléctrica y oxigeno disuelto en agua. Del agua, ademas, se realizd cultivo a 42 °C,
aislamiento y PCR, resultando en veinte sitios positivos por AVL vahlkampfidas (83,3 %),
siete de los sitios positivos por Naegleria (29,2 %) pero todos negativos por N. fowleri. La
identificacion por secuenciacion basada en el amplicon de la PCR de familia taxonémica
detect6 Tetramitus spp. predominantemente, seguida de Vahlkampfia sp. y Neovahlkampfia

sp. En el sedimento se realizaron determinaciones de metales, cationes y analisis de



textura. Hubo asociacion estadistica significativa (p < 0,05) entre el oxigeno disuelto, la
conductividad del agua, el cobre y el porcentaje de arcilla en sedimento con la presencia de
Naegleria spp., aunque la asociacién epidemiolégica no lo fue. Los sitios presentaron un
predominio de cobertura forestal y se ubicaron en regiones subclimaticas con patrones de
lluvia importantes. Ademas, se aplicd una encuesta de CAP a 72 personas entre 18 y 66
afios, de las cuales un 37,5 % no habia escuchado sobre N. fowleri, y se obtuvo puntajes
generales de 35,8 % de conocimiento, y 3,01 y 2,16 para actitudes y practicas, siendo cinco
el valor mas favorable o de menor riesgo. Las pruebas estadisticas arrojaron diferencias
significativas (p < 0,05) en el nivel de conocimiento segun el género y la procedencia de la

persona.

Este trabajo sefiala que, de manera general, los sitios incluidos en este estudio
poseen caracteristicas ambientales (agua, sedimento, clima) adecuadas para la
permanencia de Naegleria spp. y otras AVL en ellos; indica ademas que N. fowleri
posiblemente enfrenta retos ecoldgicos por fendmenos de competencia. Sin embargo, dada
la variabilidad de los parametros medidos y el numero limitado de sitios, no se obtuvo una
relaciéon clara con la presencia de Naegleria spp. Ademas, los resultados evidencian una
alta frecuencia de AVL termotolerantes en aguas superficiales no termales con capacidad

de proliferar a altas temperaturas, lo que puede hacer posible que N. fowleri esté presente.

La encuesta CAP evidencia bajo nivel de conocimiento y deficiencias en el manejo
y prevencion del riesgo de MAP en la muestra de la poblacion encuestada y expuesta a
reservorios naturales de agua dulce. Los hallazgos de esta encuesta de condiciones
ambientales representan un aporte importante en el conocimiento sobre la presencia de
Naegleria spp. y otras vahlkampfidas en reservorios naturales de agua de Costa Rica y un
punto de partida para sistematizar el monitoreo de AVL potencialmente patdégenas en

entornos de estrecho contacto con el ser humano.



GENERAL ABSTRACT

Within the group of free-living amoebae (FLA) of the Vahlkampfiidae family, which
are widely distributed in nature, the genus Naegleria stands out for including species
adapted to high temperatures, such as the facultative parasitic amoeba N. fowleri, the
causative agent of primary amebic meningoencephalitis (PAM). Naegleria spp. and other
vahlkampfiids can be found in diverse terrestrial and aquatic environments, making contact

with people.

The characterization and evaluation of water bodies is essential to determine the
presence of pathogenic microorganisms and assess the risk of infection. This study
proposed an environmental survey of natural freshwater sources used for tourism and
recreational activities in Costa Rica during 2023. The objectives were to detect the presence
of thermotolerant FLA of the Vahlkampfiidae family, identify physicochemical and geospatial
parameters related to the presence of N. fowleri or Naegleria spp., and describe the

knowledge, attitudes, and practices (KAP) of individuals regarding N. fowleri infection.

In order to accomplish the objectives of this work, water and sediment samples were
collected from twenty-four locations, measuring parameters such as temperature, pH,
electrical conductivity, and dissolved oxygen. Additionally, water samples were cultured at
42 °C, followed by isolation and PCR. Results showed that 20 sites (83,3 %) tested positive
for vahlkampfiid FLA, seven sites (29,2 %) tested positive for Naegleria, but all were negative
for N. fowleri. PCR amplicon sequencing for taxonomic identification predominantly detected
Tetramitus spp., followed by Vahlkampfia sp. and Neovahlkampfia sp. In sediment samples,
metal, cation, and texture analyses were performed. Although dissolved oxygen, water
conductivity, copper concentration, and clay percentage in sediment were statistically
associated (p < 0,05) with the presence of Naegleria spp., epidemiological association was

not demonstrated. The sampled sites were mainly covered by forest and located in



subclimatic regions with significant rainfall patterns. Additionally, a KAP survey was
conducted with 72 individuals aged 18 to 66 years. Results showed that 37,5 % had never
heard of N. fowleri, with overall scores of 35,8 % for knowledge, 3,01 for attitudes, and 2,16
for practices, where five represents the most favorable or lowest-risk response. Statistical
tests revealed significant differences (p < 0,05) in knowledge levels based on gender and

place of origin.

This study suggests, in general terms, that the sites included in the research possess
environmental characteristics (water, sediment, climate) suitable for the persistence of
Naegleria spp. and other FLA. Additionally, N. fowleri may face ecological challenges due
to competitive interactions. However, given the variability of the measured parameters and
the limited number of sites, no clear relationship was established with the frequency of
Naegleria spp. Furthermore, results indicate a high prevalence of thermotolerant FLA in non-
thermal surface waters capable of thriving at high temperatures, indicating the potential
presence of N. fowleri. The KAP survey highlights a low level of knowledge and deficiencies
in risk management and prevention of PAM among people exposed to natural freshwater
reservoirs. The findings of this environmental survey contribute significantly to the
understanding of Naegleria spp. and other vahlkampfiids in Costa Rican water bodies,
providing a valuable foundation for future systematic monitoring of potentially pathogenic

FLA in environments with close human interaction.

Vi
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INTRODUCCION GENERAL

1. DELIMITACION DEL PROBLEMA

Las infecciones por amebas de vida libre (AVL) como Naegleria fowleri son eventos
poco estudiados, con determinantes epidemiolégicos desconocidos. Por la biologia y
ecologia de estas amebas, se postula que el componente ambiental del fenédmeno podria
modular el riesgo de infeccion en entornos de estrecho contacto con el ser humano, como
lo son cuerpos de agua utilizados para la recreacion (Heggie, 2010; Ghapure, 2021). Siendo
que estos lugares pueden constituir territorios nosogénicos para la infeccién con N. fowleri
y otras AVL, es relevante realizar una descripcion de las caracteristicas generales que
favorecen la permanencia de la ameba en estos ecosistemas, asi como de la poblacién

potencialmente expuesta.

Eventualmente, a partir de informacion que trace la linea base, sera posible
desarrollar protocolos de vigilancia ambiental. Por lo tanto, la pregunta generadora que se
plantea en este trabajo de investigacion es: ¢ cuales son las caracteristicas ambientales
asociadas a la presencia de AVL como Naegleria spp. en diferentes fuentes de agua dulce
naturales utilizadas para la recreacion turistica en aquellas regiones de Costa Rica
relacionadas a los casos que se han presentado en el pais, asi como el perfil
sociodemografico y conductual de las personas visitantes de estos sitios de recreo durante

20237

2. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO-CONCEPTUAL

2.1. Generalidades y relevancia clinica de las amebas de vida libre

Las AVL son microorganismos eucariotas unicelulares (protozoarios), ubicuos en la
naturaleza y de distribucion mundial, que habitan en ambientes terrestres, acuaticos y en

sus interfases, y poseen un papel importante en el control de las poblaciones bacterianas.



Asimismo, las condiciones climaticas y del entorno, tales como la temperatura, el pH y los

nutrientes disponibles regulan su permanencia en estos ambientes (Figura 1) (Griffin, 1983).

De forma general, en su ciclo de vida existen formas vegetativas para la
multiplicacién, el desplazamiento y alimentacion conocidas como trofozoitos, asi como
quistes que le confieren proteccién a adversidades del entorno (18). Algunas de estas
amebas se denominan anfizoicas, pues exhiben la capacidad de hacer parasitismo
facultativo al momento de ingresar al cuerpo humano y establecer una infeccion, lo que las

convierte en potencialmente patégenas (Martinez & Visvesvara, 1997).

Es de particular interés, cuando se ha trabajado con AVL con temperaturas éptimas
de crecimiento elevadas o cepas que toleran altas temperaturas, los resultados que
sugieren una asociacion con una virulencia incrementada en estos aislamientos,
evidenciada asi por medio del efecto citopatico y patogenicidad en animales de laboratorio

(Griffin, 1972; Rivera et al., 1983; Castro-Artavia et al., 2017).



Alimentacion
Algas, bacterias, levaduras y
virus (por quimiotaxis y
fagocitosis)

diferencial de
naegleriaporos, &
catepsina, serin- =
proteasas, 4
fosfolipasas *

Flagelado
(en N. fowleri)

N

Extension de pseudépodos,
corrientes de citoplasmay

de adhesividad. Flagelos.

Virulencia o ===

Genes
relacionados a / Trofozoito

autofagia, ) <A, lipidos,
dindmica de i A b A\\‘ ®  produccién de

citoesqueletoy  * S e “ ¢ antimicrobianos
membrana, = ; el

movilidad, < ,/
respuesta a estrés I s
Expresion
Quiste

Movilidad " a — Adaptacién: modificaciones

intercambio de genes para
cambio de forma. Modulacién

Metabolismo

Carbohidratos,
\ aminodcidos,

\ Supervivencia
» "Environmental
sensing" y
respuesta a
estimulos (presas,
alta temperatura,
»> niveles de oxigeno,
osmolaridad)

post traduccionales e

mayor eficiencia de
colonizacién

Figura 1. Biologia y ecologia de Naegleria: sus formas evolutivas se pueden encontrar en la naturaleza y entornos modificados por el
hombre. La disponibilidad de alimento, su capacidad de adaptacion metabdlica, la posibilidad de transitar por estadios flagelados y las
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postraduccionales y el intercambio de genes. Tomado y adaptado de: Dereeper et al. (2023).



Las AVL mas comunmente asociadas al desarrollo de patologias son las
pertenecientes al género Acanthamoeba (principalmente del genotipo T4) y Naegleria
fowleri, ambas con capacidad de provocar cuadros a nivel de sistema nervioso central
(encefalitis granulomatosa amebiana y meningoencefalitis amebiana primaria,

respectivamente) (Visvesvara et al., 2007; Sarink et al., 2022).

En el caso de Acanthamoeba, es posible ademas la producciéon de manifestaciones
clinicas a nivel de ojo (queratitis amebiana) y piel. Asimismo, se han asociado las amebas
Balamuthia mandrillaris y Sappinia spp. con la aparicion de casos de enfermedad en el ser
humano (Siddiqui & Khan, 2008; Qvarnstrom et al., 2009; Delafont et al., 2018). En la Figura
2 se describen los ciclos de vida de algunas AVL con potencial patogénico en el contexto

de su interaccion con el ser humano como hospedero.
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Figura 2. Ciclo de vida y principal ruta de transmisién de diferentes infecciones causadas
por amebas de vida libre. Ac: Acanthamoeba, Bm: Balamuthia mandrillaris, Nf: Naegleria
fowleri. Tomado y adaptado de CDC (2024):
https://www.cdc.gov/dpdx/freelivingamebic/index.html



https://www.cdc.gov/dpdx/freelivingamebic/index.html

Mas alla de su rol directo como agentes etioldgicos, se considera que las AVL son
verdaderos reservorios ambientales para bacterias con potencial patogénico como
Legionella pneumophila, Pseudomonas sp. y Mycobacterium sp., que resisten y
permanecen viables dentro de las amebas, asi como otras que se adaptan a la vida

intracelular (Greub & Raoult, 2004).

Los avances en la comprension de los mecanismos de patogenicidad y la
informacion gendmica deben ser fundamentales para cerrar la brecha en investigacion que
existe sobre las AVL y las infecciones que provocan (Rodriguez-Anaya et al., 2021), que se
han catalogado también como enfermedades desatendidas, y cuyas consecuencias van en

incremento (Angelici et al., 2021).
2.2. Biologia y ecologia de Naegleria spp. y Naegleria fowleri

Las amebas del género Naegleria, quiza el mas estudiado y mejor conocido,
pertenecen a la clase taxondmica Heterolobosea, orden Schizopyrenida, familia
Vahlkampfiidae, un grupo parafilético que contiene a la mayoria de heterolobdseos (Panek
& Cepicka, 2012). Otras amebas vahlkampfidas son Vahlkampia, Pseudovahlkampfia,
Allovahlkampfia, = Paravahlkampfia, = Neovahlkampfia, Tetramitus, Paratetramitus,
Trimastigamoeba, Tetramastigamoeba, Lyromonas, Heteramoeba, Adelphamoeba,
Pleurostomum, Tulamoeba, Fumarolamoeba, Didascalus, Psalteriomonas, Willaertia,
Marinamoeba, y Percolomonas (Patterson et al., 2000; Panek & Cepitka, 2012). Esta
familia se caracteriza por la presencia de un nucleo tipo limax y por la persistencia del
nucleolo durante la mitosis (Panek & Cepi¢ka, 2012) en sus organismos y, como otros
heterolobdseos, pueden presentar formas ameboides, quisticas o flageladas (Patterson et

al., 2000).



Estas amebas son heterotréficas; muchas se alimentan de bacterias, aunque se ha
descrito también el fendmeno de canibalismo. Poseen un amplio rango de habitats
(principalmente suelos y sedimentos asociados a cuerpos de agua) y se han hallado en
ambientes extremos de salinidad, temperatura y pH; algunos miembros son termofilicos, a

diferencia de otras AVL (Panek & Cepicka, 2012).

Dentro del género Naegleria, la diferenciacion de especies debe hacerse por medio
de las secuencias ITS y 5.8S del ADN ribosomal, y muchas de estas son termofilicas (la
mayoria se han encontrado en temperaturas maximas entre los 30 °C y los 45 °C), lo que
les permite tolerar hasta los 45 °C en el caso de N. fowleri (Schuster & Visvesvara, 2004),
N. lovaniensis, N. niuginensis, N. martinezi, N. carteri, N. endoi y N. johanseni, mientras
otras como N. australiensis, N. italica, N. pussardi, N. jamiesoni, N. morganensis, N. sturti,
N. tihangensis, N. byersi, N. laresiy N. tenerifensis también exhiben crecimiento por encima
de los 40 °C. Naegleria spp. han sido reportadas en todos los continentes, excepto en la
Antartida (De Jonckheere, 2014), colonizan ambientes con muy variado aporte nutricional

y debe alimentarse de otros microorganismos (Figura 1).

En una descripcién pangendmica del género, se encontraron genes involucrados en
quimiotaxis, fagocitosis, expresion de receptores, actividad enzimatica y versatilidad
metabdlica, lo que posiblemente se relacione con su necesidad de afrontar cambios

drasticos de su entorno (Dereeper et al., 2023).

De cerca de 47 especies conocidas dentro del género, N. fowleri es la Unica con
capacidad patogénica y letal demostrada. Esta especie produce una infeccién a nivel
cerebral conocida como meningoencefalitis amebiana primaria (MAP) (Butt, 1966), la cual
puede afectar individuos sanos e inmunocompetentes; esta es calificada como una
enfermedad infecciosa emergente susceptible al cambio climatico (Jahangeer et al., 2020;

Maciver et al., 2020) y destaca por ser rara, pero aguda y fulminante. Sin embargo, cabe
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destacar que ha habido hallazgos puntuales no concluyentes de otras amebas
vahlkdmpfidas como Paravahlkampfia francinae, Tetramitus ovis y Vahlkampfia sp.,
involucradas en procesos infecciosos en seres humanos (Panek & Cepitka, 2012) y se ha

sugerido el potencial patogénico de N. australiensis y N. italica (De Jonckheere, 2002).

En el ciclo de vida de N. fowleri, ademas de la forma infectante, el trofozoito (10-25
pm), y la de resistencia, el quiste (8-20 pym), se presenta un estadio flagelado piriforme (10-
16 um) que le permite desplazarse en momentos de déficit de nutrientes (Visvesvara et al.,
2007). El trofozoito presenta lobopodos, es uninucleado y capaz de multiplicarse por fisién
binaria, con temperaturas de crecimiento 6ptimas que oscilan desde los 25 °C hasta por
encima de los 35 °C, mientras que la forma flagelada se presenta incluso desde los 27 °C
y hasta los 37 °C, no se multiplica y se caracteriza por presentar dos flagelos que facilitan
su desplazamiento. Los quistes de doble pared se forman bajo condiciones adversas y se
encuentran a temperaturas muy inferiores a los 27 °C; ademas, son capaces de resistir la

desecacion (Gupta & Das, 1999; Jahangeer et al., 2020; Stahl & Olson, 2023).

Tanto los quistes como los trofozoitos de esta ameba son inactivados por cloro,
monocloramina y didxido de cloruro (Dupuy et al., 2014), y se reporta un menor hallazgo de
la ameba conforme mas cercania haya con puntos de cloracion en sistemas de agua para

consumo (Morgan et al., 2016).

N. fowleri se encuentra en sedimentos superficiales y de rios (Lares-Villa &
Hernandez Pefia, 2010; Moussa et al., 2015), en cuerpos de agua dulce naturales como
rios, aguas termales, aguas subterraneas (Moussa et al., 2013; Baquero et al., 2014; Bright
& Gerba, 2017; Fabros et al., 2021; Krishnamoorthi et al., 2022) y en sistemas de agua para
consumo (Coskun et al., 2013; Yousuf et al., 2013). Se ha postulado que las aguas
subterraneas podrian constituir el principal reservorio de N. fowleriy la fuente a partir de la

cual llega la ameba a las aguas superficiales (Maciver et al., 2020).



Una serie de determinantes influye en la distribucién y abundancia de N. fowleri en
el ambiente, como la temperatura y la osmotolerancia (Maciver et al., 2020). Ademas, las
amebas del género Naegleria se relacionan con la presencia de bacterias, cianobacterias,
y biofilm (Chang, 1958; Kyle, 1985; Puzon et al., 2017), pues constituye su fuente de
alimentacion y la disponibilidad de estas “presas” en el sedimento es particularmente
esencial, pues es el lugar en el que el trofozoito las ingiere adherido al sustrato (Maciver et

al., 2020).

Dada su ventajosa capacidad para crecer a temperaturas superiores a los 30 °C (a
las que otras AVL no pueden), N. fowleri se ve inmersa en ambientes propicios para su
proliferacion debido a la escasa competencia ecolégica (Griffin, 1983). Sin embargo, el
calentamiento global y la termofilicidad de esta ameba pueden conformar una sinergia que
conlleve a habitats favorecidos para el patdégeno, con un incremento de sus poblaciones vy,

finalmente, un mayor riesgo de infeccion (Maciver et al., 2020).

2.3. Meningoencefalitis amebiana primaria: abordaje clinico y prevencion

La ruta de infeccidén de N. fowleri al hospedador susceptible es la entrada forzosa,
accidental o circunstancial de la ameba en su forma de trofozoito a la cavidad nasal por
accién de las actividades acuaticas (Maciver et al., 2020). Se adhiere a la mucosa olfatoria
y, al lograr evadir la respuesta inmune innata, irrumpe entre el neuroepitelio olfatorio para
ingresar al sistema nervioso central (Shibayama et al, 2013; Cope et al., 2020). A nivel
cerebral, el patégeno provoca dafo tisular extensivo con inflamacién, con predominio de
neutrdéfilos, hemorragia y necrosis (Cervantes-Sandoval et al., 2008) gracias a la adhesién
y accion enzimatica que induce un efecto citopatico (Visvesvara, 2013), lo que convierte a

la infeccidn en un cuadro clinico fulminante.



Los sintomas se desarrollan tras 1-9 dias post infeccion (Cope et al., 2020).
Tipicamente se puede presentar la aparicién de fiebre, cefalea, rigidez en el cuello, nduseas
y sensacion de cansancio, disminucion del nivel de alerta y somnolencia; en algunos casos,
se puede presentar fotofobia, alteraciones en el gusto y el olfato, incremento de la presiéon
intracraneal, confusion, convulsiones y coma (Guémez, 2021; Sarink et al., 2022). Ante la
ausencia de sintomatologia especifica y, con ello, |la falta de sospecha a la hora de realizar
el diagndstico, este suele ser post mortem. La muerte se presenta entre los dias 7 y 10

posterior al inicio de sintomas (Visvesvara, 2013).

El diagndstico de la MAP se realiza por medio del estudio del liquido cefalorraquideo
(LCR) obtenido por puncion lumbar. El analisis bioquimico presenta valores normales o
bajos de glucosa con alto contenido proteico, mientras que la observacién microscopica
asistida por tincion de Giemsa evidencia abundantes leucocitos polimorfonucleares y la
presencia de amebas que pueden confundirse con otras células humanas (Visvesvara,
2013). A partir de esta muestra, también es posible cultivar en agar no nutritivo
suplementado con enterobacterias e incubando a 37 °C durante una semana; para
diferenciar de otras amebas patégenas se puede realizar un ensayo de exflagelacion, con

el fin de identificar la forma flagelada transitoria (Guémez & Garcia, 2021).

Los estudios neuroldgicos de imagen pueden mostrar inflamacion de las meninges
y obstruccion de los compartimentos por donde circula el LCR (Singh et al., 2006). Para el
diagnéstico molecular se ha explorado el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) (Madarova et al., 2010; Aykur et al., 2022; Oncel et al., 2022); en diversas
plataformas: tiempo real adaptadas a plataformas anidadas (Réveiller et al.,, 2002) o
multiplex para la deteccion simultanea de otras AVL patégenas (Qvarnstrom et al., 2006),

hasta secuenciacion de nueva generacion (Huang et al., 2021).



La supervivencia en esta infeccion es baja por el rapido progreso del dano; muy
pocos de los casos se han recuperado (Gharpure et al., 2021a) y el régimen terapéutico
idéneo es desconocido (Grace et al., 2015; Gliémez & Garcia, 2021). Al reto que supone el
manejo de la MAP, se suma la necesidad de un tiempo de respuesta oportuno. En este
complejo contexto, el tratamiento agresivo con anfotericina B de administracion intravenosa
e intratecal (directamente en cavidades cerebrales) es la opcion mas utilizada (Capewell et
al., 2015; Grace et al.,, 2015). Ademas, se ha probado también con combinaciones de
antimicrobianos como rifampicina, miltefosina, fluconazol y azitromicina (Visvesvara, 2013;

Jahangeer et al., 2020; Gliémez & Garcia, 2021).

Con respecto a las medidas de prevencion, dada la estrecha relacién con ambientes
acuaticos, se habla de asegurar los niveles de cloracién adecuados en piscinas, asi como
evitar el agua no potable y priorizar el uso de agua tratada, destilada, esterilizada y filtrada
para la preparacion de soluciones para lavados o enjuagues nasales (Jahangeer et al.,
2020). La educacion sanitaria sobre el fendmeno, a través de estrategias de comunicacion
entre poblaciones en edad escolar y en establecimientos recreativos, es ideal para
concientizar sobre la necesidad de promover el equipo de proteccion personal (tapones o
prensas para la nariz) durante la estancia en aguas termales u otro tipo de cuerpo de agua
natural o artificial y evitar: i) la entrada de agua a través de las fosas nasales durante las
actividades acuaticas, ii) la remocién o la accion de sacudir el sedimento vy iii) la recreacion

en aguas que se calienten durante épocas de mayor temperatura (CDC, 2024).

2.4. Estado de situacion sobre amebas de vida libre en Costa Rica

En Costa Rica, los primeros hallazgos de AVL asociados a seres humanos fueron
publicados en 1979, aunque no vinculados a cuadros clinicos, pero a partir de muestras de
heces e hisopados nasales, a través de los cuales se logro el aislamiento de Hartmanella

sp., Acanthamoeba sp. y Naegleria sp. Algunos de estos microorganismos con capacidad
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patogénica demostrada en ratones (Chinchilla et al., 1979). Posteriormente, en 2006 se
reporté un caso de una meningoencefalomielitis granulomatosa no supurativa en una vaca,
que se atribuyé a N. fowleri por técnicas inmunofluorescentes en cortes histolégicos

(Morales et al., 2006).

En el pais se han aislado y caracterizado tanto Balamuthia mandrillaris como
Acanthamoeba T4 a partir de diferentes superficies inertes como las de unidades dentales
y unidades combinadas de emergencia de laboratorios (Retana-Moreira et al., 2014;

Retana-Moreira et al., 2015; Castro-Artavia et al., 2017).

En la historia reciente del pais, destaca el reporte del primer caso fatal asociado a
Costa Rica en un nifio estadounidense de 11 afios diagnosticado en su pais de origen vy,
quien dias antes de desarrollar la sintomatologia asociada a la MAP, visitd un complejo
turistico de aguas termales en la zona de La Fortuna de San Carlos, esto en el afio 2014
(Abrahams-Sandi et al., 2015). Asimismo, en 2020 se diagnosticaron tres casos: dos de
ellos asociados a balnearios de aguas termales (Guanacaste y San Carlos), y uno
relacionado a un pozo artesanal subterraneo (Limén) (Retana Moreira et al., 2020a). En
todos los casos, se tratd de menores con edades de quince, cinco y un afo,
respectivamente. Ademas, el microorganismo fue aislado de todas las fuentes de agua
implicadas en los casos, con excepcion del caso de la nifia de cinco afios, en el que no se
solicitd el muestreo, pero que destaca por ser, de los cuatro casos, el unico en el que se
trataba de una paciente femenina y de las pocas recuperaciones exitosas, a nivel mundial,
tras la aplicacion de tratamiento (Abrahams-Sandi et al., 2015; Retana Moreira et al.,

2020a).

Los casos clinicos relacionados a otras AVL como Acanthamoeba también se han
dado ocasionalmente. Existe el reporte de un caso con nexo epidemiolégico con el pais por

un masculino venezolano que visitd zonas boscosas de Costa Rica y, posteriormente, en
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su pais de origen, fue biopsiado por una lesion cerebral de la que se aislé Acanthamoeba
(Wagner et al., 2011). Esta ameba también se aislé6 de una paciente adulta mayor con
antecedente de empleo terapéutico de lentes de contacto por lesion previa del epitelio
corneal, lo que le condujo a una queratitis amebiana. Eventualmente, por pruebas
moleculares se logroé identificar a la ameba dentro del genotipo T4 (Rodriguez Mena et al.,

2017).

Durante el afio 2020, dada la alerta y conmocion mediatica generada por la sucesion
de tres casos de MAP en relativamente corto tiempo, asi como el descenso en la visitacion
a centros recreativos y turisticos de aguas termales, el Ministerio de Salud emitié una serie
de comunicados sobre el riesgo de transmision, haciendo énfasis en que la transmisién no
se daba de persona a persona. Ademas, medidas de acatamiento para el disfrute seguro
como: i) evitar sumergirse o usar naricera en aguas termales dada la ruta de infeccion (via
nasal), ii) rotulacion para advertir sobre el riesgo de adquirir la infeccion, iii) prohibicién de
trampolines o toboganes que descarguen en piscinas de origen termal natural, y iv)
exigencia de limpieza de superficies y entubacién del sitio de captacion del agua termal, las
dos ultimas puestas en firme mediante una modificacion el reglamento de manejo de

piscinas (Ministerio de Salud, 2020a, 2020b, 2020c).

El ente rector también acudié a la Universidad de Costa Rica (UCR) con el fin de
muestrear y obtener la confirmacion de la presencia de la ameba en las fuentes de agua de
los sitios de infeccidn, resultando en hallazgos positivos de aislamiento y deteccion
molecular (Jiménez Cérdoba, 2020a, 2020b). En la Seccion de Protozoologia Médica de la
Facultad de Microbiologia, el grupo de investigacion en AVL se ha centrado en el estudio y
caracterizacion molecular de los aislamientos clinicos de N. fowleri de 2020. Sus ultimos

trabajos en el tema lograron describir vesiculas extracelulares de AVL en términos de
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tamano y de su perfil proteico (Retana Moreira et al., 2020b; Retana Moreira et al., 2022;

Retana Moreira et al., 2024).

En referencia al monitoreo de aguas, las aguas subterraneas para potabilizacion
(pozos y nacientes) son muestreados por el Laboratorio Nacional de Aguas del Instituto
Costarricense de Acueductos y Alcantarillados (AyA), el cual determina, bajo criterios de
calidad microbioldgicos y fisicoquimicos, conteos de coliformes fecales, Escherichia coli y
una serie de parametros organolépticos (temperatura, turbiedad, color, pH, conductividad),
ademas de dureza, nitratos, metales pesados y metaloides (hierro, cadmio, manganeso,

arseénico), cloruros, fluoruros y plaguicidas (Mora-Alvarado et al., 2016).

Por otro lado, a la Direccion de Agua del Ministerio de Ambiente y Energia (MINAE)
le corresponde ejecutar un Plan Nacional de Monitoreo de la Calidad de Cuerpos de Aguas
Superficiales de Costa Rica (MINAE, 2021), de conformidad con lo establecido por el
Reglamento para la Evaluacién y Clasificacion de la Calidad de Cuerpos de Agua (Decreto
Ejecutivo N.° 33903, 2007); en este caso, se abarcan rios, arroyos, quebradas, lagos,
lagunas y embalses de diversas cuencas hidrograficas a nivel pais, con el fin de analizar
coliformes fecales, oxigeno disuelto, alcalinidad, fosfato, nitrato, pH, turbiedad y la demanda
biogquimica de oxigeno, y con la posibilidad de adicionar parametros complementarios
segun las caracteristicas de la zona de muestreo, ademas del monitoreo biolégico de
macroinvertebrados dulceacuicolas. En ninguno de los casos se hace la evaluacion

rutinaria por protozoarios intestinales ni AVL.

3. JUSTIFICACION

Algunos géneros y especies de AVL cuentan con la capacidad de comportarse como
parasitos facultativos al ingresar y establecerse en el ser humano, produciendo infecciones

de diversa severidad. La MAP, por ejemplo, es un cuadro poco frecuente, pero fulminante,

13



sin tratamiento efectivo para todos los casos y con una letalidad entre el 95 y 99 %
(Jahangeer et al., 2020). A la fecha, a nivel mundial, se tiene un registro subestimado de
alrededor de 431 casos (Maciver et al.,, 2020), en el que la mayoria de las personas
infectadas han sido personas con datos de edad desde los ocho meses hasta los 66 anos,

pero con un 62,2 % de estos siendo menores de 13 afos (Yoder et al., 2010).

En Costa Rica, ademas del reporte de infecciones por Acanthamoeba, se
diagnosticaron tres casos de MAP en 2020, relacionados a balnearios de aguas termales
de Guanacaste y San Carlos, y un pozo artesanal en Limén (Retana Moreira et al., 2020a).
En 2014, también, se asocio el fallecimiento de un nifio estadounidense que visitd nuestro
pais pocos dias antes de iniciar la sintomatologia relacionada con el cuadro clinico
(Abrahams-Sandi et al., 2015). Ademas, se ha aislado tanto Naegleria fowleri como
Acanthamoeba y Balamuthia mandrillaris de diversos entornos, acuaticos y no acuaticos,
modificados por el hombre (Retana Moreira et al., 2014; Abrahams-Sandi & Retana-

Moreira, 2015).

Si bien los datos epidemiolégicos evidencian un bajo riesgo de infeccion, es
importante reconocer que puede existir un subregistro de casos dada la falta de protocolos
especificos de vigilancia de estos cuadros, asi como protocolos diagnésticos y recursos
para el aislamiento e identificacion de los patdégenos ante la sospecha clinica, agravado por
la sintomatologia inespecifica que implica la necesidad de un diagndstico diferencial con
infecciones oculares y meningitis bacterianas, virales y fungicas (Matanock et al., 2018;

Jahangeer et al., 2020; Gharpure et al, 2021a).

Naegleria spp. habitan en suelos y aguas de regiones tropicales y subtropicales. Se
han encontrado en sedimentos (Lares-Villa & Hernandez Pefia, 2010; Moussa et al., 2015),
cuerpos de agua dulce, aguas termales y aguas subterraneas (Bright & Gerba, 2017;

Fabros et al., 2021; Krishnamoorthi et al., 2022), y en sistemas de suministro de agua
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(Coskun et al., 2013; Yousuf et al., 2013); también se han encontrado en cuerpos de agua
modificados por el ser humano como piscinas recreativas (Rivera et al., 1983; Reyes-Batlle
et al.,, 2017). Consecuentemente, el principal factor de riesgo para la MAP son las
actividades recreativas acuaticas que facilitan la entrada del patégeno por via nasal, y la
mayoria de los casos se han reportado en épocas calidas de verano (Gharpure et al, 20213;

Yoder et al., 2010).

N. fowleri prolifera ante la elevacién de temperaturas hasta los 45 °C, lo que reduce
la competencia en su nicho ecoldgico. Siendo que esta ameba presenta cambios en su
distribucion y abundancia dependiendo de la temperatura, se considera ademas un agente
susceptible a los efectos del cambio climatico (Cooper et al., 2019); por tal razén, la MAP
es un evento emergente en regiones templadas que se han visto afectadas por el fenédmeno
climatico de elevacién de temperatura promedio (Gharpure et al., 2021b). Por otro lado, la
disponibilidad de cianobacterias y coliformes resulta fundamental para la ameba, pues
constituye su fuente de alimentacion (Maciver et al., 2020), de modo que las modificaciones
ambientales por intervenciones humanas y los desastres naturales que alteran las

poblaciones bacterianas podrian incidir en su presencia en el entorno.

Segun la literatura, no se han identificado trabajos que aborden el andlisis
geoespacial para describir interrelaciones ecologicas con Naegleria spp. u otras amebas
vahlkampfidas que influyan en su permanencia en el entorno. Asimismo, segun Stahl &
Olson (2021), en la mayoria de los casos los estudios sobre caracteristicas fisicoquimicas

no han aportado hallazgos concluyentes, por lo que se requiere explorar el tema.

A pesar de su ubicuidad en la naturaleza y distribucion mundial, poco se ha
estudiado sobre los factores ambientales que determinan su presencia en lugares
normalmente visitados por turistas como los cuerpos de agua naturales, creando una

brecha en el conocimiento sobre la ecologia de esta ameba (Stahl & Olson, 2021). Por lo
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tanto, resulta muy importante identificar estos determinantes con el fin de crear conciencia

sobre la recreacion segura en estos sitios.

A raiz de los casos de MAP ocurridos en Costa Rica, la ameba se ha aislado e
identificado a partir de las fuentes de agua que se relacionaron con las muertes (Abrahams-
Sandi et al., 2015; Retana Moreira et al., 2020a); sin embargo, no se ha investigado su
presencia en aguas superficiales naturales de diferentes puntos geograficos ni en diferentes
momentos del afo. Por lo tanto, en nuestro pais no se cuenta con informaciéon base sobre
la prevalencia ambiental de Naegleria spp. y, en general, el perfil epidemiolégico completo
es complicado de estudiar en este evento con componentes ambientales, conductuales y

biolégicos inexplorados.

Los resultados que ofrece este trabajo permitiran a los tomadores de decision en
salud publica en Costa Rica el definir pautas de vigilancia ambiental como estrategia de
monitoreo del riesgo en fuentes naturales de agua (Malik et al., 2022), una necesidad
patente por la susceptibilidad del evento a las modificaciones del entorno (Maciver et al.,
2020), asi como generar alertas tempranas y planificar nuevas formas de comunicacién
para la prevencién de casos de MAP asociados a sitios recreativos y fuentes de agua
(Saberi et al., 2020). También, ponen sobre la palestra la necesidad de atender con mayor
rigurosidad e integralidad el impacto sanitario derivado de la afectacion antropogénica del

entorno.

En el presente trabajo se desarrolld6 un estudio epidemiolégico transversal
descriptivo y analitico para identificar potenciales territorios nosogénicos susceptibles al
cambio climatico y con las condiciones ambientales para albergar a Naegleria spp. u otras
amebas similares. Este corresponde a una encuesta de vigilancia ambiental con analisis
moleculares que pretende, no solo recabar informacién sobre parametros fisicoquimicos y

geoespaciales relacionados a la ameba, sino también determinar el perfil de los visitantes
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de estos sitios en términos de su comportamiento y conocimiento en relacion con el cuadro
patolégico y el riesgo de infeccion. El proyecto esta inscrito ante la Vicerrectoria de
Investigacion de la UCR y contd con las facilidades de la Seccion de Protozoologia Médica
y del Centro de Investigacion en Enfermedades Tropicales (CIET) de la Facultad de
Microbiologia. Asimismo, como propuesta es parte de un proyecto de investigacion que
recibié fondos de la Beca para Investigacion Cientifica Dra. Luz Claudio, del programa de
colaboracién entre la Universidad Nacional (UNA) y la Icahn School of Medicine at Mount

Sinai de Nueva York.

La epidemiologia enfocada en las exposiciones, como lo es en este caso la
presencia del agente en sitios de potencial contagio, colabora en la caracterizacion de las
acciones que pueden contrarrestarlas (Méndez Paz, 2011). En consecuencia, la
informacion derivada de este trabajo provee evidencia para generar nuevas hipotesis de
trabajo multidisciplinario para la gestion ambiental de las infecciones por AVL e identificar
patrones espaciales de distribucion geografica de estos microorganismos, abre espacio
para el estudio del cambio climatico en relacion con enfermedades emergentes y tiende
puentes con otros grupos de investigacidon nacionales e internacionales para impulsar

proyectos epidemioldgicos relacionados a AVL potencialmente patégenas.
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A continuacion, se presentan dos manuscritos que abordan la tematica general de
esta tesis. En cada uno se desarrolla una metodologia alineada a un objetivo claro que

pretende responder el problema planteado, introducido y justificado en esta seccién.
ARTICULO |

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y GEOAMBIENTAL DE CUERPOS DE AGUA
DULCE CON CAPACIDAD PARA ALBERGAR Y FAVORECER LA PRESENCIA

AMEBAS DE VIDA LIBRE POTENCIALMENTE PATOGENAS

CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E GEOAMBIENTAL DE CORPOS DE AGUA
DOCE COM CAPACIDADE PARA ABRIGAR E FAVORECER A PRESENCA DE

AMEBAS DE VIDA LIVRE POTENCIALMENTE PATOGENICAS

PHYSICOCHEMICAL AND GEOENVIRONMENTAL CHARACTERIZATION OF
FRESHWATER BODIES WITH CAPACITY TO HOST AND PROMOTE THE PRESENCE

OF POTENTIALLY PATHOGENIC FREE-LIVING AMOEBAE

Este articulo se sometera a la Revista de Salud Ambiental, érgano de la Sociedad Espafiola
de Salud Ambiental, Sociedade Portuguesa de Saude Ambiental y de la Sociedad

Iberoamericana de Salud Ambiental (https://salud-ambiental.com/revista/). Ver Anexo 1.

RESUMEN

Dentro del grupo de las amebas de vida libre (AVL), el género Naegleria destaca por
incluir especies adaptadas a temperaturas por encima de los 40 °C como la ameba
facultativa N. fowleri, causante de meningoencefalitis amebiana primaria (MAP). Naegleria
spp. se pueden encontrar en entornos terrestres y acuaticos variados, entrando asi en
contacto con el ser humano facilmente. La caracterizacion y evaluacion de cuerpos de agua

es fundamental para conocer la presencia de microorganismos patégenos y el riesgo de
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infeccidon. En este estudio se realizd una encuesta de condiciones ambientales para la
identificacion de parametros fisicoquimicos y geoespaciales relacionados con la presencia
de N. fowleri en fuentes de agua dulce naturales utilizadas para la visitacién turistica y
recreativa en Costa Rica durante 2023. Se muestre6 agua y sedimentos de 24 lugares y se
midieron parametros como temperatura, pH, conductividad eléctrica y oxigeno disuelto en
agua. Del agua, ademas, se realiz6 cultivo, aislamiento y pruebas moleculares, resultando
siete de los sitios positivos por Naegleria (29,2 %) pero todos negativos por N. fowleri. En
el sedimento se realizaron determinaciones de metales, cationes y analisis de textura. Hubo
asociacion estadistica significativa (p < 0,05) entre el oxigeno disuelto, la conductividad del
agua, el cobre y el porcentaje de arcilla en sedimento con la presencia de Naegleria spp.,
aunque la asociacion epidemiolégica no lo fue. Los sitios presentaron un predominio de
cobertura forestal y se ubicaron en regiones subclimaticas con patrones de lluvia
importantes. Este trabajo representa un primer monitoreo para determinar la presencia de

AVL potencialmente patdgenas en aguas superficiales de Costa Rica.

RESUMO

Dentro do grupo das amebas de vida livre (AVL), o género Naegleria se destaca por
incluir espécies adaptadas a altas temperaturas, como a ameba facultativa N. fowleri,
causadora da meningoencefalite amebiana primaria (MAP). Naegleria spp. pode ser
encontrada em diversos ambientes terrestres e aquaticos, entrando facilmente em contato
com os seres humanos. A caracterizacao e avaliagao de corpos d'agua sao fundamentais
para identificar a presenga de microrganismos patogénicos e o risco de infecgao. Este
estudo propbs uma pesquisa ambiental para a identificagdo de parametros fisico-quimicos
e geoespaciais relacionados a presenca de N. fowleri em fontes naturais de agua doce
utilizadas para turismo e recreacédo na Costa Rica durante 2023. Amostras de agua e

sedimentos foram coletadas em 24 locais, e foram medidos parametros como temperatura,
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pH, condutividade elétrica e oxigénio dissolvido na agua. Além disso, amostras de agua
foram cultivadas, isoladas e submetidas a testes moleculares, revelando que sete locais
(29,2 %) testaram positivo para Naegleria, mas todos foram negativos para N. fowleri. Nas
amostras de sedimentos, foram realizadas analises de metais, cations e textura. Hubo uma
associacado estatisticamente significativa (p < 0,05) entre o oxigénio dissolvido, a
condutividade da agua, o cobre e a porcentagem de argila no sedimento com a presenca
de Naegleria spp., embora a associacado epidemiolégica ndo tenha sido significativa. Os
locais apresentaram predominantemente cobertura florestal e estavam situados em regiées
subclimaticas com padroes de precipitacao significativos. Este estudo representa um
primeiro monitoramento para determinar a frequéncia de AVL potencialmente patogénicas

em aguas superficiais da Costa Rica.

ABSTRACT

Within the group of free-living amoebae (FLA), the genus Naegleria stands out for
including species adapted to high temperatures, such as the facultative amoeba N. fowleri,
the causative agent of primary amoebic meningoencephalitis (PAM). Naegleria spp. can be
found in various terrestrial and aquatic environments, easily coming into contact with
humans. Characterizing and assessing water bodies is essential to determine the presence
of pathogenic microorganisms and the risk of infection. This study proposed an
environmental survey to identify physicochemical and geospatial parameters related to the
presence of N. fowleri in natural freshwater sources used for tourism and recreation in Costa
Rica during 2023. Water and sediment samples were collected from 24 locations, and
parameters such as temperature, pH, electrical conductivity, and dissolved oxygen in water
were measured. Additionally, water samples were cultured, isolated, and subjected to
molecular tests, revealing that seven sites (29,2 %) tested positive for Naegleria, but all were

negative for N. fowleri. In sediment samples, metal, cation, and texture analyses were
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performed. Although dissolved oxygen, water conductivity, copper concentration, and clay
percentage in sediment were statistically associated (p < 0,05) with the presence of
Naegleria spp., epidemiological association was not demonstrated. The sites predominantly
featured forest cover and were located in subclimatic regions with significant rainfall
patterns. This study represents an initial monitoring effort to determine the frequency of

potentially pathogenic AVL in surface waters of Costa Rica.
PALABRAS CLAVE / PALAVRAS-CHAVE / KEYWORDS

Naegleria; agua dulce; sedimento; fisicoquimico; textura,; uso de suelo
Naegleria; agua doce; sedimento; fisico-quimico; textura; uso do solo
Naegleria; freshwater; sediment; physicochemical; texture; land use
INTRODUCCION

Las amebas de vida libre (AVL) son microorganismos ampliamente distribuidos en
la naturaleza y algunas de ellas son consideradas anfizoicas, pues también pueden
establecerse y provocar infecciones (del sistema nervioso central, oculares o dérmicas,
entre otras) en el ser humano, bajo determinadas circunstancias 2. Las principales AVL
con potencial patégeno son de los géneros Acanthamoeba, Naegleria, Sappinia y
Balamuthia 3. Dada su ubicuidad, pueden habitar entornos acuaticos como rios y lagos, que
constituyen una potencial fuente para personas que se vean inmersas en estos sitios *°.
Naegleria fowleri, de la familia Vahlkampfiidae (VAHL), destaca por lo fulminante de la
meningoencefalitis amebiana primaria (MAP) que provoca ©. Si bien Naegleria fowleri es un
microorganismo adaptado a la vida acuatica, se cree que el paso del agua proveniente de
nacientes por la tierra y el suelo conduce a la llegada de la ameba a piscinas y otros cuerpos

de agua .
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Debido a la contribucion del ambiente a la carga de enfermedad, un sistema de
vigilancia ambiental para conocer la distribucién, abundancia y frecuencia de N. fowleri y
otras AVL en entornos acuaticos es necesario. Un metaanalisis con informacion de 35
paises arrojé una prevalencia global de Naegleria spp. y N. fowleri de 26,4 % y 23,3 % en
diferentes fuentes de agua, respectivamente 8. La caracterizacion de los elementos del
entorno y su rol en el camino causal con un fendmeno permite dilucidar la exposicion en el
marco de la epidemiologia ambiental, asi como redirigir la mirada al entendimiento de la
exposicion y no tanto al efecto da visibilidad al contexto de las condiciones que determinan

los eventos °.

Algunos investigadores han propuesto el desarrollo de encuestas para conocer y
monitorear la presencia de N. fowleri en aguas superficiales de regiones que se han visto
afectadas por casos de MAP "', Las encuestas de condiciones ambientales se han hecho
en varias fuentes de agua modificadas por el ser humano como tuberias, piscinas artificiales
0 pozos, en donde se ha encontrado AVL potencialmente patdgenas sin hallazgos de N.
fowleri >-'®. También se ha obtenido resultados negativos para N. fowleri en cuerpos de
agua naturales, pero con presencia importante de otras especies de Naegleria '"-2'. No
obstante, ha sido posible corroborar la presencia de la ameba patégena en rios de ciudades
importantes como El Cairo (Egipto) (mayor prevalencia en verano y primavera) 2> y Daejeon
(Corea) 23, en pozas en India 2%, asi como en lagos 25?7 y aguas asociadas a centros de
recreacion, tales como piscinas, aguas termales, rios, pozas y lagos en complejos turisticos
2829 En muchos trabajos destacados de este tipo han incluido la determinacion de
parametros de otra indole en el entorno (bidticos y abidticos), con el fin de correlacionar con
el hallazgo de la ameba y proveer informaciéon de mayor alcance para comprender el

fenédmeno 130,
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Durante los muestreos de agua o sedimentos de rios o lagos, se han hecho
mediciones de temperatura, pH, conductividad eléctrica, turbidez y concentracion de
oxigeno disuelto en agua. Aunque en muchos casos no se ha logrado establecer una
relacion entre dichas determinaciones y la presencia de N. fowleri 32627 (incluso realizadas
en acuiferos subterraneos positivos) 28, hay estudios que si reflejan correlaciones positivas
con la temperatura 332, La ameba se ha logrado aislar de aguas con temperaturas que van
desde los 20.84 °C %, hasta los 47 °C 34, y también ha sido posible el aislamiento en épocas
de descenso en la temperatura atmosférica con conteos de hasta 201 NMP/I 272, Ademas,
otros estudios han encontrado relaciones positivas entre la presencia a la ameba y
mediciones de oxigeno disuelto en agua de lagos ?° y turbidez en aguas geotérmicas

recreacionales, lo que podria asociarse con la presencia de sedimento resuspendido 2°.

Por otro lado, se ha propuesto el rol de algunos compuestos como favorecedores
del desarrollo de la ameba. Por ejemplo, la adicién de hierro exdgeno al medio de cultivo
ha favorecido su viabilidad y crecimiento, mientras agentes quelantes de este metal
producen un efecto inhibitorio *53¢. El manganeso también se ha estudiado como posible
elemento favorable para el crecimiento de la ameba *’. Otros elementos probados como
potenciales predictores de la presencia de N. fowleri en aguas recreacionales, con
resultados altamente variables y correlaciones negativas, han sido los iones potasio, calcio,
magnesio, sulfato, cloruro, sodio, amonio, nitrato, bicarbonato (K, Ca, Mg, SO4, Cl, Na, SiOo,

NH., NO3, HCO3), carbono total y dioxido de silicio 2°.

Las caracteristicas del suelo, del tiempo atmosférico, y las actividades humanas,
que necesariamente estan asociadas a la geomorfologia y ubicacién de los lugares, pueden
incidir en la posibilidad de encontrar N. fowleri, como es el caso del hallazgo de cantidades
de N. fowleri significativamente mas altas en verano con respecto al invierno 2. En 1985,

Kyle & Noblet 2° reportaron AVL en capas de arcilla tras el arrastre de material posterior a
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dias lluviosos. El cambio en los patrones de uso y cobertura de suelo determina, en muchas
ocasiones, las modificaciones en el entorno con impacto en cuencas hidrograficas y la
diversidad asociada a ellas. En el caso de los cuerpos de agua dulce que son importantes
repositorios de biodiversidad y recursos naturales, se conoce del riesgo que les supone la
expansion urbana y agricola en términos de contaminacion y degradacion del entorno 383
El uso de datos espaciales sobre cobertura de bosques, pastos, cultivos, areas montafiosas
y urbanas es util para la evaluacion y proyeccién del impacto de estos estresores

ambientales 0.

Contemplar distintos tipos de cuerpo de agua en un disefio metodoldgico también
ha permitido establecer diferencias en las frecuencias de la ameba en funcién de esta
variable ?°. Aunado a esto, Detterline & Wilhelm (1991) correlacionaron la ocurrencia del
patdgeno con perturbaciones naturales o antropogénicas (como canales o embalses) del
entorno al provocar el aclaramiento de la biota por el sometimiento a estresores ambientales
41 Finalmente, la textura de los sedimentos, que es la composicion relativa de particulas de
diferente tamario en términos de arena, limo y arcilla, indica la procedencia y porosidad 42,

pero también correlaciona con la actividad microbiana 3.

En linea con las ideas expuestas, en este trabajo se propone identificar parametros
fisicoquimicos y caracteristicas geoespaciales relacionadas con la presencia de Naegleria
fowleri en diferentes fuentes de agua dulce naturales utilizadas para la visitacion turistica 'y
recreativa en las regiones Chorotega, Huetar Norte y Huetar Caribe de Costa Rica durante

2023.
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MATERIALES Y METODOS
Area de estudio y muestreo

Se planted una encuesta de vigilancia ambiental enmarcada en un estudio de tipo
transversal descriptivo y analitico para estudiar cuerpos naturales de agua dulce ubicados
en las regiones Chorotega, Huetar Norte y Huetar Caribe (Figura 1). En estos lugares se
encuentran las fuentes de agua con las que se establecid el nexo epidemioldgico en los
casos de MAP en Costa Rica *+*°. Seguin Solano Quintero & Villalobos Flores (2001) ¢, asi
como en los Planes de Accién Regional para la Adaptacion al Cambio Climatico del MINAE
4749 |a region Chorotega posee areas de clima templado y otras de clima tropical seco, con
temperaturas que oscilan entre los 21 °C y 36 °C, en tanto que las regiones Huetar Norte y
Huetar Caribe exhiben un clima tropical humedo y temperaturas medias de 26 °C y 27 °C a

30 °C, respectivamente.

Se definié un marco muestral minimo de veinte sitios para realizar un muestreo por
conveniencia (no probabilistico), identificando los cuerpos de agua a partir de la consulta a
las Camaras de Turismo de las regiones de interés, y que fueran reconocidos como destinos
turisticos de acceso publico, gratuito o administrado por una Asociacion de Desarrollo
Comunal, cuya topografia permitiera el ingreso. Se visitd la totalidad de los sitios de
muestreo identificados y se amplié su nimero por medio de la técnica de bola de nieve %,
ubicando sitios aledafios que cumplieran con los criterios de seleccion anteriormente
expuestos, llegando a veinticuatro en total. Todos los sitios de muestreo se
georreferenciaron por medio de la aplicacion mévil con sistema de posicionamiento global

TcpGPS (Aplitop - Surveying & Civil Engineering Solutions, Espaiia). .
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Figura 1. Mapa de Costa Rica, indicando las regiones que constituyeron las areas de
estudio. Elaboracién propia.

En cada cuerpo de agua se tomaron cuatro submuestras de agua que
posteriormente conformaron una Unica muestra compuesta representativa del lugar. Se

muestred sedimento de la misma forma. A continuacion, se detalla para cada caso:

e Las muestras de agua se recolectaron segun los procedimientos de “Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater 2017” %2 con algunas
adaptaciones de la metodologia de Lares Villa et al. ?8; a una profundidad de 30 cm,
se removi6 el sedimento y se dejo asentar, para luego tomar la muestra utilizando
bolsas estériles de 450 mL (LABPLAS Inc., Canada). El transporte vy
almacenamiento de las muestras se realizé a temperatura ambiente hasta su

procesamiento en el laboratorio.
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e Con base en “Sediment Sampling Guide and Methodologies 2001” 53, se recolectd
sedimento (0-10 cm de profundidad) que se almacend en 4 tubos plasticos estériles
de 50 mL (Boeckel & Co. GmbH & Co. KG, Hamburg, Germany); uno de ellos se

conservo a - 20 °C para el analisis molecular.
Aislamiento e identificaciéon de AVL

Se siguid el procedimiento descrito por Retana Moreira et al. 4 con algunas

modificaciones. Brevemente:

Cultivo de muestras: el volumen final total de cada muestra de agua compuesta (1,8
L) se filtré a través de membranas de nitrocelulosa con poro de 0,45 uym (Merck-KGaA,
Darmstadt, Germany) y el filtro se colocé en placas de agar no nutritivo 1,5 % suplementado
con Escherichia coli. Las placas se incubaron a 42 °C por al menos 7 dias y las amebas
que crecieron fueron subcultivadas transfiriendo una pequefia cantidad del cultivo a un
nuevo medio de cultivo para seleccionarlas y propagarlas. Las placas con crecimiento se
lavaron con 1,0 mL de PBS estéril frio, se transfirid el material lavado a tubos Eppendorf de
1,5 mL y se centrifugé a 3000 x g durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido se descarté

y el sedimento se utilizé para las pruebas moleculares.

Extraccion de ADN: a partir del sedimento resultante del paso anterior se siguieron
las instrucciones del fabricante del kit QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Los
productos se cuantificaron mediante el espectrofotémetro Nanodrop™ 2000 (Thermo Fisher

Scientific, MA, USA) y se almacenaron a - 20 °C.

Amplificacion por PCR y secuenciacion: se amplificé la region ITS completa (ITS1,
ITS2 y 5.8S) seglin De Jonckheere & Brown (2005) %4, para lo cual se utilizaron los primers
especificos para el género Naegleria (ITSFW: 5-AACCTGCGTAGGGATCATTT-3" y

ITSRV 5°- TTTCCTCCCCTTATTAATAT-3") y especificos de Naegleria fowleri (NfITSFW
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5-TGAAAACCTTTTTTCCATTTACA-3" y NfITSRV 5-AATAAAAGATTGACCATTTGAAA-
3"). Se siguio el protocolo de PCR y electroforesis descrito por Retana Moreira et al. 4°. Los
controles negativos (reemplazo del ADN con agua destilada), positivos (ADN de la cepa de
N. fowleri Lee ATCC 30808) y el ADN de las muestras se analizaron utilizando los dos sets

de primers.
Medicion de parametros fisicoquimicos

En el sitio de muestreo se utilizé6 un medidor multiparametro YIERY| C-600 (Shen
Zhen Yage Technology Co., China) para determinar temperatura, sélidos disueltos, pH y
conductividad eléctrica. Asimismo, se midid la concentracién de oxigeno disuelto a través
del analizador YIERYI JPB-70A (Shen Zhen Yage Technology Co., China). En el caso del
sedimento, se realizaron analisis quimicos (calcio, magnesio, potasio, fosforo, cobre, hierro,
zinc, manganeso, carbono y nitrégeno), de pH, conductividad eléctrica y textura en el Centro
de Investigaciones Agrondmicas (CIA) de la UCR. Todas las determinaciones se realizaron

por triplicado, exceptuando el ensayo de textura del sedimento.
Procesamiento de datos espaciales

Se utilizo el software QGIS 3.30.3 % para identificar la subregion climatica a la que
pertenecen los sitios de muestreo georreferenciados, segun Solano Quintero & Villalobos
Flores (2001) “6. Asimismo, se creé un area de influencia alrededor de cada punto de
muestreo equivalente al doble de la zona de proteccion para rios y quebradas en zona rural
segun la Ley Forestal N.° 7575 %¢ que es de 15 m; es decir, se trabajé con un radio de 30
m, con el fin de dar margen al espacio geografico en que las personas se pueden desplazar.
Dentro del area de influencia se calcul6 el porcentaje de territorio destinado a distintas

clasificaciones de uso de suelo (cobertura forestal, cultivos, pastos y edificaciones).

Analisis estadistico-epidemiolégico
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Se realizaron analisis univariados y bivariados, con un nivel de significancia
estadistica a = 0,05. La presencia de N. fowleri en los sitios muestreados constituyo la
variable dependiente, mientras que las variables independientes fueron los resultados de
las determinaciones fisicoquimicas en agua y sedimento, asi como las caracteristicas

geoespaciales.

Las medidas de tendencia central y dispersion a utilizar para las variables
cuantitativas se determinaron segun la prueba de normalidad Shapiro-Wilk, siendo la media
y desviacion estandar para aquellas de distribucion normal, o mediana y rango
intercuartilico cuando la distribucién era no paramétrica. La misma prueba de normalidad
ayudo a definir el uso de estadisticas de inferencia bivariada, como la prueba t (paramétrica)
o de Wilcoxon (no paramétrica) para comparar la medida de tendencia central entre grupos
definidos por la variable dependiente. La prueba de Exacta de Fisher también se utilizé para
comparar proporciones de las variables categodricas (regidén, subregién climatica y clase

textural) y la variable dependiente.

En busqueda de un modelo de relaciones explicativas para la variable dependiente,
se plante6 una regresién logistica no condicional, multivariada, de la que se obtuvieron
razones de posibilidad u odds ratio (OR, por sus siglas en inglés) y sus respectivos
intervalos de confianza al 95 % (IC 95 %). Se hizo un analisis estratificado por region y
subregién climatica. Las variables candidatas a integrar el modelo por el método paso a
paso se eligieron acorde con la evidencia cientifica y el criterio de Hosmer-Lemeshow (p <
0,25) ° posterior al analisis bivariado. El modelo de mejor ajuste se seleccioné de acuerdo

con el Criterio de Informacion de Akaike (AIC, por sus siglas en inglés) 8.

Todos los analisis descritos se ejecutaron en el paquete estadistico STATA® v. 14

(Stata Corp LLC, TX, USA) *°.
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RESULTADOS
Aislamiento e identificacion de AVL

Se muestrearon 24 cuerpos de agua, en el periodo comprendido entre julio y
noviembre de 2023 dentro de las regiones subclimaticas descritas en el Cuadro 1. Se
recolectaron 96 submuestras de agua, de las cuales 56 (provenientes de 22 de los sitios de
muestreo) presentaron aislamiento positivo a 42 °C. Se seleccionaron y subcultivaron los

diferentes morfotipos de cada sitio para ser identificados por métodos moleculares.

La PCR a nivel de género Naegleria detectdé 11 muestras positivas, provenientes de
siete sitios de muestreo (cinco de la Region Huetar Norte, uno de la Region Chorotega y
uno de la Region Huetar Caribe), como se muestra en las Figuras 2 y 3, para una frecuencia
relativa de 29,2 % (7/24) [IC 95 %: 11,0-47,4]. La PCR de especie N. fowleri no amplifico
para ninguna de las muestras. Sin embargo, se planted el analisis propuesto con base en
la positividad de los sitios por Naegleria (género taxondmico) como una aproximacion a la

presencia de AVL potencialmente patogenas.
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Figura 2. ldentificacion molecular de Naegleria (regién ITS) en submuestras de agua. M:
marcador de peso molecular en pares de bases (bp); C+: control positivo (ADN de N.
fowleri); C-: control negativo.
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Figura 3. Sitios de muestreo con el detalle de aquellos en los que se aislaron AVL cuya
identificacion por PCR coincidié con Naegleria. Los puntos se muestran sobre una capa de
coropletas de subregiones climaticas brindada por el Instituto Meteoroldgico Nacional. De
las muestras de agua tomadas en todos estos puntos, solamente en HCA1 y HNO2 no hubo
aislamiento de AVL a 42 °C. El método de PCR detecté material genético de Naegleria. en
las subregiones climaticas PN2 (1), RN5 (1), RA3 (4) y RN1 (1). PN: Pacifico Norte, RN:
Regién Norte, RA: Region Atlantica. Elaboracién propia.

Caracterizacion fisicoquimica de agua y sedimento de los cuerpos de agua dulce

Las mediciones en agua y sedimento de cada cuerpo de agua visitado se detallan
en el Cuadro 2. Ademas, la clasificacion de los sedimentos por clase textural se desagrega
en el Cuadro 3. Solamente los conjuntos de datos del oxigeno disuelto y la medicién de
fésforo siguieron una distribucion normal, de acuerdo con la prueba de Shapiro-Wilk (p >
0,05). No se encontraron asociaciones estadisticamente significativas entre las variables

categoricas y la presencia de Naegleria spp. (p > 0,05); lo mismo al probar las variables
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cuantitativas, con excepcién de la conductividad eléctrica y el oxigeno disuelto en agua, asi

como la determinacion de cobre y el porcentaje de arcilla en el sedimento.
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Cuadro 1. Caracterizacion de regiones subclimatica donde se encontraron los lugares con positividad molecular por Naegleria, de
acuerdo con el Instituto Meteorolégico Nacional.

Temperatura Precipitaciéon | Promedio de ‘s
‘s - Temperatura | Temperatura h . Formacién . .
Subregién | media anual . ° . o media anual dias con Tipo de clima
° minima (°C) | maxima (°C) - forestal
(°C) (mm) lluvia
Bosque
PN2 25-30 23 30 1800 99 tropical De sequia
seco
Bosque Excesivo en lluvias
RN5 26 21 31 3710 193 tropical del Atlantico. Sin
humedo periodo seco.
Bosque Excesivo en lluvias
RA3 25 20 30 4860 226 tropical del Atlantico. Sin
humedo periodo seco.
Lluvioso con
Bosque influencia
RN1 25 21 30 3100 225 subtropical

muy humedo

monzodnica. Sin
periodo seco.

Fuente: Solano Quintero & Villalobos Flores (2001)
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Cuadro 2. Parametros fisicoquimicos medidos en agua y sedimento de los sitios de muestreo, segun su positividad (POS)/negatividad
(NEG) molecular por Naegleria y en total.

POS (n=7) NEG (n=17) Total (n=24)
Parametro fisicoquimico Unidad Media (DE) M(esllg?a Media (DE) M(esllg?a Media (DE) M(esllg?a
Matriz: agua
Temperatura °C 25,0(2,0) | 254 (3,4) 26,0 (3,6) 241 (4,1) 25,7 (3,3) 25,0 (3,8)
Solutos disueltos ppm 34,3 (12,3) | 28,0 (25,0) | 121,1 (198,3) | 51,0 (74,3) 95,8 (170,4) | 44,2 (26,8)
Conductividad
eléctrica ** puS/cm 69,0 (24,1) | 56,0 (49,3) | 233,7 (372,3) | 102,7 (149,3) | 185,6 (320,0) | 93,3 (54,4)
Oxigeno disuelto * mg/dl| 12,5 (1,4) 13,1 (2,4) 11,3 (1,2) 11,4 (1,3) 11,7 (1,4) 11,7 (1,8)
pH 7,1(0,4) 7,0 (0,9) 6,8 (0,3) 6,7 (0,2) 6,8 (0,4) 6,7 (0,4)
Matriz: sedimento

pH 6,8 (0,4) 6,7 (0,2) 6,8 (0,9) 7,0 (0,5) 6,8 (0,8) 6,8 (0,6)
Ca 55(2,7) 4,5 (3,1) 5,8 (3,8) 53(2,1) 57 (3,4) 53(2,1)
Mg cmol(+)/l 2,3 (1,0) 2,1(0,9) 2,8(2,9) 1,8 (1,5) 2,7 (2,5) 20(1,4)
K 0,2 (0,1) 0,2 (0,1) 0,4 (0,2) 0,3(0,3) 0,4 (0,2) 0,3 (0,2)
P 3,3(1,1) 3,0 (2,0) 3,7(1,7) 3,0 (3,0) 3,6 (1,5) 3,0 (3,0)
Zn 1,1 (1,0) 1,0 (1,6) 21(1,7) 1,9 (2,3) 1,8 (1,6) 1,2 (2,4)
Cu™ mg/l 1,4 (1,3) 1,0 (3,0) 3,6 (3,1) 3,0 (1,6) 2,9(2,9) 2,5(2,0)
Fe 291 (17,4) 121,0(33,0)| 51,7 (62,4) 32,0 (49,0) 45,6 (53,8) 32,0 (38,8)
Mn 6,4 (4,9) 5,0 (10,0) 14,2 (26,5) 6,0 (9,0) 11,9 (22,5) 6,0 (8,2)
Conductividad eléctrica mS/cm 0,1(0,0) 0,10 (0,0) 0,2 (0,1) 0,1 (0,1) 0,1 (0,1) 0,1(0,0)
Arena 93,7 (2,4) | 95,0(3,0) 87,1 (12,4) 91,0 4,9) 89,0 (10,9) 92,0 (5,0)
Limo % 4,7 (1,2) 5,0 (3,0) 6,7 (5,7) 4,0 (5,0) 6,1 (4,9) 5,0 (3,8)
Arcilla ** 1,6 (1,8) 2,0 (2,0) 6,2 (8,0) 5,0 (4,0) 4,8 (7,1) 2,0(3,8)

DE: desviacion estandar, RIC: rango intercuartil

* T-test (p < 0,05), la diferencia de las medias es estadisticamente significativa. ** Suma de Rangos de Wilcoxon (p < 0,05),
la diferencia de las medianas es estadisticamente significativa.
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Cuadro 3. Clasificacion de sedimentos muestreados segun el tipo de
textura y la positividad (POS)/negatividad (NEG) molecular del sitio por

Naegleria.

Clase textural POS (n=7) NEG (n=17) Total (n=24)
Arenoso 7 13 20
Arena Franca 0 2 2
Franco Arenoso 0 1 1
Franco Arcilloso 0 1 1

Porcentaje de uso de suelo alrededor de los puntos de muestreo georreferenciados

La cobertura de bosques fue la predominante (Figura 4). Solamente en una locacion
(HCADb) se encontraron edificaciones en menos del 0,1 % del area de influencia, mientras
que en dos (HNO7 y HNO11) se encontrd un 29,7 y 0,004 % de cobertura de cultivos. En
13 sitios hubo pastos dentro del area de influencia, con un promedio de 18,1 % del area de
influencia. En el sitio HNO7 no se encontré cobertura forestal, pero en los restantes 23

puntos de muestreo si, con un promedio de cobertura del 58,0 % (rango: 15,1 — 100,0 %).

El porcentaje de cobertura forestal siguié una distribucién normal de acuerdo con la
prueba de Shapiro-Wilk (p > 0,05), pero no se vio estadisticamente relacionada a la

presencia de Naegleria spp.

Modelo de regresioén logistico multivariado

Con las variables en estudio, bajo las caracteristicas de este trabajo, no se consiguié
un modelo epidemioldgico con el ajuste estadistico idoneo para definir factores que se
puedan interpretar, por medio de OR, como de mayor o menor influencia en la posibilidad

de presencia de Naegleria spp. en cuerpos de agua dulce (Cuadro 4).
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~ HNO15

Figura 4. Area de influencia (2826 m2) de los sitios muestreados y representacién de la cobertura de uso de suelo dentro de cada una:
bosque (verde), pastos (rojo), cultivos (amarillo) y edificaciones (gris). El color lavanda a otros usos de suelo, como vias terrestres o
el cauce de los cuerpos de agua. Elaboracién propia.
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Cuadro 4. Medida de asociacién (OR) cruda entre las variables independientes y la

presencia de Naegleria. en los

cuerpos de agua dulce.

Variable independiente

OR p

IC95 %

Limite inferi

or | Limite superior

Categoricas (geoespaciales)

Chorotega Ref.
Region Huetar Caribe 0,50 0,676 0,02 12,90
Huetar Norte 0,91 0,943 0,06 12,52
PN2 Ref.
RA2 1,00 - - -
RA3 4,00 0,355 0,21 75,69
Subregidn climatica RA4 1,00 - - -
RN1 0,50 0,676 0,02 12,90
RN2 1,00 - - -
RN5 1,00 0,571 0,04 5,51
Numéricas (geospaciales)
% Cobertura forestal 0,98 0,244 0,94 1,02
% Cobertura de edificaciones 1,00 _ _ _
% Cobertura de pastos 0,99 0.852 0,93 1,06
% Cobertura de cultivos 0.75 0,937 0,001 992,40
Numéricas (matriz: agua)
Temperatura (°C) 0,89 0,486 0,65 1,22
pH 8,49 0,104 0,65 111,60
Solutos disueltos (ppm) 0,95 0178 0,89 1,02
Conductividad eléctrica (uS/cm) 0,98 0.167 0,94 1,01
Oxigeno disuelto (mg/dl) 2.31 0,060 0,96 553
Numéricas (matriz: sedimento)
pH 0,95 0,930 0,31 2,90
Ca (cmol(+)/1) 0,97 0,836 0,74 1,28
Mg (cmol(+)/1) 0,88 0,630 0,53 1,47
K (cmol(+)/) 0,00002 | 0,088 1,3x10-8 3,54
P (cmol(+)/1) 0,82 0,527 0,44 1,52
Zn (mg/l) 0,58 0,188 0,26 1,31
Cu (mgfl) 0,42 0,062 0,17 1,04
Fe (mg/l) 0,98 0,359 0,94 1,02
Mn (mg/ 094 | 0512 0,78 1,13
Conductividad eléctrica (mS/cm) 0,0002 0.257 1.1x107-10 454.30
% Arena 1,35 | 0,140 0,91 2,01
% Limo 0,88 0,387 0,66 1,17
% Arcilla 060 | 0,080 0,34 1,06
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DISCUSION

Las AVL son microorganismos ubicuos en la naturaleza, presentes en gran variedad
de entornos acuaticos y terrestres 2. En este trabajo se logré el aislamiento de AVL
capaces de proliferar a 42 °C a partir de muestras de agua de 22 sitios distribuidos en las
Regiones Chorotega, Huetar Norte y Huetar Caribe de Costa Rica. Ademas, por PCR
convencional se determind que siete de estos sitios fueron positivos para la presencia de
Naegleria spp., aunque no hubo amplificacion con primers especificos para N. fowleri. Esta
reaccion de PCR especifica, segun hallazgos de nuestro grupo de investigacion requiere
de ADN de un numero considerable de trofozoitos (resultados sin publicar), por lo que es
importante considerar una posible baja cantidad de amebas tanto en las muestras tomadas

como tras el proceso de seleccién por cultivo.

El grupo de las AVL es amplio en diversidad, adaptabilidad y distribucién y, de no
contar con N. fowleri como la especie predominante, es posible el “enmascaramiento” de
su presencia. Ademas, se ha descrito que el principal reservorio para estos
microorganismos son los suelos y sedimentos "°, por lo que, aunque el método implica
remover sedimento, puede haber un efecto de disminucién de la concentracion de amebas

al resuspenderse en el agua.

La competencia que experimentan las AVL en sus nichos ecoldgicos, que la
convierten en presa de otras AVL u otros protistas y hongos *%%', es un aspecto relevante
por considerar. De hecho, Griffin 1983 planted la hipotesis sobre el “habitat vacio del
flagelado”, en la que postula que N. fowleri se ve beneficiada en ambientes con escasos
competidores ecoldgicos y predadores, dado que, a través de su forma flagelada, se puede
trasladar hacia estos espacios y facilmente colonizarlos y proliferar en ellos .
Particularmente, se ha descrito que AVL como Balamuthia mandrillaris y Willaertia magna

exhiben comportamiento predatorio sobre Naegleria spp. 62,
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La competencia para N. fowleri no solo se relaciona con el fendmeno de predacion,
sino que puede darse una competencia por recursos limitados con otras AVL como N.
gruberi, N. lovaniensis y otros eucariotas termotolerantes, que pueden poner en riesgo la
ventaja ecoldgica que posee el patdgeno y cambiar la proporcion de su abundancia en el
entorno %485 Se pueden proponer como ejemplos concretos de AVL que representan
competencia a Vermamoeba vermiformis, Stenamoeba dejonckheerei y Acanthamoeba
spp., las cuales incluso han sido aisladas de aguas recreacionales geotermales 667,
demostrando su capacidad de permanecer y crecer a temperaturas elevadas. Ademas, la
co-ocurrencia de N. fowleri con otros eucariotas como gusanos planos (Stenostomum) y
rotiferos (Monogononta) ® ha sido demostrada; incluso con otras AVL que logran desplazar

a N. fowleri en condiciones de laboratorio ©°.

De forma interesante, se ha reportado también la capacidad de ciertas bacterias que
pueden habitar ambientes acuaticos, como Pseudomonas spp. y Enrerobacter cloacae, de
producir compuestos nocivos para N. fowleri, como la piocianina de P. aeruginosa, que
inhiben su multiplicacion, comprometen su viabilidad e inducen cambios morfolégicos bajo
condiciones in vitro 7% lo mismo se observd en Bacillus licheniformis, productora de

amoebicinas 7.

La proporcion de sitios positivos por Naegleria spp. fue de 29,2 % (7/24) [IC 95 %:
11,0-47,4], lo que se aproxima a resultados de encuestas de condiciones ambientales
donde se ha trabajado con mas de 100 cuerpos de agua, y se han encontrado prevalencias
de 23,1 % de AVL, 34,6 % de Naegleria spp. y 0,9 % de N. fowleri >, o, en otro caso, con
hallazgos de 23,1 % de Naegleria spp. y 1,9 % de N. fowleri "?. Especificamente, para N.
fowleri, en la region de las Américas hay reportes de prevalencias desde el 2,0 % [IC 95 %:
0,2-7,0] (Brasil), 23,9 % [IC 95 %: 10,0 — 40,8] (México) y hasta 24,1 % [IC 95 %: 15,0-34,4]

(EE. UU.) 3. También hay datos globales de prevalencia en sitios similares a los incluidos
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en este trabajo, como rios con un 19,7 % [IC 95 %: 10,3 — 30,9 %] y lagos con un 33,0 %

[IC 95 %: 12,6 — 56,7%] ™.

En el analisis espacial de los sitios de muestreo, los resultados evidencian una
predominancia de cobertura forestal en el area de influencia creada. La cercania con
asentamientos humanos y actividades agricolas fue limitada, encontrandose solamente en
tres lugares; sin embargo, se debe denotar que los sitios seleccionados son visitados para
el turismo recreativo y muchos de estos cuerpos de agua se encuentran inmediatamente al
lado o por debajo de la via publica, lo que les hace facilmente accesibles para la intromision
del ser humano en estos entornos. Aunque numerosos muestreos positivos de N. fowleri
han resultado del estudio en lagos que reciben contaminacion térmica *'74, se ha planteado
también que los disturbios dados por actividades humanas en el entorno en el que habita
la ameba pueden limitar su nimero 26 o traducirse en estresores ambientales que aclaren

la biota del entorno e influyan en la ocurrencia del patogeno 4'.

Por otro lado, siendo que la presencia de Naegleria spp. termofilicas es susceptible
a cambios climaticos, como lo sugiere la literatura *77, la ubicacién de los sitios de muestreo
por subregion climatica permitié identificar patrones de lluvia y temperatura atmosférica
para obtener datos relacionados al fenédmeno. Con relacién a los sitios catalogados como
positivos por Naegleria spp. por métodos moleculares (PN2, RA3, RN1 y RNS), todos se
tratan de areas con temperaturas minimas y maximas de 20-23 °C y 30-31 °C,

respectivamente.

A pesar de que PN2 presenta un régimen de sequia, con menos de 100 dias con
lluvias al afio y bosque tropical seco, la mayoria (RA3, RN1 y RNS) se caracteriza por
presentar formacion forestal de bosque tropical humedo, con lluvias todo el afo, sin periodo
seco “6. Las lluvias pueden favorecer la llegada de AVL como Naegleria spp. a los cuerpos

de agua por medio de la escorrentia, pues su reservorio es el suelo "?°, aunque este
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fendmeno es insuficiente para explicar en toda su amplitud los patrones de distribucién de

N. fowleri ©.

Con relacién a la medicion de parametros fisicoquimicos, llama la atencién aquellos
parametros tradicionalmente asociados con la presencia de N. fowleri como la temperatura,
que oscilo alrededor de los 25 °C, al tratarse en su mayoria de cuerpos naturales de agua
no termal; solamente dos de los sitios visitados mostraron temperaturas superiores a los 30
°C. De acuerdo con la literatura, si bien las temperaturas superiores a los 30 °C coinciden
con un mayor numero de aislamientos de esta ameba, también se ha reportado que las
formas quisticas pueden encontrarse en sedimentos del fondo de los cuerpos de agua a
temperaturas tan bajas como 12 °C 8. En un trabajo realizado en el rio Monjolinho, Brasil,
se aislaron e identificaron amebas termotolerantes como N. australiensis y N. philippinensis,
a partir de aguas con temperaturas entre 17,8 °C y 20,9 °C '8; al igual que en México, donde
se hallé N. fowleriy N. australiensis en canales de riego a temperaturas de 17 °C ’°. Es por
esta razén que resulta importante monitorear aguas en un amplio rango de temperaturas y
considerar el efecto de otras covariables que puedan incidir en la ocurrencia de la ameba
%0 En coincidencia, en este caso los sitios positivos por Naegleria spp. presentaron

temperaturas por debajo de los 28 °C.

Otro parametro del agua particularmente estable fue el pH, con valores alrededor de
6,8, el cual se incluye dentro del rango de lo encontrado en hallazgos previos o trabajos in

vitro con N. fowleri 30728081,

Sobre las mediciones en los sedimentos de los sitios de muestreo, los datos
presentan alta variabilidad de acuerdo con las medidas de dispersién; principalmente en el
caso de la conductividad eléctrica y las determinaciones de cationes, metales, limo y arcilla
en el sedimento. Sin embargo, de acuerdo con la literatura consultada, es importante

destacar que este se trata del primer intento de correlacionar parametros del sedimento con
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la presencia de N. fowleri en agua asociada con dicho sedimento, partiendo de la hipotesis
de la permanencia de la ameba en estas matrices ricas en tapices bacterianos como las

biopeliculas, que constituyen una fuente de alimento 3°:82,

Se ha probado la importancia de metales como el hierro para N. fowleri &: parece
favorecer la presencia de esta ameba, pues se ha encontrado en capas de lagos ricas en
el metal, pero también su patogenicidad . Ademas, Mach et al. 8 demostraron que, en
condiciones de baja disponibilidad de hierro, N. gruberi, una ameba no patégena cercana a
N. fowleri, responde con mecanismos metabdlicos de compensacion. En este trabajo, las
concentraciones de hierro biodisponible en los sedimentos fueron las mas altas en
comparacion con las demas determinaciones en todos los sitios de muestreo, por lo que

esta variable pudo no haber hecho diferencia en la distribucion de Naegleria spp.

Siendo que existen otras especies del género Naegleria comparten caracteristicas
de supervivencia a altas temperaturas y/o patogenicidad, como N. lovaniensis, N.
australiensis y N. italica 8% y, como una aproximacion de la posibilidad de la presencia de
N. fowleri en los cuerpos de agua estudiados, se realizaron andlisis estadisticos
inferenciales bivariados entre los multiples datos ambientales recopilados (como variables
independientes) y la positividad/negatividad molecular por Naegleria spp. Se encontraron
asociaciones estadisticamente significativas con las determinaciones de conductividad
eléctrica y oxigeno disuelto en agua. Estos resultados describen una mayor concentracion
de oxigeno disuelto en los sitios positivas por Naegleria spp., lo que contrasta con alguna
literatura que describe correlaciones negativas entre la abundancia de N. fowleri y el
oxigeno disuelto, aunque debido a que este parametro se ve afectado por la temperatura

del agua, debe interpretarse con cautela .

En condiciones similares a las aqui presentadas, con una mayoria de temperaturas

entre los 20 °C y 30 °C, otros autores han obtenido correlaciones positivas con el oxigeno
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disuelto en agua %, pero no asi con la conductividad eléctrica. Los aumentos en la
conductividad eléctrica se pueden asociar con la presencia de materia organica y
actividades antropogénicas que elevan la concentracion de compuestos como el K, Mg, Ca,
carbonatos y sulfatos, por lo que se puede utilizar como indicador de contaminacién (Baird
C, Cann M. Environmental Chemistry 5ta Ed., 2012; como se cité en: Bellini et al., 2019).
1889 Sin embargo, los hallazgos de correlacion con la presencia de N. fowleri han sido
variables 3°. En este caso, el parametro fue significativamente mas bajo en sitios positivos
por Naegleria spp., por lo que se puede plantear el favorecimiento ante una mejor calidad

del agua.

También hubo significancia estadistica en las comparaciones con la concentracion
de cobre y el porcentaje de arcilla en el sedimento (ambos parametros mas bajos en
presencia de Naegleria sp). Aunque el cobre se reconoce como un elemento crucial para
procesos bioldgicos en Naegleria spp., en altas cantidades tiene efectos toxicos; ademas,
ante la deprivacion de cobre estas AVL realizan adaptaciones metabdlicas °*°'. Por otro
lado, el 83,3 % de los sedimentos analizados correspondieron con textura arenosa,

presentando cantidades muy bajas de limo y arcilla.

La positividad por Naegleria spp. solamente se detecté en lugares con sedimentos
con este patréon de particulado arenoso. Segun Rodriguez-Zaragoza (1994) %2, la textura
controla la distribucién de AVL pues estas, a su vez, inciden sobre las tasas de
mineralizacion bacteriana y requieren de sustratos para adherirse y ejercer esta funcion.
Hay coincidencia entre el resultado de menor porcentaje de arcilla en sedimentos con
presencia de Naegleria spp. y resultados previos 4 que sefialan una mayor actividad
microbiana (de bacterias y protistas) en sedimentos superficiales ricos en arena y bajos en
arcilla. En un trabajo mas reciente %, se observé mayor abundancia y diversidad bacteriana

en suelos arcillosos irrigados con agua de planta de tratamiento. Sin embargo, de forma
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interesante, en este mismo trabajo citado, la frecuencia de AVL como Acanthamoeba y B.
mandrillaris fue muy superior en suelos con mayor proporcion de arena y limo, que en los

arcillosos.

A pesar de las asociaciones encontradas al comparar medidas de tendencia central
entre grupos, las medidas de asociacion epidemioldgica mediante OR no resultaron
significativas. Se debe considerar que, si bien la cantidad de variables es importante, el
numero de registros (n=24) limita la asociacion y potencia estadistica, pues al dividir los
datos en las categorias de la variable dependiente, la frecuencia de variables
independientes cualitativas puede ser muy baja, o bien, las variables cuantitativas se ven
mas influenciadas por la dispersién del conjunto de datos. Esto coincide con trabajos
anteriores que no han demostrado el potencial predictor de diferentes compuestos o

parametros de calidad del agua sobre la permanencia de N. fowleri en entornos naturales

29,34,94

Los resultados de este trabajo enfrentan limitaciones de representatividad por el
tamano de la muestra y la seleccion no probabilistica de las unidades muestrales; el marco
muestral de este tipo de fuentes de agua superficial es complejo por la gran cantidad de
cuerpos de agua existentes en el territorio nacional y sus caracteristicas geograficas, de
acceso Y visitacion. Por tanto, los hallazgos se plantean como desencadenantes de nuevas
hipotesis que puedan confirmarse eventualmente por medio de estrategias de monitoreo
ambiental disefiadas con el apoyo y el alcance de las autoridades sanitarias y ambientales.
Adicionalmente, se recomienda que en estudios exploratorios posteriores se considere el

aislamiento de AVL a partir de los sedimentos.

Finalmente, es posible sugerir, de manera general, que los cuerpos de agua
incluidos en este trabajo poseen caracteristicas ambientales (agua, sedimento, clima)

adecuadas para la permanencia de Naegleria spp. y otras AVL en ellos, ademas de que N.
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fowleri posiblemente enfrenta retos ecoldgicos por fendmenos de competencia. Sin
embargo, dada la variabilidad de los pardmetros medidos y el niumero limitado de sitios, no
se obtuvo una relacién clara con la presencia de Naegleria spp. Los hallazgos de esta
propuesta de encuesta de vigilancia ambiental representan una mejora importante en el
conocimiento sobre la presencia de Naegleria spp. en reservorios naturales de agua de
Costa Rica y un punto de partida para sistematizar el monitoreo de AVL potencialmente

patdgenas en entornos de estrecho contacto con el ser humano.
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ARTICULO Il

CONOCIMIENTOS, ACTITUDES Y PRACTICAS SOBRE LA INFECCION POR Naegleria
fowleri EN VISITANTES DE CUERPOS DE AGUA DULCE CON ALTA PREVALENCIA

DE VAHLKAMPFIDOS

CONHECIMENTOS, ATITUDES E PRATICAS SOBRE A INFECCAO POR Naegleria
fowleri EM VISITANTES DE CORPOS DE AGUA DOCE COM ALTA PREVALENCIA DE

VAHLKAMPFIDEOS

KNOWLEDGE, ATTITUDES, AND PRACTICES REGARDING Naegleria fowleri
INFECTION AMONG VISITORS TO FRESHWATER BODIES WITH HIGH PREVALENCE

OF VAHLKAMPFIIDS

Este articulo se sometera a la Revista de Salud Ambiental, 6rgano de la Sociedad Espariola
de Salud Ambiental, Sociedade Portuguesa de Saude Ambiental y de la Sociedad

Iberoamericana de Salud Ambiental (https://salud-ambiental.com/revista/). Ver Anexo 1.

RESUMEN

Las amebas de vida libre (AVL) de la familia Vahlkampfiidae (VAHL) son de amplia
distribucion en la naturaleza, ocupando habitats acuaticos y terrestres. El grupo incluye
organismos anfizoicos como Naegleria fowleri, agente causal de la meningoencefalitis
amebiana primaria (MAP). Este estudio pretendio determinar la presencia de AVL de esta

familia capaces de crecer a temperaturas elevadas y del género Naegleria en diferentes
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fuentes de agua recreacionales de Costa Rica durante 2023, asi como el perfil de
conocimientos, actitudes y practica (CAP) de las personas en relacién con la infeccién por
N. fowleri. Se muestred agua de 24 sitios y se hizo cultivo a 42 °C, aislamiento y pruebas
moleculares, resultando 20 sitios VAHL positivos y siete positivos por Naegleria spp., pero
la identificacion por secuenciacién solo detectd Tetramitus spp. predominantemente,
seguida de Vahlkampfia sp. y Neovahlkampfia sp. Se aplico una encuesta CAP a 72
personas entre 18 y 66 afos, de las cuales un 37,5 % no habia escuchado sobre N. fowleri,
y se obtuvo puntajes generales de 35,8 % de conocimiento, y 3,01 y 2,16 para actitudes y
practicas, siendo cinco el valor mas favorable o de menor riesgo. Las pruebas estadisticas
arrojaron diferencias significativas (p < 0,05) en el nivel de conocimiento segun el género y
la procedencia de la persona. Los resultados apuntan a una alta frecuencia de AVL
termotolerantes en aguas superficiales no termales en Costa Rica con capacidad de
proliferar a altas temperaturas; mientras la encuesta CAP, evidencia bajo nivel de
conocimiento y deficiencias en el manejo y prevencién del riesgo de MAP en la poblacién

expuesta a reservorios naturales de agua dulce.

RESUMO

As amebas de vida libre (AVL) Vahlkamphid estdo amplamente distribuidas na natureza,
ocupando habitats aquaticos e terrestres. O grupo inclui parasitas anfizoicos como
Naegleria fowleri, 0 agente causador da meningoencefalite amebiana primaria (MAP). Este
estudo teve como objetivo determinar a presenca de AVL da familia Vahlkampfiidae (VAHL)
capaz de crescer em temperaturas elevadas e do género Naegleria em diferentes fontes de
agua recreativa na Costa Rica durante 2023, bem como o perfil do conhecimentos, atitudes
e praticas (CAP) das pessoas em relagéo a infecgéo por N. fowleri. A agua foi amostrada
em 24 locais e cultura a 42 °C, isolamento e testes moleculares foram realizados, resultando

em 20 locais positivos para VAHL, sete positivos para Naegleria spp., mas a identificagao
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por sequenciamento detectou apenas Tetramitus spp. predominantemente, seguido por
Vahlkampfia sp. e Neovahlkampfia sp. Uma pesquisa CAP foi aplicada a 72 pessoas entre
18 e 66 anos, das quais 37,5 % nao tinham ouvido falar sobre N. fowleri, e foram obtidas
pontuacdes gerais de 35,8 % para conhecimento, e 3,01 e 2,16 para atitudes e praticas,
sendo cinco o valor mais favoravel ou de menor risco. Os testes estatisticos mostraram
diferencgas significativas (p < 0,05) no nivel de conhecimento segundo o sexo e a origem da
pessoa. Os resultados indicam alta frequéncia de AVL termotolerante em aguas superficiais
nao térmicas na Costa Rica com capacidade de proliferar em altas temperaturas; enquanto
o inquérito CAP evidencia um baixo nivel de conhecimento e deficiéncias na gestdo e

prevencao do risco de MAP na populagao exposta a reservatorios naturais de agua doce.

ABSTRACT

Free-living amoebae (FLA) of the Vahlkampfiidae family (VAHL) are widely distributed in
nature, occupying aquatic and terrestrial habitats. The group included amphizoic organisms
such as Naegleria fowleri, the causative agent of primary amoebic meningoencephalitis.
This study aims to determine the presence of FLA of this family capable of growing at
elevated temperatures and the genus Naegleria in different recreational water sources in
Costa Rica during 2023, as well as people knowledge-attitude-practices (KAP) profile in
relation to infection by N. fowleri. Water samples were taken in 24 locations and culture at
42 °C, isolation and molecular tests were performed, resulting in 20 locations positive for
VAHL and seven positives for Naegleria spp., but sequencing identification detected only
Tetramitus spp. predominantly, followed by Vahlkampfia sp. and Neovahlkampfia sp. A KAP
survey was applied to 72 people between 18 and 66 years old, of which 37,5 % had never
heard about N. fowleri, and average scores of 35,8% for knowledge, and 3,01 and 2,16 for
attitudes and practices were obtained, being five the favorable or lower risk value. The

statistical tests showed significant differences (p < 0,05) between the level of knowledge
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and gender/residence origin of the person. These results indicate a high frequency of
thermotolerant FLA in non-thermal surface waters in Costa Rica with the ability to proliferate
at high temperatures. Whilst KAP survey showed a low level of knowledge and deficiencies
in the management and prevention of PAM risk in the population exposed to natural

freshwater reservoirs.

PALABRAS CLAVE / PALAVRAS-CHAVE / KEYWORDS

Vahlkampfiidae; Naegleria fowleri; recreacion; riesgo; conocimientos; actitudes; practicas
Vahlkampfiidae; Naegleria fowleri; recreagao; risco; conhecimentos; atitudes; praticas
Vahlkampfiidae; Naegleria fowleri; recreation; risk; knowledge; attitudes; practices
INTRODUCCION

Naegleria fowleri es una ameba de vida libre (AVL) termofilica, perteneciente a la
familia Vahlkampfiidae (VAHL) de la clase Heterolobosea, capaz de producir un cuadro muy
letal en seres humanos: la meningoencefalitis amebiana primaria (MAP) . Esta infeccion
es de abordaje complicado pues su curso es muy agudo, siendo fatal en la mayoria de los
casos; ademas, su diagnéstico no esta estandarizado y no existe un esquema de
tratamiento definido. En general, es una enfermedad poco conocida de la que se sospecha

rara vez 2.

Tras los primeros reportes de MAP durante la década de los 60s en Australia y los
Estados Unidos de América (EE. UU.) ®8, un estudio bibliométrico sefiala que, de 1970 a
2021, el numero de articulos publicados y citaciones sobre N. fowleri ha venido en aumento
sostenido, siendo mas notorio después del 2000, sobre todo en EE. UU., México y Australia
como principales paises de origen °. Mucha de esta literatura se trata de reportes de caso,

por lo que se trata de una aproximacién al comportamiento de estos casos. Se ha senalado,

74



ademas, que de 1965 a 2016 los casos reportados aumentaron un 1,6 % por afio (IC 95 %:

0,6 —2,6) 2.

A pesar de las dificultades intrinsecas para establecer indicadores epidemiolégicos
alrededor de este evento, la ocurrencia global se ha tratado de dilucidar en los ultimos afios,
contabilizandose un total de 381 casos, 32 sobrevivientes y una letalidad del 92 % de 1962
a 2018, segun el sistema de vigilancia de AVL de los “Centers for Disease Control and
Prevention” (CDC) y la consulta en fuentes bibliograficas 2. Con la misma intencion, en
2020, Maciver et al. '° reportaron 431 casos en la literatura, muchos de ellos presentandose
como parte de brotes, con un 95 % de letalidad y solo 21 casos exitosamente tratados. Esta
diferencia también expone la problematica de registro no sistematico que lleva a conteos
erréneos y subestimaciones. Con base en factores de riesgo conocidos para la MAP vy
muertes por infecciones neuroldgicas no especificadas, se hizo una estimacion de posibles
casos subdiagnosticados de MAP en EE. UU., con 16 muertes anuales de 1999 a 2010 que

calzaron con el patron tipico del cuadro clinico .

La MAP se ha reportado en cerca de 33 paises distintos, siendo su hallazgo de
forma mas frecuente en personas jovenes (edad media de 14 afos, con un rango de un
mes hasta 85 afos) del sexo masculino 2. Dentro de los principales determinantes
asociados a los casos descritos se encuentran las actividades acuaticas (nado y
zambullidos principalmente, bafio recreativo, deportes, irrigaciéon nasal, salpicaduras,
festivales), asi como la exposicién a fuentes de agua como lagos, pozas, piscinas y, en
menor medida, agua de grifo, canales, zanjas, charcos, rios, aguas termales y reservorios

artificiales de agua.

En un trabajo publicado en 2021, Gharpure et al. > mencionan una exposicion de
85 pacientes a aguas recreacionales de los 120 casos reportados en la base de datos de

los CDC de EE. UU. entre 1978 y 2018: 69 a lagos o pozas, 14 a rios y dos a eventos
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acuaticos. A nivel global, un metaanalisis de 575 publicaciones (de 35 paises diferentes)
arrojo una prevalencia agrupada de N. fowleri en fuentes de agua de 23,3 % 3. En Costa
Rica se han suscitado cuatro casos confirmados por laboratorio y asociados a las zonas de

San Carlos, Guanacaste y Limén 45,

Siendo que la principal fuente infeccion son cuerpos de agua naturales, las
condiciones climatolégicas pueden incidir en la ocurrencia del fenémeno. Gharpure et al. 2
sefalan que, de 315 casos reportados, un 85 % se describieron asociados a estacion seca
o verano. Asimismo, en el caso de EE. UU., la mayoria se han ubicado en estados del sur
y el oeste, como Florida y Texas, pero se calcula una variacion de 13,3 km hacia el norte
del pais cada afio ', lo cual puede evidenciar los efectos del cambio climatico y de la

potencial redistribucion del evento hacia zonas templadas.

Las actividades recreativas en aguas naturales o artificiales son entonces un factor
de riesgo a considerar cuando se estudia el fendbmeno de la MAP. Sin embargo, se debe
integrar esta nocion con la idea de que la distribucion geografica de los casos también
apunta a un riesgo en sitios con temperaturas mas elevadas. Por ejemplo, hay reportes de
exposiciones a piscinas privadas ubicadas en lugares calidos como California (EE. UU.) e
India, que dieron lugar a la infeccion 817, Otros casos asociados a aguas recreacionales en

parques acuaticos evidencian el peligro dado por inmersiones agresivas 8.

Los cuerpos de agua dulce también son sitios con potencial para adquirir la
infeccion, principalmente aquellos en los que puede haber elevacién de temperatura del
agua, ya sea por efectos naturales como las condiciones atmosféricas del lugar o la
contaminacioén térmica proveniente de plantas eléctricas 22, Esto sefala que el monitoreo
de las fuentes de agua con las que el ser humano puede tener contacto es indispensable
ante el riesgo que suponen las caracteristicas de la ameba y la evidencia epidemiolégica

sobre la ocurrencia del cuadro.
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Los modelos de encuestas de conocimientos, actitudes y practica (CAP) se han
utilizado vastamente en problemas de salud publica porque permiten establecer una linea
de partida para disefiar politicas de promocién de la salud, programas de prevenciéon y
educativos, asi como medir efectividad de intervenciones, con base en los hallazgos de la
conducta, barreras y la respuesta social ante determinados fenémenos ?*. Ante eventos
emergentes como el caso de las enfermedades causadas por AVL, trazar una base de la

comprension social permite obtener informacion valiosa para el proceder preventivo 2.

Dado el componente ecolégico y conductual de la enfermedad, el objetivo de este
trabajo fue determinar la presencia de AVL de la familia Vahlkampfiidae capaces de crecer
a temperaturas elevadas en diferentes fuentes de agua dulce naturales recreacionales de
Costa Rica durante 2023, asi como el perfil de las personas visitantes sobre conocimientos,

actitudes y practicas en relacién con la infeccion por N. fowleri.
MATERIALES Y METODOS
Area de estudio y muestreo de agua

Se plantedé un estudio de tipo transversal descriptivo y analitico para estudiar
cuerpos naturales de agua dulce ubicados en las regiones Chorotega, Huetar Norte y
Huetar Caribe, lugares donde se encuentran las fuentes de agua con las que se establecio
el nexo epidemiolédgico en los casos de MAP en Costa Rica '°. Se defini6 un marco
muestral minimo de veinte sitios para realizar un muestreo por conveniencia (no
probabilistico), identificando los cuerpos de agua a partir de la consulta a las Camaras de
Turismo de las regiones de interés, y que fueran reconocidos como destinos turisticos de
acceso publico, gratuito o administrado por una Asociacion de Desarrollo Comunal, cuya

topografia permitiera el facil ingreso. Todos los sitios de muestreo se georreferenciaron por
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medio de la aplicacién movil con sistema de posicionamiento global TcpGPS (Aplitop -

Surveying & Civil Engineering Solutions, Espaiia) 2.

En cada cuerpo de agua se tomaron cuatro submuestras de agua que
posteriormente conformaron una Unica muestra compuesta representativa del lugar. Las
muestras de agua se recolectaron segun los procedimientos de “Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater 2017” 2’ con algunas adaptaciones de la
metodologia de Lares Villa et al. ?%: a una profundidad de 30 cm, se removié el sedimento
y se dejo asentar, para luego tomar la muestra utilizando bolsas estériles de 450 mL
(LABPLAS Inc., Canada). El transporte y almacenamiento de las muestras se realizd a

temperatura ambiente hasta su procesamiento en el laboratorio.
Aislamiento e identificacion de AVL
Se sigui6 la metodologia descrita por Alvarado-Ocampo et al. 2°. Brevemente:

Cultivo de muestras: el volumen final total de cada muestra de agua compuesta (1.8
L) se filtr6 a través de membranas de nitrocelulosa con poro de 0,45 ym (Merck-KGaA,
Darmstadt, Germany) y el filtro se colocé en placas de agar no nutritivo 1,5 % suplementado
con Escherichia coli. Las placas se incubaron a 42 °C por al menos siete dias y las amebas
que crecieron fueron subcultivadas transfiriendo una pequefia cantidad del cultivo a un
nuevo medio de cultivo para seleccionarlas y propagarlas. Las placas con crecimiento se
lavaron con 1,0 mL de PBS estéril frio, se transfirid el material lavado a tubos Eppendorf de
1,5 mL y se centrifugé a 3000 x g durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido se descarté

y el sedimento se utilizd para las pruebas moleculares.

Extraccién de ADN: a partir del sedimento resultante del paso anterior se siguieron

las instrucciones del fabricante del kit QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Los
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productos se cuantificaron mediante el espectrofotometro Nanodrop™ 2000 (Thermo Fisher

Scientific, MA, USA) y se almacenaron a - 20 °C.

Ampilificacion por PCR y secuenciacion: se amplifico la region ITS completa (ITS1,
ITS2 y 5.8S) segun De Jonckheere & Brown ¥, para lo cual se utilizaron los primers
especificos para Vahlkampfiidae, familia taxonémica de N. fowleri (Vahl-F: 5'-
GTCTTCGTAGGTGAACCTGC-3', Vahl-R: 5-CCGCTTACTGATATGCTTAA-3") y para el
género Naegleria (ITSFW: 5-AACCTGCGTAGGGATCATTT-3" y ITSRV 5'-
TTTCCTCCCCTTATTAATAT-3"). Se siguid el protocolo de PCR vy electroforesis descrito
por Retana Moreira et al. '5. Se utilizaron controles negativos (agua destilada) y positivos
(ADN de la cepa de N. fowleri Lee ATCC 30808). Los productos de PCR para
Vahlkampfiidae se purificaron y secuenciaron con lectura pareada por electroforesis capilar

a través de un servicio comercial (Macrogen Inc., Seoul, Korea).
Encuesta exploratoria CAP sobre la infeccion por N. fowleri y su riesgo

Al momento de la visita a los distintos sitios de muestreo, se seleccionaron turistas
mayores de edad (con 18 afios cumplidos o mas), con el fin de administrar un cuestionario.
Previo a su aplicacién, se brindé informacion sobre el estudio para procurar y asegurar un

consentimiento de participacion.

Instrumento: se utilizd un cuestionario estructurado, con preguntas cerradas y
precodificadas, mediante el cual se recabé informacion para construir el perfil demografico,
asi como de CAP de las personas visitantes de los cuerpos de agua muestreados, con
relacion al cuadro clinico de MAP, asi como el riesgo y las medidas para prevenir la
infeccion por N. fowleri. El trabajo de Shakeel et al. 3" es cercano al objeto de estudio de
este trabajo y permitid construir la base de esta herramienta; sin embargo, en otras

tematicas vinculadas con enfermedades transmisibles existen también referencias de
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encuestas validadas *2 que aportan en ambitos como el aqui planteado. El instrumento fue
revisado por un experto en sociologia para evaluar y corregir el tipo y calidad de las

preguntas, asi como la claridad de los conceptos.

Escalas de medicién: el conocimiento sobre la ameba, la MAP y las formas de
prevenir la infeccion se evaluaron por medio del niUmero de respuestas correctas sobre el
tema 2. El comportamiento en términos de actitudes y practicas frente a la infeccidn y los
riesgos para adquirirla en sitios recreativos se midié a través de un Escalamiento de Likert,
donde se plantearon una serie de afirmaciones y posibles respuestas: “totalmente de
acuerdo/siempre”, “de acuerdo/la mayoria de las veces si”, “ni de acuerdo ni en

desacuerdo/algunas veces si, algunas veces no”, “en desacuerdo/la mayoria de las veces
no”, y “totalmente en desacuerdo/nunca”’, que se puntuaron del cinco al uno,
respectivamente 4. Se califico el comportamiento de riesgo dividiendo la puntuacion total

entre el numero de afirmaciones %.

Anadlisis: se utilizo estadistica descriptiva para resumir, organizar y presentar la
informacién sociodemografica y de CAP derivada de la encuesta a turistas por medio de
frecuencias y porcentajes con sus respectivos IC 95 %: procedencia, género (femenino,
FEM; masculino, MAS), edad, grupo de edad (variable recategorizada en dos grupos a partir
del dato numérico de edad), numero de respuesta correctas con relacion al conocimiento y
puntajes de actitudes y practicas derivadas de la escala Likert. Se crearon dos grupos de
edad (18-39 afos y = 40 afios), con base en la clasificacion dada por Martin Ruiz %, en la
que separa a los adultos jovenes (20-39) de los adultos medios (40-49) y adultos maduros
(desde los 50). También se generaron las categorias de procedencia segun condicién de
extranjero no residente declarada durante la encuesta y de acuerdo con la Actualizacion

del Plan Regional de la Gran Area Metropolitana (GAM) 2013-2030 (N° 38334-PLAN-
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MINAE-MIVAH-MOPT-S-MAG) 3 para clasificar a las personas residentes como

procedentes de la GAM o no.

Se aplicé la prueba de Shapiro-Wilk para determinar la normalidad de los conjuntos
de las variables cuantitativas (edad, puntajes de conocimiento, actitudes y practicas), para
luego utilizar estadisticos no paramétricos que buscaran probar la asociacion entre las
variables CAP (Rho de Spearman, a = 0,05) y con otras variables categéricas como la
procedencia, el grupo de edad, el género, la condiciéon de local (Suma de rangos de

Wilcoxon, a = 0,05) y la procedencia (Kruskall Wallis, a = 0,05).

Para el atributo de conocimientos se compararon las frecuencias de acierto con las
categorias de las variables: procedencia, género y grupo de edad (Chi cuadrado de
Pearson, a = 0,05). Todos los analisis descritos se ejecutaron en el paquete estadistico

STATA® v. 14 (Stata Corp LLC, TX, USA) 38,
RESULTADOS
Aislamiento e identificacion de AVL

Se muestrearon 24 cuerpos de agua, en el periodo comprendido entre julio y
noviembre de 2023. Se recolectaron 96 submuestras de agua, de las cuales 56
(provenientes de 22 de los sitios de muestreo) presentaron aislamiento positivo a 42 °C. Se
seleccionaron y subcultivaron los diferentes morfotipos de cada sitio para ser identificados
por métodos moleculares. La PCR para familia Vahlkampfiidae resulté positiva en los

aislamientos de 20 sitios de muestreo (Cuadro 1, Figura 1).

El analisis de las secuencias permitid identificar aislamientos de nueve de los
cuerpos de agua, mientras que, para los restantes 11 lugares, la identificacion por
secuenciacion fue indeterminada. Ninguna de las identificaciones coincidié con Naegleria.

Sin embargo, la PCR a nivel de género Naegleria detectd 11 muestras positivas,
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provenientes de siete sitios de muestreo (cinco de la Region Huetar Norte, uno de la Region

Chorotega y uno de la Regién Huetar Caribe).

Cuadro 1. Deteccion por PCR de AVL de la familia Vahlkampfiidae (VAHL) y el género
Naegleria en aislamientos realizados a partir de cuerpos de agua dulce visitados para la
recreacion, por region geografico-administrativa.

Porcentaje de

Sitio de muestreo Codificacion | submuestras con \7:'5;_ N PCR- .
aislamiento a 42 °C aegleria
Regién Chorotega
Rio Blanco, Curubandé CHO1 50 POS NEG
Llanos de Cortés CHO2 50 POS NEG
Poza La Escondida CHO3 50 POS POS
Regién Huetar Caribe
Rio Blanco, Guapiles HCA1 0 NA NA
La Cueva del Murciélago HCA2 25 POS POS
El Coco HCA3 100 POS NEG
Rio Parismina HCA4 100 NEG NEG
Poza de Calle Vieja HCAS 100 POS NEG
Regién Huetar Norte
El Castillo HNO1 50 POS POS
Rio Agua Caliente HNO2 0 NA NA
El Choyin HNO3 75 POS NEG
El Salto de Rio Fortuna HNO4 100 POS NEG
Poza La Pechuga HNO5 100 POS NEG
El Tururdn HNOG6 50 NEG NEG
La Palmera HNO7 100 POS NEG
Cércel La Marina HNO8 75 POS NEG
El Tucano HNO9 75 POS NEG
Catarata Calle Damas HNO10 25 POS NEG
Vado Rio Tres Amigos HNO11 75 POS POS
Laguna ltzayana HNO12 25 POS NEG
Laguna Rio Cuarto HNO13 50 POS NEG
Poza Las Vegas HNO14 50 POS POS
Poza de Los Novios HNO15 25 POS POS
Rio Mamonal HNO16 50 POS POS
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Frecuencia relativa (n=24) 91,7 83,3 29,2

POS: positivo, NEG: negativo
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Figura 1. AVL de la familia Vahlkampfiidae aisladas a partir de diferentes cuerpos de agua.
Los colores representan el nUmero de submuestras de agua cultivadas a 42 °C positivas
(blanco: 0, purpura: 1, verde: 2, azul: 3, naranja: 4) y el punto negro central es indicativo de
PCR para familia taxondmica positiva. La zona amarilla (izquierda) corresponde a la Region
Chorotega, la zona café (centro) a la Region Huetar Norte y la roja (derecha) a la Region
Huetar Caribe. Elaboracion propia.

Encuesta exploratoria CAP sobre la infeccion por N. fowleriy su riesgo

Se aplicaron encuestas en 20 de los 24 sitios de muestreo, a un total de 72 personas:
45 mujeres y 27 hombres, con edades entre los 18-62 afos y 18-66 anos, respectivamente.

La distribucion por género y edad se muestra en el Cuadro 2. Un 56,9 % (41; IC 95 %: 45,5-
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68,4) no especificd algun mes de preferencia para visitar con fines recreativos los sitios

muestreados; sin embargo, marzo y abril fueron los meses mas mencionados.

La frecuencia de visitacién se puede observar en la Figuras 2. Un 77,8 % (56; IC 95

%: 68,2-87,4) afirma visitar con regularidad, al menos una vez al afo, este tipo de sitios

para la recreacion, y un 61,1 % (44; IC 95 %: 49,9-72,4) declara ser visitante no local de la

comunidad en la que se encuentra el cuerpo de agua dulce. La Figura 3 muestra los lugares

de procedencia de las personas a las que se les aplicé la encuesta.

Cuadro 2. Frecuencia absoluta y relativa de aspectos sociodemograficos de las personas
visitantes de cuerpos de agua dulce para la recreaciéon que fueron encuestadas durante
los muestreos en 20 sitios de colecta.

Componente del perfil
sociodemografico

Ha escuchado hablar de
Naegleria fowleri o sus
nombres vernaculares

Total de personas
encuestadas (n =

Si NO 72)
45 (62,5 %) 27 (37,5 %)
Categoria de género (frec. absoluta)
Femenino 32 13 45
Masculino 13 14 27
Categoria de género (frec. relativa, %)
Femenino 44.5 18,0 62,5
Masculino 18,0 19,5 37,5
Grupo de edad en afos cumplidos (frec. absoluta)
18-39 30 15 45
=40 15 12 27
Grupo de edad en aios cumplidos (frec. relativa, %)
18-39 41,7 20,8 62,5
=40 20,8 16,7 37,5
Categoria de procedencia (frec. absoluta)
GAM 22 9 31
No GAM 21 16 37
Extranjero 2 2 4
Categoria de procedencia (frec. relativa, %)

GAM 30,5 12,5 43,0
No GAM 29,2 22,2 51,4
Extranjero 2,8 2,8 5,6
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Figura 2. Frecuencia de visitacion a cuerpos de agua dulce para la recreacion, por género.
Elaboracion propia.
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Figura 3. Procedencia de las personas que contestaron la encuesta CAP. El numero y la
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intensidad del color representan la cantidad de encuestados que declararon cada cantén
resaltado como su sitio de residencia. Elaboracion propia.

Con relacion al rubro de conocimientos, es de destacar que el 62,5 % (IC 95 %:

51,3-73,7) de encuestados ha escuchado sobre Naegleria fowleri, también conocida como

“ameba comecerebros”, mientras que el 37,5 % (IC 95 %: 26,3-48,7) refiri6 que no. El

porcentaje de respuestas correctas (puntaje de conocimiento) por item se muestra en el

Cuadro 3.

Cuadro 3. Porcentaje total y desagregado, por item de respuestas correctas, para la evaluacion
de CONOCIMIENTOS sobre la infeccion por Naegleria fowleri en personas visitantes de cuerpos

de agua dulce para la recreacion.

Desagregacion por

Conocimiento . A . Grupo de edad -

especifico que Q:;::'t:l Género (afios) Procedencia

evalia el item FEM MAS | 18-39 > 40 GAM GbXOM Extranj
ero

Ruta de entrada

al cuerpo para 30,6 355 | 222 | 355 | 222 | 387 | 243 | 250

adquirir la

infeccion

Principales

manifestaciones | 44 4 444 | 222 | 355 | 370 | 548 | 243 | 0,0

clinicas de la

infeccién

Frecuencia de 37,5 444 | 259 | 378 | 370 | 516 | 270 | 250

casos en el pais

Severidad de la

infeccion en el 44 4 57,8 22,2 46,7 40,7 58,1 35,1 25,0

ser humano

Lugares donde

es posible 30,6 333 | 259 | 333 | 250 | 355 | 270 | 250

adquirir la

infeccion

Puntaje general

de 35,8 43,1 23,7 37,8 32,6 47,7 27,6 20,0

conocimientos

valor p < 0,001 0,321 < 0,001

* %2 (p < 0,05), prueba de dependencia entre los aciertos y la variable categérica es

estadisticamente significativa.
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El Escalamiento de Likert de la evaluacién de actitudes y practicas se puede ver en
las Figuras 4, 5y 6, por género, grupo de edad y procedencia. El numero absoluto del tipo

de respuesta obtenida por item se muestra en el consolidado del Cuadro 4.

Se observé una correlacion positiva media (rho de Spearman = 0.3571; p = 0,002)
entre el puntaje de conocimientos y el puntaje de actitudes. No se encontraron correlaciones
estadisticamente significativas entre las variables numéricas A-P o C-P, ni asociaciones
con las variables categoricas; con excepcion de la comparacion de las medianas del puntaje

de conocimiento entre géneros y entre procedencias (p = < 0,05).

A

‘2 ‘3 '4

favorable ‘
o

Actitud muy
desfavorable
Actitud muy

2,96 3,10
3,01

@ 1839 O Mas
@:z=40 @FEM

‘2 ‘3

A

)
N
A
o

favorable

3,14

Actitud muy
desfavorable
Actitud muy

Figura 4. Escalamiento de Likert para evaluacion de actitudes con relacion a la visitacion
en cuerpos de agua dulce para la recreacion y el riesgo de infeccion por Naegleria fowleri.
La linea roja representa la puntuacion general. También se incluyen los valores de
puntuacion desagregada por grupo de edad (purpura y azul) y género (amarillo y verde).
Elaboracion propia.
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Practicas

Practicas
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Practicas
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Figura 5. Escalamiento de Likert para evaluacién de practicas con relacion a la visitaciéon
en cuerpos de agua dulce para la recreacion y el riesgo de infeccidon por Naegleria fowleri.
La linea roja representa la puntuacion general. También se incluyen los valores de
puntuacién desagregada por grupo de edad (purpuray celeste) y género (amarillo y verde).

Elaboracién propia.
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Figura 6. Escalamiento de Likert para evaluacién de actitudes y practicas con relacion a la
visitacion en cuerpos de agua dulce para la recreacion y el riesgo de infeccion por Naegleria
fowleri. Se incluyen los valores de puntuacién desagregada por categoria de procedencia:
GAM (naranja), No GAM (azul) y persona extranjera (rosa). Elaboracién propia.
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Cuadro 4. Frecuencia del tipo de respuesta ofrecida para cada item de ACTITUDES y PRACTICAS, con relacién a la visitacion en
cuerpos de agua dulce para la recreacién y el riesgo de infeccion por Naegleria fowleri.

Actitudes Practicas
. Recomien
Val La Se presta | Acude al Opcién de Evita | 02 otras
alor Opcionde | infeccién Hay atencion | centro de respuesta Qsa sumergirse personas
en la . a salud al naricera o
respuesta esun |preocupaci| . . Valor en | para cada ; . las
Escal X informaci | presentar : i4n | al realizar | zambullirs .
paracada | problema | &n por la Escala | afirmacion | &' = medidas
ade . . ' . on sintomas . actividade | e cuando
- afirmacion | important | adquirir la : ’ de Likert de
Likert . . relaciona | relacionad s no cuenta .
e de infeccion . prevencio
salud (_ja a e_sta 0sa _Ia acuaticas con n
infeccion | infeccion naricera .
anteriores
5 |Totalmenteen| 11 5 9 5 |Nunca 58 29 36
desacuerdo
La
4 |EP 4 5 6 10 4 |mayoria 4 3 5
desacuerdo de las
veces no
Ni de acuerdo A veces
3 ni en 11 11 13 15 3 si, a veces 5 10 13
desacuerdo no
La
2 |De acuerdo 16 11 17 11 2 mayoria 2 14 5
de las
veces Ssi
1 Zg:z':'d‘ﬁ"te de| 36 34 31 27 1 Siempre 3 16 13
Total de respuestas 72
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DISCUSION

Las AVL de la familia Vahlkampfiidae son microorganismos con gran adaptabilidad
a un amplio rango de habitats (principalmente suelos y sedimentos asociados a cuerpos de

agua) y se han hallado en ambientes extremos de salinidad, temperatura y pH *.

La relevancia de la presencia de este tipo de amebas en cuerpos de agua dulce
utilizados para la recreacioén y el turismo se fundamenta en el estrecho contacto con el ser
humano y en la existencia de amebas vahlkdmpfidas anfizoicas como Naegleria fowleri “°.
Sin embargo, ha habido reportes aislados que implican a otros miembros de esta familia en
procesos patologicos. Por ejemplo, se ha asociado Vahlkampfia sp. con casos de queratitis
en seres humanos como unico hallazgo en cultivo de una biopsia de cérnea (presencia de
Acanthamoeba sp. no demostrada), también presente en muestras ambientales (liquido de

lentes de contacto, grifo de bafio) relacionadas al caso #!, o en raspado corneal 2.

Se han descrito casos de infecciones mixtas de Vahlkampfia sp. y Acanthamoeba
sp. tras cultivo de lentes de contacto y raspados corneales, en los que no se establecio si
el papel de Vahlkampfia sp. fue como patégeno primario o como contaminante secundario
a la infeccion por Acanthamoeba sp. ***. También se ha sugerido el potencial patogénico

de otras especies termdfilas como N. australiensis y N. italica en modelos animales .

En este trabajo se encontré una positividad del 91,7 % por AVL cultivables a 42 °C
aisladas a partir de los lugares visitados para muestreo (22/24) con un 83,3 % de positividad
en la PCR para familia Vahlkampfiidae en dichos aislamientos (20/24) y un 29,2 % con
relacion a Naegleria spp. (7/24). En el pasado, se han realizado aislamientos de AVL a partir
de muestras de aguas recreacionales con frecuencias de 64,0 % “® y de 80,4 % en

sedimentos de cuerpos de agua dulce #'.
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De los 20 cuerpos de agua dulce a partir de los que se lograron cultivar las AVL a
42 °C, en nueve de ellos se identificaron, por secuenciacion, aislamientos con porcentajes
de identidad altos con Tetramitus sp., Vahlkampfia sp. y Neovahlkampfia sp. Si bien, por
PCR se detectd Naegleria spp., esto no pudo ser confirmado por secuenciacién del
amplicén de la PCR-VAHL, posiblemente por la predominancia de material genético de
otras AVL que compiten en el habitat con Naegleria spp. '>*84°. Lo mismo sucedi6é en una
encuesta de condiciones ambientales en la Republica Centroafricana *°. Sin embargo, en
muestras de agua de rios ya se ha reportado un 0 % de deteccién de (0/100) de Naegleria

sp. 5.

En linea con los resultados presentados, un metaanalisis arrojé una prevalencia
global de Vahlkampfia sp. de 54,2 % (27,5 — 79,7) en piscinas y aguas recreacionales °?; y
existen numerosos reportes de Vahlkampfia sp. y Naegleria sp. encontradas en agua de rio

y agua de plantas de tratamiento 5%,

Desde el punto de vista del riesgo que puede suponer la presencia de estas amebas
en la naturaleza, se debe considerar la presencia de bacterias resistentes a las amebas,
que utilizan a las AVL como albergues estratégicos para su permanencia en el entorno; en
este sentido, se ha demostrado que Vahlkampfia sp. y Naegleria spp. aisladas de aguas

recreacionales pueden albergar bacterias como Pseudomonas sp. y Escherichia/Shigella

58

También se hall6 Neovahlkampfia, un género descrito inicialmente como de origen
marino %98 que se constituyd junto con una actualizacion taxondémica hecha al género
Tetramitus hace relativamente poco tiempo tras la reasignaciéon de varias especies de
Vahlkampfia (V. damariscottae, ahora Ne. damariscottae; V. enterica y V. lobospinosa,

ahora T. entericus 'y T. lobospinosus) por analisis de las secuencias del ADN ribosomal de
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la subunidad pequefia ¢'; pues, con anterioridad, todos los vahlkampfidos que no produjeran

formas flageladas se consideraban del género Vahlkampfia.

En este muestreo de cuerpos de agua dulce el principal género identificado (8/24)
fue Tetramitus, grupo en el que se incluyen AVL poco estudiadas, con frecuencias variables
a nivel ambiental y que, al igual que en Naegleria, hay especies que no exhiben formas
flageladas y otras que si lo hacen %%%, Ademas, comparte aspectos morfolégicos con
Naegleria y, por tal razén, los enfoques basados en morfologia pueden asignar mal a
miembros de estos géneros; de modo que el andlisis de secuencias ITS que incluyan el gen
ADNr 5.85 y ADNr 18S es necesario %. Una publicacion reciente propone una
reclasificacion dentro de la clase Heterolobosea que separaria la familia Vahlkampfiidae
(incluyendo los géneros Vahlkampfia y Tetramitus), de Naegleriidae (Naegleria spp.,

Willaertia sp.) y Neovahlkampfiidae (Neovahlkampfia spp.) .

El rango de habitats y condiciones éptimas para Tetramitus sp. es amplio, pues se
han descrito hallazgos de amebas de este género con poca movilidad o ausencia de
crecimiento a 40 °C o mas % pero también se ha encontrado Tetramitus sp. en plantas
de tratamiento de agua %, sistemas de suministro de agua ®’, sedimentos de agua dulce 8,
compostaje (temperatura: 39,1 °C y pH: 7,6) ©, o exhibiendo caracteristicas francamente

termoacidofilas (temperatura: 28-54 °C y pH: 1,2-5) 7°.

Este trabajo preliminar coincide con otros esfuerzos previos de muestreo de rios,
lagos, pozas y piscinas con resultados que muestran una predominancia (25,0 %) de
Tetramitus con identidades similares a aislamientos de Australia y EE. UU. por andlisis
filogenéticos 0. En suelos de uso agricola y de jardin también esta presente Tetramitus sp.,
y se han aislado e identificado bacterias patdgenas oportunistas (e.g. P. aeruginosa
trimetoprim/sulfametoxazol-resistente y Stenotrophomonas maltophilia) en asociacion con

estas AVL ™.
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No todas las especies de los géneros aqui identificados son conocidas termofilicas;
sin embargo, en este trabajo las amebas se seleccionaron y multiplicaron en cultivo a 42 °C
a través de varios pasajes, lo que demuestra su termotolerancia. En la literatura se
describen algunos casos de Vahlkampfia sp. y Allovahlkampfia sp. con termotolerancia a
40 °Cy 42 °C, asi como cualidades de osmotolerancia "2. Ademas, Vahlkampfia sp. ha sido

aislada de balnearios termales 3.

La termotolerancia en Tetramitus sp. también ha sido demostrada con aislamientos
(a partir de arroyos, rios, canales, tierra y lodo) a temperaturas maximas de 40 °C 7y 42
°C . Esto coincide con la adaptabilidad que demuestran otros vahlkampfidos parasitos
conocidos, como N. fowleri, y sefiala que estos entornos acuaticos son permisibles para la
presencia de AVL con cualidades patogénicas. En este sentido, se decidié también
implementar una herramienta para describir el nivel de conocimiento y caracteristicas de
comportamiento de las personas visitantes de reservorios naturales de agua con fines

recreativos, con relacion al riesgo de infeccion por N. fowleri.

Se aplicé una encuesta CAP a 72 personas durante los muestreos de agua vy
sedimento, siendo una mayor proporcidén de personas entrevistadas: mujeres con un 62,5
% (contra un 37,5 % de hombres), con edades entre los 18 y los 39 afios con un 62,5 %
(contra un 37,5 % de personas de 40 afios 0 mas), con un 61,1 % que refiere no residir en
la localidad donde se encuentra el cuerpo de agua (contra un 38,9 % de locales), con
visitacion regular en un 77,8 % (contra un 22,2 % de visitantes primerizos), y un 56.9 % sin
preferencia particular por el momento del afio en que se recrea en este tipo de reservorios
de agua. La diferencia entre personas provenientes de la GAM (43,1 %) y fuera de la GAM
(51,4 %) fue menor, pero importante con relacion a las personas extranjeras no residentes

en Costa Rica que se encontraron haciendo turismo en los sitios muestreados (5,6 %).
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Los antecedentes de encuestas de este tipo con relacion a infecciones por AVL son
escasos: se han publicado estudios en usuarios de lentes de contacto donde se han dirigido
algunas preguntas relacionadas al riesgo de queratitis amebiana, confirmando un buen nivel
de conocimiento sobre practicas preventivas de higiene >33, Sobre la meningoencefalitis
amebiana primaria, existe una publicacion sobre una entrevista de conocimientos aplicada

a estudiantes de ciencias de la salud *' y otra tipo CAP aplicada a personal de salud ®.

En este caso, la poblacion objetivo fue diferente, dirigiéndose a personas visitantes
de cuerpos de agua dulce para recreacion. Segun la literatura consultada, el unico estudio
similar a esta propuesta fue una encuesta CAP realizada para la poblacion general de
Karachi, Pakistan 7’ lugar donde se ha considerado la MAP como un evento de gran
preocupacion desde 2008 pues se han reportado niumeros variables de muertes por ano
desde entonces 8. En el estudio aqui presentado, solamente un 37,5 % de participantes
refii6 no haber escuchado nunca sobre Naegleria fowleri, o bien, la “ameba come

cerebros”, lo que incide en el nivel de conocimiento de la poblacion.

Se ha visto, para otras parasitosis desatendidas, que el estado de alerta sobre una
infeccion, su biologia, medidas de prevencion y control, es insuficiente 7°. Esto se alinea
con la idea de que las experiencias de la vida pueden contribuir a un mejor sentido del
autocuidado y prevencion; sin embargo, la MAP es una enfermedad que, ademas de muy
letal, es de baja frecuencia en el pais, y haberla vivido de cerca resulta dificil en el contexto

costarricense.

El puntaje de conocimiento, operativizado como el porcentaje de aciertos, muestra
un nivel inapropiado de manejo de la informacion relacionada al tema de interés, pues
ninguno de los items tedricos supera el 45,0 % y el global es de 35,8 %. Adicionalmente, al
analizar la desagregacién por género y procedencia se encontraron diferencias

significativas, con mejores puntajes de conocimiento para las mujeres y las personas
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provenientes de la GAM. Reforzando la idea ya expuesta, un estudio CAP sobre
esquistosomiasis sefala que las personas que han padecido o conocen a alguien que ha
padecido la enfermedad o han participado en intervenciones de salud relacionadas poseen

mejores puntuaciones CAP &0,

Sobre las diferencias entre hombres y mujeres, hay que senalar que histéricamente
las mujeres han tenido un cuidado de la salud mas exhaustivo; esto se puede explicar por
niveles mas elevados de alfabetizacion en salud que resultan de: i) una mejor exploracion
del sistema de salud y ii) roles de género tradicionales sobre el cuidado familiar basados en
expectativas que les han obligado a poseer un mejor conocimiento base 8'. Segun National
Academies of Sciences, Engineering, and Medicine &, las mujeres utilizan mas los servicios
de salud que los hombres, pero también realizan mas visitas de atencion primaria, reciben
mas diagndsticos, servicios de tamizaje y acompafiamiento nutricional y de salud sexual.
Sin embargo, la percepcion del riesgo en el hombre puede modular qué tan proclive es a

buscar informacion, segin Manierre 8.

Por otra parte, la variable de conocimiento fue notoriamente peor puntuada en
personas procedentes de fuera de la GAM, relacionandose esto con zonas preferentemente
rurales del pais. Aunque se ha sugerido que el efecto de disparidad urbano-rural puede
verse incrementado en paises en desarrollo debido a la disponibilidad de recursos de salud
y no se debe completamente a la ruralidad per se 8, la dicotomia urbano-rural desfavorece
a la ruralidad con menor acceso a servicios de salud, a fuentes de informacion en salud y
menos opciones de proveedores de salud, siendo, a su vez, determinadas por

caracteristicas como el ingreso econémico y la educacion de estas poblaciones 828°,

Asimismo, no se debe descartar que estas variables, asi como la edad y el género,
confundan la interpretacion sobre diferencias en alfabetizacién en salud entre residentes

urbanos y rurales cuando no se ajustan las estimaciones considerando todas las

95



covariables . Hay que considerar que las habilidades que tenga una poblacién para
acceder y asimilar educacién en salud no necesariamente se traducen en obtener
conocimiento suficiente sobre una enfermedad especifica y esta brecha se relaciona con
acceso a informacién especializada, a especialistas en el area y experiencias personales

8 lo que podria darse en el caso de la MAP por ser un fenédmeno relativamente emergente.

Con relacién a los puntajes de actitudes y practicas, los resultados muestran
actitudes desfavorecedoras y practicas de riesgo con niveles de medio a alto (3,01/5,00 y
2,16/5,00, respectivamente). Si bien no hubo diferencias por género o edad en las practicas
o actitudes, poniendo en perspectiva que la mayor parte de participantes fueron personas
entre 18 y 39 anos, hay que considerar que el grupo demografico que se ha propuesto como
mas expuesto a la MAP por epidemiologia ha sido el de varones jévenes 28#7 en quienes
se presume que hay mayor propension a realizar acciones que faciliten la entrada forzosa
de agua por la nariz, como brincar, bucear o salpicar, que facilitan la invasion de la ameba.
También se asocian con mayor permanencia en el agua, realizando actividades que
remueven el sedimento que puede contener a N. fowleri *8”. En este sentido, el uso de
protectores para la nariz y mantener la cabeza fuera del agua son medidas de prevencion

ya conocidas y difundidas 88.

De acuerdo con estos resultados, el uso de naricera durante las actividades
acuaticas es la practica menos implementada y hubo mayor variabilidad de respuestas en
la practica de zambullirse o sumergirse durante las actividades acuaticas. Un componente
que podria explicar la puntuacién de practicas es el hecho de que pareciera que las
personas relacionan la ameba mas con aguas termales, un concepto errado puesto que,
aunque las altas temperaturas favorecen la proliferacioén de la ameba, hay vasta evidencia
de casos relacionados con fuentes de agua de diferente origen y naturaleza como lagos,

rios, balnearios, canales, charcos, entre otros 28687,
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Las actitudes evaluadas con mas variedad de respuestas fueron la preocupacion
por enfermar y la asistencia a centros de salud ante sintomatologia relacionada con la
infeccidn. Se esperaba que las personas tuvieran mejores practicas y actitudes a medida
que fuera mejor su conocimiento y entendimiento sobre la MAP, aunque el conocimiento y
las practicas no siempre correlacionan, segun el contexto, pues pueden mediar
determinantes que limitan el accionar adecuado; por ejemplo, cuando no hay acceso a

recursos para ejecutar practicas preventivas o de promocion de la salud 8%,

La unica correlacion media encontrada fue entre el conocimiento y la actitud, que se
puede asociar a creencias moldeadas a partir de la comprension del fenémeno. Este
resultado no es de extrafar siendo que la mayor proporcion de personas saben de la
existencia de N. fowleri, lo que también podria ser resultado de las comunicaciones emitidas
por el Ministerio de Salud de Costa Rica en 2020 cuando se sugirieron acciones preventivas
como la prohibiciéon de trampolines, la limpieza de piscinas y rotulacion para prevenir y

advertir de la posible presencia de la ameba 1%,

La contextualizacion de estos comunicados se dio alrededor de centros recreativos
de agua termal; por lo que se considera que el mensaje sesgd a la poblacion e invisibilizo
otras fuentes potenciales (como las incluidas en este trabajo, en las que se demostro la
presencia de otras AVL termotolerantes) y esto puede influir en los hallazgos en practicas
y actitudes. Yoder et al. & sefialan que la rotulacion de alerta en ciertos lugares puede crear
confusién y hace pensar que la falta sefializacion en otros cuerpos de agua significa que

estan libres del patogeno.

La encuesta CAP aplicada permitié detectar vulnerabilidades de la poblacién con
relacion al poco conocimiento y comportamiento de riesgo para adquirir la infeccién por N.
fowleri. Estos hallazgos coinciden con el trabajo de Younus et al. 7/, que reportaron un 80,0

% de personas que no habian escuchado nunca sobre el patégeno, mas de un 95,0 % de
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respuestas incorrectas al abordar el conocimiento y casi un 100,0 % que no evita
actividades acuaticas durante el verano o no previene la entrada de agua por la nariz de

ninguna forma.

Los resultados de este estudio enfrentan limitaciones de representatividad por la
seleccidon no probabilistica de las fuentes de agua y el nimero de fuentes que se logré
muestrear en total; asimismo, el nimero de personas que respondieron a la encuesta CAP
limita la generalizacion de los hallazgos, pero permite trazar una base con la que hasta el

momento no se contaba.

Si bien la formulaciéon de preguntas fue cuidadosa y se revisaron de previo a su
implementacion, hay sesgos de informacion inherentes a la aplicacion de una encuesta y
dificiles de controlar, por lo que se deben considerar principalmente aquellos provenientes
de las personas como los sesgos de memoria, cortesia, afirmacién y de contexto, en
respuesta a presiones externas del entorno social en el que las personas viven o se
encontraban al momento de ser encuestadas. Al no poder descartar subestimaciones o
sobreestimaciones en los puntajes CAP, los resultados se plantean como desencadenantes
de nuevas hipoétesis que puedan confirmarse eventualmente por medio de estudios

posteriores de mayor envergadura.

Los resultados de este estudio apuntan a que las AVL vahlkampfidas, como
microorganismos de amplia distribucién, son aisladas facilmente del ambiente, y hay una
alta frecuencia de Tetramitus spp. termotolerantes en aguas superficiales no termales en
Costa Rica con capacidad de proliferar a altas temperaturas, similar a lo que ocurre en el

caso de N. fowleri #°,

Mientras que la encuesta CAP, una herramienta para dilucidar lo que es sabido,

creido y puesto en marcha en el contexto del riesgo de infeccion por N. fowleri refuerza la
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importancia y necesidad de mas y mejor educacion en salud, pues no se consigue un buen
grado de conocimiento y la muestra estudiada evidencia deficiencias en el manejo y
prevencion del riesgo. Las brechas se deben cerrar con estrategias de comunicacion y
publicidad a través de medios tradicionales y redes sociales, en cooperacion estratégica
con la academia, proveedores de salud, autoridades en salud ambiental y recurso hidrico,

y otras organizaciones relacionadas con la salud publica 8.
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CONCLUSIONES

Los trabajos presentados como parte de esta tesis se derivan de un proyecto de

monitoreo ambiental de cuerpos de agua dulce naturales en Costa Rica, que responde a

una necesidad de describir variables que puedan explicar la presencia de amebas de vida

libre potencialmente patdgenas para el ser humano e identificar territorios nosogénicos que

cuenten con las caracteristicas necesarios para albergar al microorganismo y servir de

fuente para el contacto con el ser humano. El enfoque priorizé la busqueda de Naegleria

fowleri, agente etiolégico de una de las infecciones mas letales: la meningoencefalitis

amebiana primaria, cuadro clinico que se ha presentado en el pais y que estan

epidemiolégicamente relacionados con las Regiones Chorotega, Huetar Caribe y Huetar

Norte. Las siguientes son las principales conclusiones del proyecto:

a)

b)

La presencia de N. fowleri en cuerpos de agua dulce naturales de Costa Rica no fue
demostrada directamente; sin embargo, se brindaron argumentos ecolégicos que
sustentan la dificultad para aislar a esta especie debido a una estructura compleja
de la comunidad en la que se ve inmersa. En este sentido, es posible sugerir, de
manera general, que los cuerpos de agua incluidos en este trabajo poseen
caracteristicas ambientales (en agua, sedimento y clima) adecuadas para la

permanencia de AVL.

Se demuestra la presencia de AVL de la familia Vahlkampfiidae por medio de
métodos moleculares de deteccién a partir de los aislamientos positivos a 42 °C:
predomina Tetramitus sp., seguido de Vahlkampfia y Neovahlkampfia sp.
identificadas por secuenciacion; y Naegleria spp. por deteccién basada en PCR.

Esto también indica la presencia de AVL termotolerantes en aguas superficiales no
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d)

termales en Costa Rica con capacidad de proliferar a altas temperaturas, similar a

lo que ocurre en el caso de N. fowleri.

La presencia de Naegleria spp. en los cuerpos de agua estudiados es independiente
de los parametros fisicoquimicos medidos en el agua y los sedimentos, la
caracterizacion geoespacial de uso de suelo alrededor de los cuerpos de agua y la
subregién climatica en la que se encuentra, de acuerdo con las medidas
epidemiolégicas probadas (OR). Aunque esto puede explicarse por la variabilidad
de los parametros medidos y el numero limitado de sitios incluidos, la propuesta es
la primera en su tipo al hacer caracterizaciones ambientales completas en lugares
que efectivamente fungen como habitats de AVL en Costa Rica, coincidiendo los

hallazgos con reportes previos en la literatura.

La encuesta CAP demuestra que la poblacion turista/visitante local encuestada
posee un conocimiento deficiente sobre la MAP y su agente etioldgico, a la vez que
no reconoce a cabalidad el riesgo que representan los sitios recreativos
muestreados, no aplica las medidas de prevencién a tomar para evitar la MAP vy
desconoce sobre prevencion. Los hombres y las personas procedentes de fuera de
la GAM parecen arrastrar mas desinformacion o ausencia de informacion del todo

sobre el evento.
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RECOMENDACIONES

Es importante interpretar con cautela los hallazgos de esta investigacion y hacerlo

a la luz de comprender que el proyecto, como estudio transversal, conlleva una serie de

limitaciones que comprometen la generalizacién de los resultados. Por ello, las siguiente

son las principales recomendaciones metodoldgicas que se desprenden para proyectos

subsiguientes, en la medida en que el recurso financiero y logistico lo permita:

a)

b)

d)

Definir el marco muestral de cuerpos de agua en colaboraciéon con autoridades
sanitarias, ambientales y turisticas para enriquecer la seleccién de sitios de
muestreo, procurando partir de un inventario lo mas exhaustivo posible para priorizar
el muestreo probabilistico por sobre el no probabilistico, que aporta sesgo a la

investigacion.

Es deseable la ampliacion del tamafio de muestra para mejorar las estimaciones y
la potencia estadistica, y replicar el trabajo en mas regiones del pais para darle

mayor alcance a los resultados.

Estandarizar los protocolos de aislamiento de AVL en busqueda especifica de N.
fowleri, a partir de sedimentos y suelos asociados a los cuerpos de agua de interés,

con el fin de aumentar las probabilidades de éxito en el hallazgo de la ameba.

Incluir técnicas de cuantificacion de AVL potencialmente patégenas en agua para
determinar su concentracion, ya que entonces se podria reflejar con mas precision
el nivel de riesgo al que se exponen las personas en contacto con las fuentes de
agua.

115



e) Considerar la inclusién de nuevas variables ambientales de caracter antropogénico,
ecoldgico, geomorfolégico y atmosférico que se pueden asociar con la presencia de
N. fowleri u otras AVL potencialmente patégenas, asi como el analisis de la

temporalidad del evento para probar la ocurrencia de patrones en el tiempo.

f) Ampliar el numero de personas encuestadas por el método CAP y considerar
nuevas poblaciones objetivo como personal de salud o la poblacion en general, para
construir un perfil pais de los saberes, creencias y acciones alrededor de la MAP y
N. fowleri. De forma que pueda brindar mas informacion sobre la problematica,

requerimientos y obstaculos para la creacion de nuevas y mejores intervenciones.

Sin duda, los hallazgos de esta propuesta de encuesta de vigilancia ambiental: i)
confirman que las AVL de la familia Vahlkampfiidae, como microorganismos de amplia
distribucion, son aisladas facilmente de reservorios naturales de agua dulce en Costa Rica
y ii) representan un aporte pionero y relevante en el conocimiento sobre la presencia de
Naegleria spp. y otras AVL termotolerantes en este tipo de lugar; siendo un punto de partida
perfectible para sistematizar el monitoreo de AVL potencialmente patégenas en entornos
de estrecho contacto con el ser humano; por lo que también se propone como

recomendacion de aplicacion practica que:

a) Se promueva la politica publica en torno a la normativa y actividades de manejo de

riesgo ambiental, impulsando a su vez los estudios prospectivos sobre la deteccion

de AVL potencialmente patégenas por medio de vigilancia ambiental especializada.
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b) Se refuerce la educacion en salud alrededor del fendbmeno con estrategias de
comunicacion y publicidad a través de medios tradicionales y redes sociales, en
cooperacion estratégica con la academia, proveedores de salud, autoridades en
salud ambiental y recurso hidrico, y otras organizaciones relacionadas con la salud

publica, con el fin de cerrar las brechas de comportamiento encontradas.

c) A partir de nuevos estudios de mayor envergadura, se disefen estrategias basadas

en participacion comunitaria y especificas en los contextos de riesgo en los que hay

que trabajar desde los habitos y creencias de las personas.
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ANEXOS

Anexo 1. Instrucciones para autores de la Revista de Salud Ambiental.

Lista de comprobacion para la preparacion de envics

Como pare oel process de envio, 05 Autores/as estan ohilgados 3 COMmprbar que 5U envio cumpla todos 1os sementos que se
MUSSEN 3 CONtiNUaCN, S8 evoiveran a ios Autones/as aquelos envios que No cumplan estas directricas,
« La pefcion no ha sido publicada previamente, nl 52 ha presentao 3 ofra revista {0 52 ha proponsionado una explicacion en
Comentarios al edior).
« El manuscriio 5& encuenira en un archivo de baxio Onico en el cual no 8s Incluyen tablas, Imagenss ni Niguras, sino 5010 |35
referencias a las mismas. El fichern enviago est3 en formato OpenOfice, Microsoft Word, RTF, o WoriPerfect
« (Cada una de las tablas, Imagenes y flgwas s2 encuentra en un archivo Independlents, con |a misma numeracion con |a que

aparece en & tewio y con el ple explcatvo comespondlenie.
« Mingune de los archives que 52 sUDIKN 3 la plataforma de 13 Revista durante & proceso de envio tiene un tamafio superior a ©
ME

« Bl texio cumgie con 1o requishos bibliograncos y de estilo INdicados en |35 NOMTES PaE SUeE. que 5& pUeden encontrar &n
Acerta oe |a revista,

« LD AUbores Sstan g acuerdo con |0 iEminos recogicos en 3 Hola de copyright. que s2 pusten encanirar &n Acena de la
rEvisa.

Directrices para autores/as

INDICACIONMES GENERALES PARA LOS AUTORES
L& antores:

+ 504D deberan presentar rabajos Ilevados 3 cad0 o8 UNa manera alica y responsable, y que cumpian con todas 135 kyes
pertinentes;

» OEDERaN presentar sUS resuitados de forma car, honesta y 5in nvendon, Taisiicacion o manipulackn Inaproplada oe dabos:;

« dederian tratar de describir sUs Metndos o2 MaNera clara y Sin amblgledades Para qUE 5US CONGUSIDNaE puadan ser
coninmadas por otros;

« deben cumpilr con s requisitos e que & rabalo presentads a5 onginal, No &5 un plagio, ¥ No ha sido pubilcado en ofra parte;

+ rdeben asumir 13 responsabilkiad colectiva e los trabajos presentados ¥ publicados;neben asegurarse de que |3 autoria refiga
con precsion |as contribuciones Indlvidusies 3 (3 obra; y

= dedben revelar ias fuenies de finandlacion pestinemnies y los confiicios exisientes o poiencalies de Inbangs.
TIPOS DE ARTICULOS
Rewvista de Salud Ambilental corst de 135 siquientes secfonss:

. Originalss
Trabajos de Ivestgacion, articulos oe revision v estudos Be cas0s v analsls de achacones s0bre saud y medo amblents
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ExtenEkin madma del fexto 5er de 12 paginas, admitindose un maxmo de sels igurss ¥ sl blas. Es aconsejable que &
MM de SUIDIES [0 GOLFEpase 105 Sais.

« Colaboraciones espacialos
B texio tenda una exfenskon madma de 15 paginas. La bibilogralla no sera supenior 3 135 60 referenclas. Opclonalmenie o
frabajo podra Inciuir tEiias v igurss.

= (iras secclones
Tales como edionales, canas al drecion, revislonss, Informacien bibilogratica, eic.

ESTRUCTURA DE LOS TRABAJOS

Cada marusciin deberd SOmetsrss 3 un proceso de envio y 52 presentard en un documeno de texto 3 doble espacik, Welizando lefra
tipo Al 11, en tamaflo de pagina DIM A4, dejando mangenes |aterales, superar e imferior de 2,5 cm.

Su estructura se Jjustard al sigulente orden: paging del thulo, resumen, texto y biblograiia. Las tabias y figuras, con sus

comespondenies thules y ples explcatvos, 52 presentaran 2n & mismo procsso e envio en anchivos Independlentes, como fiches
COMpiSMETaEnos.

M &l documento de fein con &l manuscriio, ni cads uno de jos ficheros compiementancs que acompalien al TEbalo, podran superar
ks & MB de Bmafio.

Titwdo, resumen y palabras clave

En |3 primera pagina se Inciuira o thulo del irabajo y un Fesumen del Msma, Con Una extenshon maxima de 250 palabas. Se describin
e Sorma concisa & mathvo te I3 Investigacion, 13 manera de llevar a cabo la mismsa, Ios resuUitados mas destacados y 135 pringpales
conclusiones del rabajo.

Debajo del resumen se egpeciicaran de 3 a 10 palabras cave que identfiquan & contenido oel trabajo para su Incusion en ios
reperionos y bases de datcs. Las palabras clave deberan i separadas por puntn y coma (7). B]: salud; calidad del aire; cancer

Tanto el tiuk, como e resumen y I35 palabras cave deben presentarse en espafiol, porugues & INgiss.

Texto

Las paginas sigulentes 5ern s dedicadas al texo del articuio. Los articulos oiginaies deben Ir divididos an los siguientes apartados:
Infroduccion, Matertal y métodcs, Resultados y Discusion. Algon Hpo de articulos, como revisionas, presentacionas de 3505, ehe.
puesden precisar oiro format dfierente.

s Imtroduccion
Diebe Indicar con clarklad y de foma resumida los fundamentos dal trabale y (@ fnalkdad del mismo, no nchyenda daios o
FonGiUsionas Be TE03|C QUE S8 pubilca.

. Material y matosos
Debe describir claramente [3 meindoingla ulllzada, Incuyendd 3 seiecton de personas o materal eshidiado, iIndicando los
metodas, 3paratos yio procedmientos con suflciants detale pars DeMItr reprodueclr & esiudo 3 oiros IMvestgatonss. Se
EXpONGIAN K5 MEAD005 25I3dISIC0S ¥ de [3D0ratona empleadcs.
Cuzndo s& trte de trabaios axperimentaies £ los Que 52 hayan WEZado oUDos MUMance o animasies, Indlcar (35 normas aticas
SequKIas Por IS Jutores. LO6 e53Udls expenmentalss en NUMancs Jebarn corar con 13 comespondlente Aprabacion. Cuanda
52 Naga MRfEMencia 3 podUCios QUITICOS & MedCamenios debe INAICAMSE & NOMDIE QEnerco.



« Rasultados
Lios ressuiiados deban sar concisos y claros, Incluyendo el minimo necesano oe tablas y fguras, de modo que no exista repeticion
de daos en el fexdo, nl en las figuras y tablas.

« Diacus=kon
S consideraran los resuitados presentados comparandolos con olros publicados, asl como |as conclusiones y apllcaciones. Mo
deDeran repelrss con defalle los resuitados dal apartado anberior y 135 condUslonss 52 apoyaran en los resuitados dal iranajo.

= Agradecimisntos
Cuando se considere necesano se citara a las personas, centnos o entidades gue hayan colaborado en |a reallzacion del trabgjo
&in llegar 3 I3 calfcadon de aulor.
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Las referencias bibllograicas se presentanan segun o orden de aparicion en & faxip con 13 comaspondiants NUMeraCion comelativa en
NUMENDS arabigos en superindices. & coNMINUSGON GLamos kUNos Ejempios;
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« C3sas T, Ganda A, Suarez 5, et al. La salud en la evaluacion de Impacios ambleniales. Gula mefodplogica. Madndc Sociedad
Espafiola de Sankdad Amblental. 2011.

Capétulo de libro

« Omtfies Inarte JM. Radadones uiravioletas y cambio clmatico. Efecios en la salud. En: Martl Bosca JW, director, &t al. Camiia
gobal Espafia 2020050, Camblo climatico y salud. Astaras: CCEIMASTAS-SESA. 2012 pp. 226-42.

Actzs de confarenclas y congresis

+ Earcelios C, Coutinho K, Pina MF, et al. Health risk analysts of the Fio de Janein water supply using Geographical information
Systems. En: Abstracts of GIS in Public Health. San Diego, Estatcs Unidos: ESRI; 1996
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Documentos legakss

« Real Decretn 10272041, de 28 de enam, neaivo a la mejora de 3 calldad gel alre. BOE n® 25, de 29 de enern.

Intermet

+ European Working Group for Legioneila infections (EWGLI). Eurcpean guideines for confrol and prevention of traved associated
legionnalres’ disease. [actuailzato en 2005; ciado el 15 te mayo de 2012) Disponibie en: hitp:osha europa ewdatalinkshe
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Tablas

Las tablas 52 presantaran en anchivos indepandientes, un archive por (abia (no supesior a & ME), como Schemms complementancs. Se
NUMerAran comalathameants con NUMENS arabigos, con & thuo en 13 parte suprior y las pertinentes notas explicativas a ple.

Figuras & Imagenss

C=neran Ir numeradas conseanivaments, segin & orden de aparichon en & texdo, &n numerts arabigos. Bl ple contendra la
Informacion necesarna para Interpretar comectamenie 1a figura sin recumir al exdo. Se presentanan en archivos Independientes (no
BupsTionEs & 6 MB), como Scheims compliementanos, ¥ Con Una nestiucion minima de 300 pop.

PRESENTACION DE MANUSCRITOS ¥ PROCESO EDITORIAL

Los irabajos s& enviaran 3 I3 Revista de Salud Amblental mediani= |3 plataforma disponiie en 3 web

hitp s, NGt comangen: phpvsa. Para eillo s6r3 Imprescindble que & autor leve 3 cabo &l proceso de registro en dicha platatma,
redlenando 105 CaMpos oblgatonos ge sU paril y marcando, 3 Mmenos, 13 opclon “Ragisrarse Como AU, que podra ancontrar en la
parte Sral del fomulano. Una vez registrac, &f autor podr acceder 3 UN Procesn de envio an cinco pasos, durante los cudles e saran
solicitacos el archivo de texto £on &l manuseto, ks dains propice del articulo y los Schars complamentarios que vayan a Inclulrse an
& textn.

La redaceion de 13 Revista de Salud Amblental 3cusar r=eibo 3 los autonss de los iRbajes que je leguen y posterommente Infonmmars
g s acepiacion o rechazn.

Los marescsiing Seran revisanos oe fonma anonima por evaluadores extemos. La redacoion de 13 Revista de Salud Ambilantal s=
resana el desecho e rechazar kos articulos que o |UZgue apmiados para su publleacion, 35 como & de Introducr modificasones de

estilo para adaptarss a [as Nonmas de publicacion, comprometiendose a respetar & contenido del onginal.

Previamente 3 (3 publicacion el articuio, € Sulor rechira copla oe 135 pruehas Para su Comecion, que debera devohver 3 |3 redaccion
e 2 revista denfro de 135 T2 horas Sguiantas 3 5 recenoion.

Revisia de Salud Ambilental no devoivera Ios anchivos onginales, hayan slie acepiados 0 no Dara U pubilcacion.

RESPONSABILIDADES ETICAS

Se Inciulra &l pemiisn de publicacion por parte de 1 InsThucion que haya Ninanciado la Investigacion, =i procage

El emvio ded manusciio Implca que ste ng ha sido publicado anteriomentes y que no esta conslderandose para su publlcacion en ol
rewisia, Iom, slc.

La responsabilidad de obtener o6 comespondiantes pEMMISOE para reproducr parciaiments matertal de otras publicacionas
comesponds 3 I autores.

Revisia de Salud Amblental deciing cualguier responsabilidad sobre posbles conflicios dervacdos 0 13 aubona de os raba s que =2
putilquan.

Revisia de Salud Amblental no acepda |3 responsabilidad de las amaciones redlzadas por 10s autres.
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