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Molecular identification of pathogenic free-living amoebae in various natural and artificial water bodies in
the state of Chihuahua, Mexico. First part.

Abstract

Free-living amoebae (AVL) are protozoa widely distributed in nature, and some of them are capable of
causing serious infections in humans and animals. The genera Naegleria, Acanthamoeba, Balamuthia,
Sappinia, Vermamoeba, Vahlkampfia y Paravahlkampfia, have gained relevance as they have species that
behave as pathogenic and opportunistic parasites. To generate information on the geographic distribution and
genetic diversity of pathogenic free-living amoebae in the northern region of Mexico, the findings of the
sampling of various natural and artificial aquatic environments carried out in the state of Chihuahua are
presented, particularly in the near the city of Chihuahua and Ciudad Juarez. Fourteen water samples were
taken in one-liter containers, seven samples from the city of Chihuahua and its surroundings, and another
seven samples from Ciudad Juarez and its suburbs, including the Rio Grande. Aliquots of 50 mL were
duplicated after shaking the sampling bottle and centrifuged to concentrate the sample. Pellets were seeded on
non-nutritive agar plates spiked with Escherichia coli and seeded at 37 and 42°C as isolation temperatures. 98
strains were isolated, 50 at 37°C and 48 at 42°C, keeping a total of 84 strains in culture. Once the
morphological identification and PCR tests were carried out, N. fowleri, Naegleria spp., Acanthamoeba spp.,
and other genera of uncertain identity were confirmed, which amplified with the universal primers and are
awaiting the result of the sequencing. The presence of free-living pathogenic amoebas in the North and South
of Chihuahua and unrelated aquatic environments that may be a source of contamination for diseases caused
by free-living pathogenic amoebas is confirmed.
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Resumen

Las amibas de vida libre (AVL), son protozoarios ampliamente distribuidos en la naturaleza, y algunas de
ellas son capaces causar infecciones graves en el ser humano y en los animales. Los generos Naegleria,
Acanthamoeba, Balamuthia, Sappinia, Vermamoeba, Vahlkampfia y Paravahlkampfia, han cobrado
relevancia ya que tienen especies que se comportan como parasitos patégenos y oportunistas.

Con la intencion de generar informacion sobre la distribucion geogréfica y diversidad genética de amibas de
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vida libre patdgenas en la region norte de México, se presentan los hallazgos de los muestreos de diversos
medios acudticos naturales y artificiales realizados en el estado de Chihuahua, particularmente en las
cercanias de la ciudad de Chihuahua y Ciudad Juarez. Se tomaron un total de 14 muestras de agua en
recipientes de un litro, siete muestras en la ciudad de Chihuahua y sus alrededores, y otras siete muestras de
Ciudad Judrez y sus suburbios, incluyendo al Rio Bravo. Se tomaron alicuotas de 50 mL por duplicado, previa
agitacion del frasco de muestreo, y se centrifugaron para concentrar la muestra. Los sedimentos se sembraron
en placas con agar no nutritivo adicionados de Escherichia coli y se sembraron a 37 y 42°C como
temperaturas de aislamiento. Se aislaron un total de 98 cepas, 50 a 37°C y 48 a 42°C, manteniéndose en
cultivo un total de 84 cepas. Una vez realizadas las pruebas de identificacion morfol6gica y por PCR se
confirmo la presencia de N. fowleri, Naegleria spp., Acanthamoeba spp., y otros géneros de identidad incierta
que amplificaron con los primers universales y estan en espera del resultado de la secuenciacion. Se confirma
la presencia de amibas de vida libre patogenas en el norte y sur estado de Chihuahua y de medios acuaticos no
relacionados que pueden ser fuente de contaminacion para enfermedades por amibas de vida libre patogenas.

Palabras claves: Naegleria, Acanthamoeba, aguas superficiales, amibas de vida libre, contaminacién del
agua.

Introduccion humano con una tasa de mortalidad mayor al 98%.
Esta, es ocasionada por dos protozoarios patdgenos,
Las amibas de vida libre (AVL) son protozoos, Acanthamoeba spp. y B. mandrillaris (Visvesvara,

eucariontes, aerobios. También se les conoce como Moura, Schuster, 2007).

amibas anfizoicas porque tienen la dualidad tanto de Acanthamoeba spp. ocasiona queratitis amebiana
vivir libremente en la naturaleza, como la capacidad (QA), es una infeccidn de la cérnea que amenaza la
de introducir enfermedades en el ser humano y en vista y cuyo numero de casos ha ido aumentando en
los animales (Page, 1988). Entre las AVL que se las Ultimas décadas. Los usuarios de lentes de
han reportado como patdgenas para el ser humano contacto se consideran el principal grupo de riesgo
se encuentran Naegleria fowleri, Acanthamoeba para desarrollar esta enfermedad, debido a la

spp., Balamuthia mandrillaris, Sappinia pedata, susceptibilidad del lente y otros accesorios a la
Vermamoeba vermiformis, Vahlkamfia spp., contaminacion 'y a la  aparicibn  de
Paravahlkampfia spp. (Sousa-Ramos et al., 2022). microtraumatismos corneales que predisponen a la
Naegleria fowleri se encuentra en todo el mundo y infeccion. En muchas situaciones, la similitud de la

se ha aislado del suelo y en agua dulce. Debido a QA con otra queratitis microbiana retrasa el
que es una amiba termofilica y puede tolerar hasta diagnostico, lo que da como resultado una mala
45°C, prolifera durante periodos calidos cuando es respuesta al tratamiento y, en ocasiones, exige un
probable que la temperatura ambiente sea mas alta trasplante de cérnea (Neelam y Niederkorn, 2017).

(De Jonckheere, 2011). Las AVL se encuentran dispersas alrededor del
Acanthamoeba es uno de los protozoos mas mundo, principalmente en cuerpos de agua dulce
comunes siendo encontrado en superficies y lugares templada donde se alimentan de las bacterias
muy variados como agua (dulce y salada), aire, presentes en el medio ambiente y no requieren de un
suelo, sistemas de ventilacion, etc. También se ha hospedador para sobrevivir, lo que las convierte en
localizado en una gran variedad de condiciones una causa poco comun de enfermedades infecciosas

ambientales, desde tropicales hasta regiones articas, en humanos (Bursle y Robson, 2016). Ademas,
lo que le proporciona una distribucién alrededor del pueden desarrollarse en tuberias, calentadores de
mundo (Khan, 2006). agua y sistemas de agua publica (Nagvi et al.,

La meningoencefalitis amibiana primaria (MAP), es 2016).
una enfermedad aguda, fulminante y mortal, que se Actualmente, se han detectado mas de 400 casos de
observa principalmente en nifios, adultos jévenes o MAP vy alrededor de 350 casos de EAG en distinta

animales previamente sanos, con un historial distribucion geogréfica a la fecha (De Jonckheere,
reciente de exposicion de agua dulce tibia, ésta 2011).

infeccién es causada por N. fowleri (Benterki et al., Por otro lado, en México se han encontrado especies
2016). Por otro lado, existen enfermedades como de estas AVL en distintos cuerpos de agua naturales
encefalitis amebiana granulomatosa (EAG), la cual y artificiales, sin embargo, en la region de

es descrita como rara pero grave enfermedad del ser Chihuahua hay pocos estudios realizados
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(Hernandez-Pefia et al., 2019). Por lo anterior, surge
la siguiente pregunta: ;Cual es la distribucion de N.
fowleri y Acanthamoeba spp, en cuerpos de agua
naturales y artificiales del estado de Chihuahua.

Material y métodos

Muestreo

Se tomaron muestras de agua dulce en diversos
medios acuaticos naturales y artificiales del estado
de Chihuahua, particularmente en las cercanias de la
ciudad de Chihuahua y Ciudad Juérez en septiembre
de 2020 (Tabla 1). Se tomaron 14 muestras, siete en
el area de la ciudad de Chihuahua y siete de los
alrededores de Ciudad Juérez, utilizando botellas de
pléastico estériles. El volumen de las muestras fue de
un litro y fueron tomados de la superficie, después
de suspender previamente el sedimento para
desalojar cualquier materia organica adherida.
También se midieron el pH y la temperatura del
agua (Lares-Villa y Hernandez-Pefia, 2010).

Procesamiento de muestras

Las muestras se concentraron por centrifugacion a
2000 rpm durante 15 min en centrifuga Labnet
Hermle Z383K refrigerada (Woodbridge, NUEVA
JERSEY). EIl sedimento se vertié en placas Petri
con agar no nutritivo recubierto con Escherichia
coli (NNE). La temperatura de incubacion se fijo en
42 °C, con el fin de buscar a N. fowleri y otras
amebas termdfilas. En el caso de B. mandrillaris y
Acanthamoeba spp., el procesamiento se realiz6
siguiendo la técnica del “Sandwich” (Lares-Jiménez
et al., 2014) y la temperatura de incubacion se fijé
en 37 °C.

Aislamiento de amibas y prueba de transformacion
flagelar

Las amibas que crecieron a 37 y 42 °C, se
resembraron hasta obtener cultivos puros y los que
presentaron una morfologia semejante a Naegleria,
se les realiz6 la prueba de transformacion flagelar
agregando de uno a dos mililitros de agua destilada
estéril a la placa de crecimiento, esto con la

Tabla 1. Ubicacién de sitios de muestreo, caracteristicas FQ del agua y nimero de aislamientos de AVL del estado de

Chihuahua.
Tgr:lp. pH No. de No. de Mapa, tipo de reservorio acuatico y aspecto
Muestra Lugar Coordenadas del Amibas  Amibas '
agua o o del agua
oC agua a37°C a42°C
1 Presa el 28°36'41.7"N 26.4 6.7 4 2 https://goo.gl/maps/vs1Q8YNNG6TLsz2Za7
Rejon 106°07'54.4"W ' ' Embalse artificial, agua color marrén
5 Presa el 28°36'43.4"N 25.0 79 4 6 https://goo.gl/maps/j2ztkZ13phzHfIEe9
Rejon 106°07'50.6"W ' ' Embalse artificial, agua color marrén
3 Presa 28°36'06.7"N 220 96 1 1 https://goo.gl/maps/FqFGwDoGjkfasPSMA
Chuviscar 106°06'56.7"W ' ' Embalse artificial, agua color verde
4 Presa 28°36'13.4"N 220 96 2 2 https://goo.gl/maps/hQS2yPU6zCqLZv5C6
Chuviscar 106°06'57.1"W ' ' Embalse artificial, agua color verde
5 Presa 28°34'31.3"N 3.6 85 1 1 https://goo.gl/maps/v9D3yr5kJ5RIHIG V8
Chihuahua  106°10'13.3"W ' ' Embalse artificial, agua cristalina
6 Presa 28°41'06.6"N 214 78 7 6 https://goo.gl/maps/PRE7uplEWvVCAjIqZ9
Chihuahua  106°00'31.1"W ' ' Corriente superficial con aguas negras
7 Aldama, 28°48'28.5"N 248 86 3 1 https://goo.gl/maps/qs1b8fvNCsp6ja6K6
Chihuahua  105°55'44.7"W ' ' Corriente superficial con aguas limpias
. 31°45'39.3"N https://goo.gl/maps/zLVBmM8Rg5yzS2qSg9
8 Rio Bravo 106°30'35.3"W 248 29 4 6 Corriente superficial con aguas negras
. 31°46'17.3"N https://goo.gl/maps/AgSbkPgNoD SzF9gJ9
9 Rio Bravo 106°30'58.9"W 251 2.7 6 4 Corriente superficial con aguas negras
. 31°47'02.9"N https://goo.gl/maps/ght34UNKjMnE5QSNA
10 Rio Bravo 106°31'39.9"W 228 57 3 4 Corriente superficial con agua turbia
Presa 31°4547 6"N https://goo.gl/maps/Zr XsLXKputxbFtsv8
11 ie;gg 106°32'56.0"W 19.3 35 3 4 Embalse artificial, agua color verde
12 Dique 31°39'31.5"N 245 52 4 3 https://goo.gl/maps/JegokHoqVNJ5SQkc7
Soriana 106°26'46.2"W ' ' Embalse artificial, agua drenaje pluvial
13 Valle de 31°29'55.3"N 338 65 3 6 https://goo.gl/maps/NhyGmAtcUdwTnIxU8
Juérez 106°14'26.7"W ' ' Balneario en desuso de aguas termales
14 Parque 31°36'12.9"N 237 59 5 2 https://goo.gl/maps/CNwwMwyy7YaxG85n7
Oriente 106°20'15.1"W ) ) Embalse artificial, para vida acutica
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intension de disminuir la concentracion de
nutrientes en el medio y proporcionar un medio de
desplazamiento para las amibas. Las cajas se
incubaron a 37 °C por 4 horas, y se realizaron
observaciones cada hora. La prueba se considerd
positiva al observar amibas moviéndose de un lado
a otro con las caracteristicas del estado
ameboflagelar de Naegleria; mientras que, en la
prueba negativa, las amibas no presentaron
movimiento propio a través del liquido
manteniéndose en estado de trofozoitos. Después de
4 h sin transformacion la prueba se tom6 como
negativa. Los otros aislamientos se prepararon para
extraccion de DNA (Lares-Jiménez et al., 2015).

Cosecha, extraccién y cuantificacion de ADN

Se resembré cada cepa por duplicado en placas
NNE, después se dejaron incubando a 37 °C durante
48 horas. Una vez que se observo la presencia
masiva de trofozoitos, se cosecharon las amibas por
medio de raspadores celulares y PBS.
Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS con
una centrifugacion a 2000 RPM por 10 minutos.
Una vez finalizado se realizo la extraccion de ADN
con el kit de extraccion para células de “DNeasy
Blood & Tissue Kits” de QIAGEN®. Por altimo, se
le midié a cada cepa la concentracion de ADN por
triplicado con el equipo “Nanodrop 2000c”
(Thermo Scientific, USA).

Identificacion
Los conjuntos de primers especificos de especie
utilizados para la identificacién de las amibas por

PCR fueron, NFITSFW 5'-
TGAAAACCTTTTTTCCATTTACA-3' y
NFITSRV 5'-

AATAAAAGATTGACCATTTGAAA-3" para N.
fowleri (De Jonckheere, 2011). Los conjuntos de
primers especificos de género para Acanthamoeba
fueron JDP1 5'-GGCCCAGATCGTTTACC
GTGAA-3' y JDP2 5
CTCACAAGCTGCTAGGGAGTCA-3’ (Schroeder
et al., 2001); y ITS1 5'-
GAACCTGCGTAGGGATCATTT -3'/ITS2 5'-
TTTCTTTTCCTCCCCTTATTA -3’ (Pelandakis et
al., 2000) para Naegleria spp.; ERIB1 5'-
ACCTGGTTGATC CTGCCAG-3' y ERIBIO 5'-
CTTCCGCTGGTTCACCTACGG-3' Se utilizaron
como primers universales para identificar otros
géneros (Dykova et al., 2005).

Resultados

El muestreo se realizé en dos sitios de cada una de

82

las presas que abastecen de agua a la ciudad de
Chihuahua; Presa el Rején, Presa Chuviscar y Presa
Chihuahua (Tablal), procurando que los puntos de
muestreo estuviesen separados lo suficiente como
para representar un ecosistema acuatico particular.
Las primeras cinco muestras provenian de aguas
estancadas y las dos muestras restantes, 6 y 7 (Presa
Chihuahua y Aldama), eran de corrientes de aguas
superficiales. Las restantes siete  muestras
corresponden al area de Ciudad Juarez y suburbios,
las tres primeras muestras, 8,9 y 10 corresponden a
aguas superficiales del Rio Bravo, que ademas de
llevar poca agua, esta contaminada con aguas
negras de ambas ciudades de la frontera. Los cuatro
restantes corresponden a aguas estancadas de una
presa, un dique, un balneario de aguas termales en
desuso y una laguna artificial (Tabla 1). En todas las
muestras de aguas se aislaron amibas de vida libre.
Originalmente se aislaron 50 cepas a 37°C y 48 a
42°C, pero con la falta de adaptacion, y
contaminaciones por hongos o bacterias dificiles de
separar, se logré mantener en cultivo un total de 46
cepas de las que se aislaron a 37°C y solamente 38 a
42 °C de las aisladas originalmente, mismas a las
que se les identific6 por PCR como Naegleria
fowleri, Naegleria spp., Acanthamoeba spp., 0
como otras amibas de vida libre al dar positivo el
PCR para los primers universales, pero negativo a
los primers especificos empleados para Naegleria
spp., Acanthamoeba spp. o Naegleria fowleri. La
observacién morfoldgica de quistes y trofozoitos
previo al uso del PCR para Acanthamoeba spp., fue
muy Util, asi como la prueba de transformacion
flagelar para las cepas de Naegleria spp. Para llegar
a la identificacion genotipica final, se enviaran los
productos de PCR a secuenciar y posteriormente las
secuencias se compararan con las del Banco de
Genes. En total se identificaron 9 cepas de N.
fowleri, 25 cepas como Naegleria spp., 23 cepas
como Acanthamoeba spp., y 27 cepas corresponden
a otros géneros de amibas de vida libre (Tabla 2).
Estas ltimas cepas se identificaron
morfologicamente, y entre los géneros distinguidos
podemos mencionar a Vermamoeba, Willaertia,
Mayorella y Vahlkampfia, quedando algunos como
amibas de identificacion incierta. EI pH de las
muestras de agua oscilé entre 2.7 y 9.6, lo que
refleja la influencia de los posibles contaminantes
gue son arrojados a los diversos cuerpos de agua,
mientras que el resto de las temperaturas, excepto la
del balneario en desuso de aguas termales, todas
reflejan la temperatura de agua que se alcanzan a
finales de septiembre en el estado de Chihuahua,
fechas en la que se realizaron los muestreos.
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Tabla 2. Namero de muestras examinadas y amibas de vida libre identificadas por PCR, aisladas de aguas de reservorios

naturales y artificiales del estado de Chihuahua, México.

Cepas en cultivo

Muestra aisladas a Naegleria fowleri Naegleria spp. Acanthamoeba spp. 18S
37°C_ 42°C
1 3 1 0 1 1 2
2 6 4 3 5 1 1
3 1 1 0 0 1 1
4 1 2 1 1 1 0
5 1 1 1 1 0 0
6 7 2 2 1 1 5
7 3 2 0 4 0 1
8 3 5 0 1 2 5
9 6 5 1 2 7 1
10 1 2 0 2 1 0
11 2 1 1 0 0 2
12 4 4 0 1 1 6
13 3 6 0 5 1 3
14 5 2 0 1 6 0
Total 46 38 9 25 23 27
Discusion mientras mas cercana sea la temperatura ambiental a

La blsqueda de amibas de vida libre patdgenas en
diversos medios acuaticos naturales y artificiales del
estado de Chihuahua, forma parte de un proyecto
mayor en el que se incluyen todos los estados
fronterizos con Estados Unidos de América,
incluyendo a los estados de Baja California Sur y
Durango, en los cuales, segun la literatura, todavia
no existen reportes (Gallegos-Neyra et al., 1914).
En este estudio, ademéas de demostrar la presencia
de AVL patogenas en diversos medios acuéticos,
existe un gran interés en conocer mas sobre la
biodiversidad de éstos microrganismos, que se
encuentran distribuidos en el norte de México y
para lo cual serd necesario genotipificar los
aislamientos, los resultados que seran publicados en
la segunda parte del articulo. Este es apenas el sexto
estudio sobre AVL que sera publicado referente al
estado de Chihuahua, alcanzdndose un panorama
maés general sobre la biodiversidad de las amibas de
vida libre aisladas bajo ciertos pardmetros como la
temperatura y la presencia de oxigeno (Gallegos-
Neyra et al., 1914; Hernandez-Pefia et al., 2019).
Llama la atencion que bajo éstas caracteristicas de
aislamiento, el nimero de Naegleria spp. resulto
mayor al de Acanthamoeba spp. cuando se
considera a ésta amiba el protozoario de vida libre
méas abundante en la naturaleza (Page, 1988).
Nosotros creemos que influye el sitio de muestreo,
el tipo de agua y las restricciones para el
aislamiento, al no considerar a las amibas que
crecen por debajo de 37°C.

Cabe destacar que el ndmero de aislamientos de
amibas de vida libre fue mayor a la temperatura de
37°C que a 42°C, lo cual era de esperarse pues
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la temperatura de aislamiento, mayor sera el nimero
de especies de amibas de vida libre en general.
Igualmente es importante mencionar que existen
especies con caracteristicas termofilicas tanto del
género  Naegleria como de Acanthamoeba
(Medeiros et al., 2013; Lares-Jiménez et al., 2018).
Los resultados revelan que 23 muestras de DNA
amplificaron fuertemente con los primers JDP1 y
JDP2 que corresponderia a Acanthamoeba spp.,
quedando pendiente enviar a secuenciacion los
productos de PCR, para tratar de llevar la
identificacion a nivel de genotipo. En los resultados
de observa también que los aislamientos de
Acanthamoeba spp. provienen de 11 de los 14 sitios
muestreados. En cuanto a los aislamientos de
Acanthamoeba spp. en el estado de Chihuahua,
encontramos un reporte de aislamiento de éstas
amibas en fuentes de agua artificiales de Cd. Juarez,
Chih. (Hernandez-Pefia et al., 2019), y De
Jonckheere (2007), quien reporté en su estudio de
sitios naturales del estado de Chihuahua cepas de
Acanthamoeba pertenecientes a los genotipos T4,
T1y T15, ademas de Vahlkampfia ciguana, especie
previamente encontrada solo en Espafia (Isla of
Tenerife).

Los productos de PCR obtenidos de la
amplificacion del DNA con los primers ITS1 y
ITS2, disefiados para identificar a las amibas del
género Naegleria, indican la identificacion de 34
cepas de Naegleria spp., provenientes de 13 sitios
de los 14 muestreados. Los resultados nos hablan de
la amplia distribucion del género Naegleria y como
si la temperatura de aislamiento restringio el
numero de cepas aisladas e identificadas de éste
amoeboflagelado. Aqui lo destacable es que entre
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las cepas termofilicas (aquellas que crecen por
arriba de 42°C), se encuentran las cepas patogenas
para humanos y animales, particularmente N.
fowleri que causa meningoencefalitis amibiana
primaria en humanos y las especias de N.
australiensis y N. italica que son patbgenas para
raton (De Jonckheere, 2002, 2011). Al igual que
para el género Acanthamoeba, amibas del género
Naegleria se aislaron de fuentes de agua artificiales
de Ciudad Juarez, Chih. (Hernandez-Pefia et al.,
2019). Al comparar los resultados de los
aislamientos de Acanthamoeba spp. con los de
Naegleria spp., encontramos que predominaron las
especies de Naegleria y esto es debido seguramente
a que la fecha de los muestreos (septiembre de
2020), correspondieron a la parte final del verano,
cuando la temperatura ambiental en ese estado
fronterizo es la mayor del afio, y que es
aprovechada por las amibas termofilicas para
multiplicarse en los distintos cuerpos de agua (De
Jonckheere, 2002, 2011).

Con el uso de los primers FW1 y RV1 especificos
para N. fowleri, de identificaron 9 cepas de las 25
cepas de Naegleria spp. Este resultado es muy
significativo ya que las cepas identificadas
provienen de 6 sitios distribuidos entre el area de
Chihuahua, Chih., y de Ciudad Juarez, Chih.,
representando posibles sitios de infeccidon para
adquirir la MAP en individuos que estén en
contacto con esas aguas.

De las 84 muestras de DNA proveniente del mismo
numero de aislamientos de cepas de amibas de vida
libre aisladas a 37°C y a 42°C de distintos cuerpos
de agua del estado de Chihuahua, 27 muestras de
DNA no amplificaron para los primers utilizados,
por lo que el paso siguiente fue utilizar primers
universales (Dykova et al., 2005), para identificar
otros géneros de amibas de vida libre que
compartian el mismo nicho ecolégico de las cepas
identificadas, y que aunque tentativamente fueron
identificadas por morfologia, deseamos esperarnos
para confirmar su identificacion por secuenciacion
de los productos del PCR.

Debido a que los valores de pH dptimos para el
desarrollo de AVL son amplios, asi como los limites
de temperatura, resulta complicado demostrar una
relacion directa entre éstas variables fisicoquimicas
del agua y la presencia de AVL (Gallegos-Neyra et
al., 2018).

Conclusiones

El uso de primers especificos para identificar a las
amibas de vida libre potencialmente patdgenas

84

mediante la prueba de PCR, JDP1 y JDP2 para
Acanthamoeba, ITS1 e ITS2 para Naegleria spp.,
permitieron identificar 57 cepas de las 84
estudiadas. Con los primers FW1 y RV1 para
Naegleria fowleri, se identificaron 9 cepas que nos
lleva a concluir que las amibas de vida libre
patégenas se encuentran distribuidas en distintos
cuerpos de agua del estado de Chihuahua y que
éstas comparten nicho con otras amibas de vida
libre no identificadas adn.
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