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A B S T R A C T  N aegler a  f o wler  is a  t h e m o p hili c f e e-li vi n g a m o e b a  ( F L A )  a n d  t h e c a us ati v e  a g e nt  of  p i m a y  a m o e bi c  
m e ni n g o e n c e p h alitis,  p osi n g  p u bli c  h e alt h   is ks i n w a m  f es h w at e  e n vi o n m e nts.  T his  m ulti y e a ,  m ulti a g e n c y  st u d y s u v e y e d 4 0  
t h e m all y i m p a ct e d  e c e ati o n al w at e s  a c oss  f v e  w est e n  U nit e d  St at es  n ati o n al  p a ks  a n d   e c e ati o n a e as − Y ell o wst o n e  N ati o n al  
P a k,  G a n d  T et o n  N ati o n al  P a k,  Ol y m pi c  N ati o n al  P a k,  N e w b e  y  N ati o n al  V ol c a ni c  M o n u m e nt,  a n d  L a k e  M e a d  N ati o n al  
R e c e ati o n  A e a − t o ass ess  N.  f o wler  p es e n c e,  c o n c e nt ati o n,  a n d  ass o ci at e d  e n vi o n m e nt al  c o n diti o ns.  A  t ot al of  1 8 5  w at e  s a m pl es 
w e e  a n al yz e d  b y  q P C R  a n d  S a n g e  s e q u e n ci n g,  e v e ali n g wi d es p e a d  d et e cti o n  of  N.  f o wler  i n 3 4 %  of  s a m pl es wit h  p ositi v e  
d et e cti o ns  f o m L a k e  M e a d,  Y ell o wst o n e,  a n d  G a n d  T et o n  h ot  s p i n gs a n d  t h e m all y i m p a ct e d w at e s,  wit h  c o n c e nt ati o ns   a n gi n g 
f o m 4. 9  t o 1 1 5. 7  c ells / L.  M ulti pl e  c o d et e cti o ns  of  N.  f o wler  wit h  n o n p at h o g e ni c  s p e ci es i n cl u di n g N aegler a  a ustr al e ns s  w e e  
i d e nti f e d, s u g g esti n g t h e y m a y  i n h a bit si mil a  e c ol o gi c al  ni c h es  i n t h e n at u al  s yst e ms i n c o nt ast  t o e n gi n e e e d  s yst e ms. T h es e  
f n di n gs  i n di c at e t h at N.  f o wler  is p es e nt  i n t h e m all y i m p a ct e d a e as  a c oss  t h e w est e n  U nit e d  St at es  a n d  u n d e s c o e  t h e us e  of  
e n h a n c e d  m o nit o i n g,  p u bli c  a w a e n ess,  a n d   is k m a n a g e m e nt  st at e gi es i n t h e m all y i n f u e n c e d  e c e ati o n al w at e s.  

K E Y W O R D S  N aegler a,  h ot  s pr ngs, w ater,  p at h oge ns,  a m oe b ae,  a m oe b a  

1.  I N T R O D U C TI O N 

N aegler a  f o wler  is a  t h e m o p hili c f e e-li vi n g a m o e b a  ( F L A )  
t h at li v es i n f es h w at e  a n d  s oil w o l d wi d e  a n d  is t h e c a us ati v e  
a g e nt  of  p i m a y  a m o e bi c  m e ni n g o e n c e p h alitis  ( P A M ). 1  P A M  
is c a us e d  b y  N.  f o wler  i n w at e  e nt e i n g  t h e n as al  c a vit y,  a n d  
t h e n mi g ati n g  t o t h e c e nt al  n e v o us  s yst e m.2  P A M  t y pi c all y 
p es e nts  wit h  e a l y  s y m pt o ms i n cl u di n g h e a d a c h e,  f e v e , a n d  
n a us e a,  t h e n p o g ess es  t o c o nf usi o n,  c o m a,  a n d  s eiz u es wit h  
d e at h  o c c u  i n g  7  t o 1 0  d a ys  p ost  i nf e cti o n at  a  f at alit y  at e of  
9 8 %. 3  F at al  N.  f o wler  c as es  h a v e  o c c u  e d  i n  e c e ati o n al 
w at e s  wit h   e p o t e d w at e  t e m p e at u es st a ti n g at  2 2  ° C  a n d  
 isi n g t o t e m p e at u es > 3 0  ° C. 4 ,5  S wi m mi n g / di vi n g  is t h e m ost  
c o m m o n   e c e ati o n al a cti vit y  li n k e d t o N.  f o wler  i nf e cti o ns; 
h o w e v e ,  m ulti pl e  a q u ati c   e c e ati o n al a cti viti es  ( e. g.,  w at e  
s kii n g, s pl as hi n g, w at e  f esti v als ) h a v e  b e e n  li n k e d t o ot h e  
c o n f m e d  N.  f o wler  f at aliti es.6  D e at hs  f o m N.  f o wler  h a v e  

als o  b e e n  c o n n e ct e d  t o ot h e  l o w e  i m p a ct  e c e ati o n al 
a cti viti es  s u c h as  b at hi n g  i n g e ot h e m al  w at e s. 6 ,7  T h e  us e  of  
n as al  i  i g ati o n p o d u cts  (s u c h  as  N eti  p ots )  f o  f us hi n g  n as al  
c a viti es  is als o  a  n ot a bl e  s o u c e of  P A M  ass o ci at e d  b ai n  
i nf e cti o ns.8  As  of  2 0 2 4,  t h e e h a v e  b e e n  a p p o xi m at el y  5 0 0  
 e c o d e d P A M  c as es  di a g n os e d  w o l d wi d e;  h o w e v e ,  P A M  is 
li k el y u n d e  e p o t e d  d u e  it is  a it y, l a c k of  p u bli c  a w a e n ess,  
a n d  si mil a  s y m pt o ms t o ot h e  m o e  c o m m o n  i nf e cti o ns.6 ,9 ,1 0  

C u  e ntl y  t h e e a e  4 7  d es c i b e d  N aegler a  s p e ci es, b ut  N.  

R e c ei v e d  O ct o b e  2 2,  2 0 2 5  
R e vis e d  F e b u a y  2 0,  2 0 2 6  
A c c e pt e d  F e b u a y  2 0,  2 0 2 6  
P u blis h e d  M a c h  2,  2 0 2 6  
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f o wler  is t h e o nl y  k n o w n  h u m a n  p at h o g e n  i n t h e g e n us. 1 1  

N aegler a  a ustr al e ns s  a n d  N aegler a   t al c a h a v e  d e m o nst at e d  
p at h o g e ni cit y  i n mi c e;  h o w e v e ,  t h es e s p e ci es h a v e  n e v e  b e e n  
is ol at e d f o m a  h u m a n  P A M  i nf e cti o n.1 2 ,1 3  

N ae gler a  f o wler  h as  t h e e lif e st a g es: c yst,  f e e di n g 
t o p h oz oit e, a n d  m otil e  bi f a g ell at e d  st a g e. N.  f o wler  is c a p a bl e  
of  q ui c kl y  alt e n ati n g  b et w e e n  lif e st a g es i n t h e e n vi o n m e nt  t o 
s u vi v e u nf a v o a bl e  c o n diti o ns,  hi g hli g hti n g  t h e e n vi o n m e nt al  
st a bilit y of  t his p at h o g e n.  T h e  p at h w a ys  b y  w hi c h  N.  f o wler  
dis p e s es  t o n e w  g e o g a p hi c   e gi o ns  e m ai n u n d et e mi n e d;  
h o w e v e ,  c u  e nt  e vi d e n c e  s u g g ests t h e o g a nis m  li k el y 
o i gi n at es  i n s oils a n d  m o v es  t o w at e  s o u c es d u i n g  e v e nts  
s u c h as  f o o di n g. 1 4  I n t h e bi f a g ell at e d  f o m, f a g ell a  e n a bl e  
m otilit y  a n d  t h e s e a c h f o  a  p ef e e nti al  f o o d s o u c e.3  N.  
f o wler  c a n  e n c yst  w h e n  e x p os e d  t o st ess, s u c h as  e xt e m e  
t e m p e at u es, hi g h  s ali nit y, hi g h  o  l o w p H,  o  n ut i e nt  st ess.1 5  

I n a d diti o n,  t h e e n c yst m e nt  of  F L A  is t h o u g ht t o all o w  t h e 
o g a nis ms  t o b e c o m e  d o m a nt  f o  e xt e n d e d  p e i o ds  of  ti m e 
a n d  p o p a g at e  o n c e  c o n diti o ns  b e c o m e  f a v o a bl e. N.  f o wler  is 
t h e m o p hili c a n d  c a n  g o w  i n t h e l a b o at o y at  t e m p e at u es 
f o m 2 0  ° C  u p  t o 4 6  ° C  w hil e  c ysts  c a n  s u vi v e at  t e m p e at u es 
b el o w  1 0  ° C  a n d  u p  t o 6 5  ° C. 1 5 − 1 8  T his  wi d e  t e m p e at u e 
t ol e a n c e all o ws  N.  f o wler  t o p olif e at e  i n n at u al  a n d  
e n gi n e e e d  w at e  s yst e ms. A c c o di n gl y,  N.  f o wler  h as  b e e n  
is ol at e d f o m n at u al  h ot  s p i n gs, l a k es, p o n ds  a n d   i v e s, 
a ti f ci all y  h e at e d  p o w e  pl a nts,  p i v at e  w ells,   e c e ati o n al w at e  
p a ks,  w at e  t a n ks f o m  e c e ati o n al v e hi cl es,  a n d  d i n ki n g  
w at e  dist i b uti o n  s yst e ms ( D W D S ). 1 9 − 2 8  

C as es  of  P A M  i n t h e U nit e d  St at es  ( U. S. )  h a v e  s e e n a  
n o t h e l y  g e o g a p hi c al  e x p a nsi o n  si n c e 1 9 6 2,  a n d  t h e t e n d is 
p e di ct e d  t o c o nti n u e  as  gl o b al  t e m p e at u es i n c e as e.4 ,1 0  I n 
a d diti o n  t o P A M  c as es,  d et e cti o ns  of  N.  f o wler  h a v e  o c c u  e d  

i n a e as  s u c h as  h ot  s p i n gs i n W y o mi n g,  p i v at e  w ells  i n 

A iz o n a,  s e di m e nt f o m L a k e  P o nt c h a t ai n,  a n d  D W D S  i n 

L o uisi a n a. 2 2 ,2 3 ,2 5 ,2 9 − 3 1  T h e  hi g h  f at alit y  at e a n d  e x p a n di n g  

g e o g a p hi c   a n g e of  N.  f o wler  i nf e cti o ns i n di c at e t h at i m p o v e d 

p at h o g e n  s u v eill a n c e c a n  p o g ess   es e a c h i n t h e f el d.  I n 

A ust ali a,   e g ul a  m o nit o i n g  of  N.  f o wler , s p e ci f c p ot o c ols  i n 

 es p o ns e t o d et e cti o ns,  a n d  i n c e as e d p u bli c  a w a e n ess  

p o g a ms  h a v e  h el p e d  li mit t h e n u m b e  of  f at aliti es t o 1 9  

si n c e 1 9 6 5. 3 2 ,3 3  B o a d e ni n g  s u v eill a n c e f o  N.  f o wler  i n t h e 

U. S.  c o ul d  h el p  i nf o m t h e p u bli c  of  t h e e x p a nsi v e  g e o g a p hi c  

 a n g e of  t his p at h o g e n.  
H e e  w e  p es e nt  a  c oll a b o ati v e,  m ulti y e a  ( 2 0 1 6 − 2 0 2 4 ),  

g e o g a p hi c all y  e x p a nsi v e  st u d y of  a m o e b a e  i n t h e m all y 

i n f u e n c e d w at e s  us e d  f o   e c e ati o n al s o a ki n g e n c o m p assi n g  

4 0  di f e e nt  sit es a c oss  t h e w est e n  U nit e d  St at es,  i n cl u di n g 

sit es i n t h e g e at e  G a n d  T et o n  N ati o n al  P a k  ( G R T E )  a n d  

B i d g e  - T et o n N ati o n al  F o est   e gi o n, L a k e  M e a d  N ati o n al  

R e c e ati o n  A e a  ( L A K E ),  N e w b e  y  N ati o n al  V ol c a ni c  M o n u-

m e nt  ( N N V M ),  Ol y m pi c  N ati o n al  P a k  ( O L Y M )  a n d  

Y ell o wst o n e  N ati o n al  P a k  ( Y E L L ).  A  t ot al of  1 8 5  s a m pl es 

w e e  c oll e ct e d  a n d  a n al yz e d  f o  a m o e b a  p es e n c e,  p h ysi c al  a n d  

c h e mi c al  c o n diti o ns,  a n d  N.  f o wler  c o n c e nt ati o ns.  T his  st u d y 

c h a a ct e i z e d  t h e e c ol o gi c al  c o n diti o ns  s u p p o ti n g t h e 

p es e n c e  of  p at h o g e ni c  N.  f o wler  a n d  ot h e  n o n p at h o g e ni c  

N aegler a  s p p. a n d  a m o e b a e.  T his  w o k  h as  i d e nti f e d l o c ati o ns 

w hi c h  m a y  b e n e ft  f o m e n h a n c e d  p u bli c  a w a e n ess  a n d  

p o vi d es  i nsi g ht i nt o c o n diti o ns  s u p p o ti n g N.  f o wler  a n d  ot h e  

a m o e b a e  i n n at u al  s yst e ms. 

Fi g ur e  1.  M a p  of  t h e w est e n  U nit e d  St at es  s h o wi n g all  f v e  s a m pl e  e gi o ns, i n cl u di n g G a n d  T et o n  N ati o n al  P a k,  L a k e  M e a d  N ati o n al  R e c e ati o n  
A e a,  N e w b e  y  N ati o n al  V ol c a ni c  M o n u m e nt,  Ol y m pi c  N ati o n al  P a k,  a n d  Y ell o wst o n e  N ati o n al  P a k.  
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2.  M E T H O D S  

2. 1.  Sit e s  a  d  Fi el d  C o  diti o  s  ( T e m p er at ur e a  d  p H  
M e a s ur e m e  t s  O  l y)  

T his  st u d y e n c o m p ass es   es ults f o m m ulti pl e  s a m pli n g e f o ts  
b y  t h e U. S.  G e ol o gi c al  S u v e y  ( U S G S ),  C o m m o n w e alt h  
S ci e nti f c  a n d  I n d ust i al R es e a c h  O g a niz ati o n  ( C SI R O ),  
a n d  M o nt a n a  St at e  U ni v e sit y  ( M S U )  b et w e e n  2 0 1 6  a n d  2 0 2 4.  
S a m pl es  w e e  c oll e ct e d  i n t h e 5  m ai n  p a k   e gi o ns ( Y E L L,  
G R T E,  O L Y M,  L A K E  a n d  N N V M )  b et w e e n  2 0 1 8  a n d  2 0 2 4  
( Fi g u e  1 ).  T h e e  w e e  2 4  s a m pl e a e as,  wit h  4 0  s p e ci f c 
s a m pl e sit es  es ulti n g i n 1 8 5  t ot al s a m pl es c oll e ct e d  i n t his 
st u d y. B et w e e n  2 0 1 6  a n d  2 0 1 8,  s a m pl es w e e  c oll e ct e d  b y  t h e 
U S G S,  i n 2 0 1 9  b y  t h e U S G S  a n d  C SI R O,  a n d  2 0 2 2 − 2 0 2 4  b y  
C SI R O  a n d  M S U.  N o  s a m pli n g o c c u  e d  b et w e e n  2 0 2 0  a n d  
2 0 2 1  b e c a us e  of  t a v el  est i cti o ns d u e  t o t h e C O VI D- 1 9  
p a n d e mi c.  S a m pl e  sit es i n cl u d e d w a m  w at e  p o ols,  o  a e as  of  
h ot  s p i n g e f u e nt  mi xi n g  wit h  f es h w at e , a n d  sit es k n o w n  t o 
b e  us e d  f o   e c e ati o n al s o a ki n g. S u f a c e  w at e  w as  s a m pl e d at  
sit es wit hi n  e a c h  n ati o n al  p a k,  n ati o n al   e c e ati o n a e a  o  
n ati o n al  m o n u m e nt.  A e as  wit hi n  Y E L L  w e e  i n t h e B e c hl e  
 e gi o n ( M .  B u b bl es  H ot  S p i n gs  a n d  D u n a n d a  F alls ),  L o w e  
G e ys e  B asi n  ( M us h o o m  H ot  S p i n g,  O ct o p us  H ot  S p i n gs  
a n d  W hit e  C e e k ),  H e a t  L a k e  G e ys e  B asi n  ( Wit c h  C e e k ),  
t h e s o ut h e n s h o e of  L e wis  L a k e,  t h e Y ell o wst o n e  Ri v e ,  t h e 
Fi e h ol e  Ri v e  a n d  t h e B oili n g  Ri v e  ( Fi g u e  S 1 ).  Fi v e  a e as  
w e e  s a m pl e d i n t h e g e at e  G R T E   e gi o n: Ast o i a,  G a nit e,  
H u c kl e b e  y,  P ol e c at  a n d  u p p e  P ol e c at  H ot  S p i n gs  ( Fi g u e  
S 2 ).  T h e  s a m pl e d h ot  s p i n gs i n O L Y M  w e e  S ol  D u c  
( c o m m e ci al )  a n d  Ol y m pi c  H ot  S p i n gs  ( n at u al )  ( Fi g u e  S 3 ).  
B e c a us e  S ol  D u c  H ot  S p i n g  is a  c o m m e ci al  p o ol,  s a m pl es 
w e e  c oll e ct e d  f o m t h e  u n o f w h e e  t h e t h e m al w at e  d ai ns  
t o t h e S ol  D u c  Ri v e .  H ot  s p i n gs wit hi n  L A K E  w e e  N e v a d a,  
B o y  S c o ut,  Bl u e  P oi nt,  R o g e s  a n d  A iz o n a  H ot  S p i n gs  
( Fi g u e  S 4 ).  N N V M  h ot  s p i n gs w e e  P a uli n a  L a k e  a n d  E ast  
L a k e  H ot  S p i n gs  w hi c h  a e  b ot h  n at u al  a n d  us e d  f o  
 e c e ati o n ( Fi g u e  S 5 ).  

2. 1. 1.  U S G S  S a m pli  g.  W at e  s a m pl es w e e  c oll e ct e d  
f o m 1 6  sit es d u i n g  2 0 1 8 − 2 0 1 9;  t h e U S G S  s a m pl e d 1 1  sit es 
i n t h e G e at e  Y ell o wst o n e  A e a,  a n d  t h e N ati o n al  P a k  S e vi c e  
s a m pl e d 5  sit es i n t h e L A K E.  P i o  t o s a m pli n g, w at e  
t e m p e at u e a n d  p H  w e e  m e as u e d  usi n g  a  Y SI  E X O  2  W at e  
Q u alit y  M o nit o  ( Y ell o w  S p i n gs,  O hi o ).  W at e  s a m pl es w e e  
p o c ess e d  f oll o wi n g t h e m et h o ds  of  B a n h a t  et  al.  2 0 2 4. 2 5  T o  
mi ni miz e  c o nt a mi n ati o n   is k, w at e  s a m pl es w e e  c oll e ct e d  
f o m t h e c e nt e  of  e a c h  h ot  s p i n g usi n g  a  st e il e, 1- L  
p ol y p o p yl e n e  b ottl e  att a c h e d  t o a n  e xt e n d a bl e  s a m pli n g  o d. 
W at e  s a m pl es w e e  c oll e ct e d  f o  b ot h  c h e mi c al  a n d  m ol e c ul a  
a n al ysis.  W at e  c h e mist y  s a m pl es w e e  p o c ess e d  o nsit e  a n d  
s hi p p e d t o t h e U S G S  N ati o n al  W at e  Q u alit y  L a b o at o y  i n 
L a k e w o o d,  C ol o a d o  f o  a n al ysis.  E q ui p m e nt  d e c o nt a mi n ati o n  
a n d  s a m pl e p o c essi n g  p o c e d u es  f o  c h e mist y  s a m pl es a e  
d es c i b e d  i n t h e U S G S  N ati o n al  Fi el d  M a n u al  ( U S G S,  2 0 0 9 ).  
R es ults  f o  w at e  c h e mist y  s a m pl es a e  a v ail a bl e  at  t h e W at e  
Q u alit y  P o t al  ( htt ps: / / w w w. w at e q u alit y d at a. us ). 3 4  W at e  
s a m pl es f o  m ol e c ul a  a n al ysis  w e e  c oll e ct e d  i nt o t w o, 1 0  L  
st e il e c u bit ai n e s  a n d  w e e  flt e e d  o nsit e  usi n g  a  p e ist alti c  
p u m p  wit h  0. 2  a n d  1. 0  μ m  p o e  siz e flt e s  ( A ut o fl,  F o x x  Lif e  
S ci e n c es,  L o n d o n d e  y,  N H ).  W at e  w as  p us h e d  t h o u g h e a c h  
flt e  u ntil  eit h e  t h e 1 0  L  h a d  b e e n  c o m pl et el y  flt e e d,  o  t h e 
flt e  b e c a m e  cl o g g e d.  T h e e  1. 0  μ m  flt e s  a n d  t w o 0. 2  μ m  
flt e s  w e e  c oll e ct e d  f o  e a c h  s a m pl e. Aft e  e a c h  s a m pl e w as  
flt e e d,  t h e flt e  w as   e m o v e d f o m t h e flt e  h ol d e  usi n g  

st e il e f o c e ps, f ol d e d s e v e al ti m es, a n d  i ns e t e d i nt o a  st e il e 2  
m L  mi c o c e nt if u g e  t u b e a n d  l a b el e d. R N Al at e  ( T h e m o-
Fis h e  S ci e nti f c,  W alt h a m,  M ass a c h us etts,  U S A )  st a biliz ati o n 
s ol uti o n w as  a d d e d  t o e a c h  t u b e u ntil  it c o m pl et el y  c o v e e d  t h e 
flt e .  T u b es  w e e  p ut  i nt o l a b el e d W hi l- P a k  b a gs  a n d  st o e d 
o n  i c e u ntil  t h e y w e e  t a k e n t o t h e l a b o at o y f o  p o c essi n g  
a n d  a n al ysis.  

2. 1. 2.  M S U/ C SI R O  S a m pli  g.  S a m pl es  c oll e ct e d  b y  M S U  
us e d  a  h a n d- h el d  t h e m o m et e  a n d  p H-i n di c at o  st i ps ( M e c k  
Milli p o e,  I el a n d ) f o  t e m p e at u e a n d  p H   e a di n gs. F o  a  
s e c o n d a y a n al ysis,  5 0  m L  of  w at e  w as  flt e e d  t h o u g h a  
st e il e 0. 2 2  μ m  s y i n g e flt e  i nt o a  st e il e 5 0  m L  F al c o n  t u b e t o 
m e as u e  p H  i n t h e l a b o at o y. S a m pl es  ( 3 ×  p e  sit e ) w e e  
c oll e ct e d  usi n g  st e il e t e c h ni q u es i n st e il e 1  L  p ol y et h yl e n e  
t e e p ht h al at e b ottl es  ( C o ni n g,  U S A )  b y  di p pi n g  b ottl es  i nt o 
t h e w at e  i n t h e c e nt e  of  t h e h ot  s p i n g. Aft e  c oll e cti o n,  
s a m pl es w e e  flt e e d  o nt o  0. 2 2  μ m  flt e s  usi n g  E Z- FI T  
flt ati o n  u nits  ( Milli p o e,  U S A ),  t h e n flt e s  w e e  t a nsf e  e d 
t o st e il e 5 0  m L  t u b es ( C o ni n g,  U S A )  a n d  p es e v e d  wit h  1  
m L  of  D N A / R N A  S hi el d  ( Z y m o  R es e a c h,  U S A ).  S a m pl es  
w e e  st o e d i n a  cl os e d  c o nt ai n e  f o  t a ns p o t b a c k  t o t h e 
l a b o at o y at  a m bi e nt  t e m p e at u es ( 2 0 − 2 2  ° C )  f o  D N A  
e xt a cti o n.  

2. 2.  D N A  E xtr a cti o   

U S G S  e xt a ct e d  D N A  f o m s a m pl es usi n g  t w o di f e e nt  
m et h o ds  as  f oll o ws. D N A  w as  e xt a ct e d  at  t h e U p p e  Mi d w est  
E n vi o n m e nt al  S ci e n c es  C e nt e  ( U M E S C )  f o m flt e s  
c oll e ct e d  i n 2 0 1 8  usi n g  t h e I BI g M a x  Mi ni  Kit  (I BI  S ci e nti f c;  
D u b u q u e,  I A ) a c c o di n g  t o t h e m a n uf a ct u e ’s  di e cti o ns.  
D N A  e xt a cts  w e e  st o e d at  − 8 0  ° C.  D N A  w as  e xt a ct e d  at  
t h e N o t h e n  R o c k y  M o u nt ai n  S ci e n c e  C e nt e  ( N O R O C K )  
f o m flt e s  c oll e ct e d  i n 2 0 1 9  usi n g  t h e D N e as y  P o w e W at e  
Kit  ( Qi a g e n;  G e m a nt o w n,  M D )  a c c o di n g  t o t h e m a n uf a c-
t u e ’s di e cti o ns.  

M S U  a n d  C SI R O  e xt a ct e d  D N A  f o m c o n c e nt at e d  b ul k  
w at e  s a m pl es usi n g  t h e D N e as y  P o w e W at e  kit  ( Qi a g e n;  
G e m a nt o w n,  M D ).  T h e  D N A  is ol ati o n kit  w as  us e d  a c c o di n g  
t o t h e m a n uf a ct u e ’s  p ot o c ol.  A p a t  f o m U M E S C,  D N A  
e xt a cts  w e e  st o e d at  − 2 0  ° C  p i o  t o q P C R  a n al ysis  a n d  
S a n g e  s e q u e n ci n g c o n f m ati o n.  

2. 3.  D et e cti o   a  d  E  u m er ati o  :  Q u a  tit ati v e  P ol y m er a s e  
C h ai   R e a cti o   ( q P C R) 

F o  U S G S  s a m pl es, p i m e s  a n d  t h e m al c y cli n g  c o n diti o ns  
w e e  us e d  f o  q P C R  a n al ys es   u n at  U M E S C  o n  C F X 9 6  T o u c h  
t h e m al c y cl e s  ( Bi o- R a d;  H e c ul es,  C A )  f oll o wi n g M ull  et  al.  
( 2 0 1 3 )  f o  N.  f o wler  as  d es c i b e d  i n B a n h a t  et  al.  ( 2 0 2 4 )  
( T a bl e  S 1 ). 2 5 ,3 5  T his  q P C R  m et h o d  p o vi d e d  o nl y  d et e cti o n  
a n d  n ot  e n u m e ati o n.  Fi n al  q P C R  v ol u m es  w e e  2 5  μ L  wit h  
5 0 0  n M  of  p i m e s,  2 5 0  n M  of  p o b e,  1 2. 5  μ L  of  T o u g h Mi x  
M ast e mi x  ( Q u a nt bi o,  B e v e l y,  M A,  U S A ),  a n d  2  μ L  of  
t e m pl at e D N A.  S a m pl es  w e e   u n i n q u a d u pli c at e  o n  9 6- w ell  
pl at es  wit h  o n e  n o-t e m pl at e  c o nt ol  ( N T C )  p e  s a m pl e, a n d  
t h e e s a m pl e  e pli c at es s pi k e d wit h  s y nt h eti c D N A  ( g Bl o c ks;  
I nt e g at e d D N A  T e c h n ol o gi es;  C o al vill e,  I o w a ) t o t est f o  
P C R  i n hi biti o n. F o u  p ositi v e  c o nt ols  f o  N.  f o wler  usi n g  
g Bl o c ks  a n d  a n  a d diti o n al  f o u  N T Cs  w e e  als o   u n o n  e a c h  
pl at e.  St a n d a d  c u v es  w e e   u n o n  e a c h  pl at e  wit h  
c o n c e nt ati o ns  f o m 2 0, 0 0 0  t o 2 0  c o pi es  of  D N A.  S a m pl es  
t h at w e e  P C R-i n hi bit e d  w e e  cl e a n e d  usi n g  t h e O n e St e p  P C R  
i n hi bit o  R e m o v al  Kit  ( Z y m o  R es e a c h;  I vi n e, C A )  a n d  q P C R  
w e e   e p e at e d. Pl at es  w e e  c o nsi d e e d  c o nt a mi n at e d  a n d  d at a  
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dis c a d e d  if d et e cti o n  o c c u  e d  i n a n y  N T C  o n  a  pl at e.  
S a m pl es  w e e   e u n if t h e e w as  e n o u g h  D N A  e xt a ct  a v ail a bl e.  

F o  M S U  a n d  C SI R O  s a m pl es, D N A  e xt a cts  w e e  
ali q u ot e d,  t h e n i n d e p e n d e ntl y a n al yz e d  b y  q P C R  i n t i pli c at e 
b y  b ot h  C SI R O  a n d  M S U  usi n g  a  Bi o- R a d  C F X 9 6  i nst u m e nt 
( Bi o R a d,  U S A )  a n d  a n  A p pli e d  Bi os yst e ms  Q u a nt St u di o  7  P o  
( A p pli e d  Bi os yst e ms,  U S A ),   es p e cti v el y. Fi n al  q P C R  v ol u m es  
w e e  2 5  μ L  wit h  1 2. 5  μ L  of  H ot St a T a q  M ast e  Mi x  ( Qi a g e n,  
U S A ),  5 0 0  n M  of  p i m e s,  2  μ M  of  S Y T O 9  d y e  ( M ol e c ul a  
P o b es,  U S A ),  a n d  2  μ L  of  t e m pl at e D N A.  M et h o ds  f o  
N aegler a  s p p. a n d  N.  f o wler  d et e cti o n  w e e  us e d  as  p e vi o usl y  
d es c i b e d  b y  P uz o n  et  al.  ( 2 0 0 9 )  wit h  eit h e  a  N.  f o wler  
s p e ci f c p i m e  s et ( F W S  a n d  PI T S R ) 3 6  o  a  c o ns e ns us  p i m e  
s et f o  N aegler a  s p p. ( PI T S F  a n d  PI T S R ) 3 7  ( T a bl e  S 1 ).  
A m o e b a  d et e cti o n  a n d  s p e ci ati o n w e e  f u t h e  c o n f m e d  b y  
m elt- c u v e  a n al ysis  c o n d u ct e d  f o m 7 5  t o 9 5  ° C   aisi n g t h e 
t e m p e at u e 0. 2  ° C  e v e y  1 0  s. T h e  p o d u ct  w as  c o nsi d e e d  
c o n f m e d  as  N aegler a  s p p. o  Ver m a m oe b a  ver m f or m s  if t h e 
m elti n g  p oi nt  w as  b et w e e n  7 8  a n d  8 5  ° C  a n d  m at c h e d  
p e vi o usl y   e p o t e d m elt  c u v e  si g n at u es.3 6  S a m pl es  w e e   u n 
wit h  D N A  e xt a cti o n  c o nt ols  (I nst a g e n e  M at i x  a n d  D N e as y  
P o w e W at e  el uti o n  b u f e ),  n e g ati v e  c o nt ols  ( Milli- Q  w at e ),  
a n d  g e n o mi c  D N A  p ositi v e  c o nt ols  ( N.  f o wler , Ver m a m oe b a  
s p p., o  N.  a ustr al e ns s ).  

F o  N.  f o wler  q u a nti f c ati o n,  st a n d a d c u v es  a n d  li n e a  
 e g essi o n e qs  ( Fi g u e  S 6 )  w e e  p o d u c e d  f oll o wi n g t h e 
m et h o d  of  P uz o n  et  al.,  2 0 0 9  b y  C SI R O  a n d  M S U. 3 6  K n o w n  
N.  f o wler  c o n c e nt ati o ns  w e e  e n u m e at e d  b y  1 0-f ol d  s e i al 
dil uti o ns  a n d  s pi k e d i nt o 1  L  of   e v e s e os m osis  ( R O )  w at e  at  
1 0  t o 1 0 5  c ells / L.  S a m pl es  w e e  flt e e d  t h o u g h dis p os a bl e  
Milli p o e  E Z- Fit  0. 2 2  μ m  flt ati o n  u nits  ( Milli p o e,  U S A )  t o 
is ol at e w h ol e  N.  f o wler  c ells.  D N A  w as  e xt a ct e d  usi n g  t h e 
D N e as y  P o w e W at e  Kit  ( Qi a g e n,  U S A ).  M et h o ds  f o  N.  
f o wler  s p e ci f c d et e cti o n  b y  q P C R  m elt  c u v e  a n al ysis  w e e  
c o n d u ct e d  usi n g  a  Bi o- R a d  C F X 9 6  i nst u m e nt ( Bi o R a d,  U S A )  
as  p e vi o usl y  d es c i b e d  a b o v e.  

T o  d et e mi n e  t h e  el ati v e c o n c e nt ati o ns  of  N.  f o wler  a n d  N.  
a ustr al e ns s , t h e t est e d s a m pl es w e e  i niti all y a m pli f e d  b y  
q P C R  i n t i pli c at e usi n g  g e n e al  p i m e s  t o as c e t ai n  t ot al 
N ae gler a  s p p. c o n c e nt ati o n  (i. e.,  N.  f o wler  a n d  N.  
a ustr al e ns s ).  S p e ci f c  p i m e s  w e e  t h e n us e d  o n  t h e s a m e 
s a m pl es t o d et e mi n e  N.  f o wler  c o n c e nt ati o n  al o n e.  B ot h  
q P C R  a n al ys es  w e e  p e f o m e d  i n c o nj u n cti o n  wit h  a  N.  f o wler  
a n d  N.  a ustr al e ns s  st a n d a d c u v e  (st a ti n g  q u a ntiti es  of  1 0  
c ells / L  u p  t o 1 0 0, 0 0 0  c ells / L )  a n d  c ell  c o n c e nt ati o ns  w e e  
d et e mi n e d  usi n g  li n e a   e g essi o n. C o n c e nt ati o ns  of  e a c h  
s p e ci es w e e  c al c ul at e d  usi n g  t h e  el ati v e a m pli f c ati o ns  f o m 
e a c h  p i m e  s et. St a n d a d  d e vi ati o ns  w e e  als o  c al c ul at e d  f o  
e a c h  s a m pl e. 

2. 4.  S a  g er  S e q u e  ci  g  f or M S U  a  d  C SI R O  N.  f o wl er  
P o siti v e s  

C o n f m ati o n  of  a  s u bs et of  N aegler a  s p p. a n d  e v e y  N.  f o wler  
q P C R  p o d u ct  w as  d o n e  b y  is ol ati o n of  a m pli f e d  D N A  b a n ds  
o n  1 %  a g a os e  g els  i n 1 X  T is  b u f e  a n d  et hi di u m  b o mi d e.  
G els  w e e  vis u aliz e d  wit h  a  D u al  L E D  Bl u e  Li g ht  T a ns-
ill u mi n at o  (I n vit o g e n,  U S A )  at  a  w a v el e n gt h  of  4 7 0  n m.  
B a n ds  w e e  is ol at e d usi n g  t h e G e n eJ E T  G el  E xt a cti o n  Kit  
( T h e m o  S ci e nti f c,  U S A ),  p u i f e d  usi n g  t h e QI A q ui c k  P C R  &  
G el  Cl e a n u p  Kit  ( Qi a g e n,  U S A ),  a n d  D N A  c o n c e nt ati o ns  
w e e  m e as u e d  usi n g  t h e Q u bit  ds D N A  Q u a nti f c ati o n  Ass a y  
(I n vit o g e n;  W alt h a m,  M A ).  M S U  s a m pl es w e e  s e nt t o I d a h o 
St at e  U ni v e sit y  M ol e c ul a  R e s e a c h  C o e  F a cilit y  
( R RI D: S C R _ 0 1 2 5 9 8 )  f o  s e q u e n ci n g o n  a  S e q  St u di o  Fl e x  
8- c a pill a y  g e n eti c  a n al y z e  a n d  C SI R O  s a m pl es w e e  
s e q u e n c e d at  M a c o g e n,  K o e a.  S e q u e n c es  w e e  u pl o a d e d  t o 
N ati o n al  C e nt e  f o  Bi ot e c h n ol o g y  I nf o m ati o n ( N C BI )  
G e n B a n k  a n d  t h e a c c essi o n  n u m b e s  a e  i n T a bl e  S 3 . 

2. 5.  D N A  S e q u e  c e  Pr o c e s si  g  a  d  G e  ot y pi  g  

S e q u e n c es  p ositi v e  f o  N.  f o wler  w e e  ali g n e d  t o N.  f o wler  
t y p es 1  ( A Y 3 7 6 1 4 9 ),  2  ( X 9 6 5 6 4 ),  3  ( X 9 6 5 6 2 )  ( N o t h  
A m e i c a )  a n d  5  ( X 9 6 5 6 5 )  ( O c e a ni a )  usi n g  G e n ei o us  
P i m e. 3 8 − 4 0  S e q u e n c es  of  t h e i nt e n al t a ns c i b e d s p a c e  
s u b u nit 1  (I T S 1 )  c o nt ai ni n g  t h e 5. 8 S   R N A g e n e  w e e  
d o w nl o a d e d  f o m t h e N C BI  G e n B a n k.  S e q u e n c es  w e e  ali g n e d  
t o t h e M 1  s e q u e n c e of  t h e I T S 1 s u b u nit, a  1 5  b as e  p ai  
s e q u e n c e f o u n d i n all  g e n ot y p es  of  N.  f o wler . 4 0  T h e  p i m e  s et 
us e d  f o  N.  f o wler  d o es  n ot  i n cl u d e t h e e nti e  I T S 1 s u b u nit, s o 
g e n ot y pi n g  w as  b as e d  o f  t h e 3 1st  b as e  p ai  of  t h e 5. 8 S  s u b u nit 
( T a bl e  S 2 )  d es c i b e d  b y  D e  J o n c k h e e e et  al.  ( 2 0 1 1 ).  
Ali g n m e nts  t o t h e t y p e 5  N.  f o wler  w e e  m a d e  t o t est f o  
c o nt a mi n ati o n  f o m p ositi v e  c o nt ols  f o m A ust ali a  ( C SI R O ).  

2. 6.  St ati sti c al  A  al y si s  

T e m p e at u e,  p H,  a n d  ot h e  a m o e b a e  s p e ci es w e e  a n al yz e d  t o 
d et e ct  p ot e nti al  ass o ci ati o ns  b et w e e n  t h es e v a i a bl es  a n d  t h e 
p es e n c e  o  a bs e n c e  of  N.  f o wler . Fi t h’s  bi as- e d u c e d  
p e n aliz e d-li k eli h o o d  l o gisti c  e g essi o n w as  us e d  f o  a n al ysis  
t o  e d u c e s m all-s a m pl e bi as  i n p a a m et e  esti m at es  a n d  
i m p o v e  o b ust n ess of  i nf e e n c e.4 1 ,4 2  H y p ot h esis  t esti n g a n d  
i nt e v al esti m ati o n  w e e  p e f o m e d  usi n g  p e n aliz e d  li k eli h o o d 
 ati o t ests a n d  p o fl e  p e n aliz e d  li k eli h o o d c o n f d e n c e  i nt e v als, 
as  i m pl e m e nt e d i n t h e R  p a c k a g e  l o gistf.4 3  Gi v e n  t h e s p a sit y 
of  ot h e  s p e ci es, N aegler a  s p p., N.   t al c a, N.  l o v a n e ns s, N.  
d o bs o n ,  V a hl k a m pf   a a n d  u n cl assi f e d  E u k a y ot es  w e e  
c o m bi n e d  i nt o a  n e w  v a i a bl e  c all e d  ‘ ot h e .s p’ t h at w as  gi v e n  
a  v al u e  of  1  if a n y  of  t h os e w e e  p es e nt  a n d  0  if a bs e nt.  
A n al ys es  w e e  p e f o m e d  i n R  v e si o n  4. 3. 3  ( 2 0 2 4- 0 2- 2 9 ).  A n  
α  <  0. 0 5  w as  c o nsi d e e d  st atisti c all y si g ni f c a nt. N o  c o  e cti o ns  
f o  m ulti pli cit y  w e e  p e f o m e d.  

T a bl e  1.  T ot al  N u m b er  of  D et e cti o ns  f or E a c h  Fr e e- Li vi n g  A m o e b a  S p e ci es  D et e ct e d  T hr o u g h o ut  t h e E ntir e  St u d y  wit h  T h eir  
C orr es p o n di n g  T e m p er at ur e  a n d  p H  R a n g es  a n d  A v er a g es  

Fr e e-li vi n g  a m o e b a  d et e ct e d  N u m b er  of  d et e cti o ns  T e m p er at ur e  r a n g e ( ° C )  A v er a g e  t e m p er at ur e ( ° C )  p H  r a n g e A v er a g e  p H  

N aegler a  f o wler  6 3  1 7. 4 − 5 4. 9  4 0. 3  5. 5 − 8. 4  6. 9  

N aegler a  a ustr al e ns s  7 4  1 6. 3 − 6 6. 9  3 8. 6  5. 5 − 8. 9  6. 7  

N aegler a  l o v a n e ns s 5  4 0. 2 − 4 7. 8  4 3. 1  5. 5 − 7  6. 3  

Ver m a m oe b a  ver m f or m s  7  3 8 − 4 5. 9  4 1. 4  5. 5 − 7  6. 2  

Ot h e  N aegler a  s p p. 1 6  1 8. 5 − 5 4. 4  4 1. 9  6 − 9  6. 8  

N o  d et e cti o n  4 6  1 3. 4 − 7 7. 6  3 8. 1  6 − 9. 1  7. 1  

A C S  E S & T  W at er  p u b s. a c s. or g/ e st w at er  Arti cl e  

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s e st w at er. 5 c 0 1 2  3  
A C S  E S T  W  t er  2 0 2 6,  6,  1 7 0  − 1 7 1 5  

1 7 0 7  
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3.  R E S U L T S  

3. 1.  F L A  D et e cti o  s  a  d  E  vir o  m e  t al  C o  diti o  s  

F L A  d et e cti o ns,  t e m p e at u e, p H,  s a m pl e d at e,  a n d  s a m pl e sit e 
c o o di n at es  f o  e a c h  of  t h e 1 8 5  s a m pl es, 4 0  s a m pl e sit es a n d  2 4  
s a m pl es a e as  c oll e ct e d  a e  s h o w n i n T a bl e  S 4 . T h e  n u m b e  of  
d et e cti o ns  p e  F L A  a n d  ass o ci at e d  t e m p e at u e a n d  p H   a n g es 
a e  s h o w n i n T a bl e  1 . N.  f o wler  w as  t h e s e c o n d m ost  a b u n d a nt  
F L A  s p e ci es a c oss  t h e 5  s a m pli n g  e gi o ns, w h e e  it w as  
d et e ct e d  i n 3 4 %  ( 6 3 / 1 8 5 )  of  s a m pl es. T h e  m ost  a b u n d a nt  
s p e ci es w as  N.  a ustr al e ns s , w hi c h  w as  d et e ct e d  i n 4 0 %  ( 7 4 /  
1 8 5 )  of  s a m pl es. Ot h e  F L A  s p e ci es w e e   a e, wit h  n o  ot h e  
s p e ci es b ei n g  d et e ct e d  i n m o e  t h a n 5 %  of  t h e s a m pl es. N o  
F L A  w e e  d et e ct e d  i n 2 4 %  ( 4 6 / 1 8 5 )  of  s a m pl es. T h e  s a m pl es 
wit h o ut  F L A  c o nsist e d  of  h ot  s p i n gs wit h  a  c ol d  b a c k g o u n d  
us e d  t o t est f o  n e g ati v e  c o nt ols  ( e. g.,  B oili n g  Ri v e  c ol d  
st e a m ) o  t h e di e ct  s o u c e of  t h e h ot  s p i n g ( e. g.,  H e a t  
L a k e ).  T h e e  w e e  n o  d et e cti o ns  of  N.  f o wler  o  N aegler a  s p p. 
i n 2 0 1 6  a n d  2 0 1 7  s a m pli n g. 

At  Y E L L,  t e m p e at u es of  s a m pl es  a n g e d f o m 1 0. 8  t o 7 7. 6  
° C  a n d  p H   a n g e of  5. 0  t o 9. 1  ( T a bl e  S 4 ).  N.  f o wler  w as  
d et e ct e d  i n w ell- mi x e d   i v e s ( Fi e h ol e  Ri v e ),  a n d  i n e f u e nt  
st e a ms f o m h ot  s p i n gs ( B oili n g  Ri v e  a n d  L e wis  L a k e  h ot  
s p i n gs ) ( T a bl e  S 4 ).  T h e   e gi o ns of  Y E L L  wit h o ut  N.  f o wler  
d et e cti o ns  w e e  t h e H e a t  L a k e  N et w o k,  B e c hl e  Ri v e   e gi o n, 
t h e Y ell o wst o n e  Ri v e  at  N ez  P e c e  Pi c ni c  A e a  a n d  t h e m al 
f e at u es i n t h e L o w e  G e ys e  B asi n.  N.  f o wler  w as  d et e ct e d  at  
t h e B oili n g  Ri v e  i n J ul y, S e pt e m b e  a n d  N o v e m b e  of  2 0 1 8,  
J ul y 2 0 1 9  a n d  S e pt e m b e  2 0 2 3.  T h e  Fi e h ol e  C a n y o n  
S wi m mi n g  A e a  w as  p ositi v e  f o  N.  f o wler  i n 2 0 1 8  a n d  
2 0 1 9,  a n d  t h e Fi e h ol e  Ri v e  n e a  G o os e  L a k e  w as  p ositi v e  i n 
2 0 2 3.  N.  f o wler  w as  d et e ct e d  i n m ulti pl e  h ot  s p i n gs at  L e wis  
L a k e  i n 2 0 2 3;  h o w e v e ,  it w as  n ot  d et e ct e d  i n 2 0 2 4.  
N o n p at h o g e ni c  N aegler a  s p p. w e e  d et e ct e d  i n e v e y   e gi o n 
w e  s a m pl e d wit hi n  Y E L L  ( T a bl e  S 4 ).  N.  a ustr al e ns s  w as  
d et e ct e d  i n e v e y   e gi o n s a m pl e d b et w e e n  2 0 2 3  a n d  2 0 2 4.  I n 
a d diti o n,  N.  l o v a n e ns s w as  d et e ct e d  at  t h e B oili n g  Ri v e  a n d  
t h e H e a t  L a k e  N et w o k  i n Wit c h  C e e k.  N.  d o bs o n  w as  
d et e ct e d  at  Fi e h ol e  ( F P- 1 )  i n S e pt e m b e  2 0 1 9  b ut  n ot  i n a n y  
ot h e  s a m pli n g. 

T e m p e at u es  of  h ot  s p i n gs i n t h e g e at e  G R T E   e gi o n 
 a n g e d f o m 3 2. 9  t o 4 7. 6  ° C  a n d  p H  5. 5  t o 8. 3  ( T a bl e  S 4 ).  
F L A  w e e  d et e ct e d  i n e v e y  s a m pl e c oll e ct e d  i n t h e g e at e  
G R T E   e gi o n ( T a bl e  S 4 ).  N.  f o wler  w as  d et e ct e d  at  G a nit e  
H ot  S p i n g  i n 2 0 1 9  i n t h e p o ol  a b o v e  t h e  e c e ati o n al a e a,  
P ol e c at  a n d  H u c kl e b e  y  H ot  S p i n gs  i n all  b ut  o n e  ti m e- p oi nt 

b et w e e n  2 0 1 9  a n d  2 0 2 4,  a n d  u p p e  P ol e c at  H ot  S p i n g  i n 
2 0 2 4.  H u c kl e b e  y  H ot  S p i n gs  o i gi n at es  i n a  g e ot h e m al  p o ol  
( H- 1 )  a n d  f o ws  i nt o a  c e e k  wit h  s e v e al p o ols  f o  s o a ki n g, 
i n cl u di n g a  p o ol  wit h  a  m et al   i n g i n t h e c e nt e  t o sit o n  ( H-
M R ).  N.  a ustr al e ns s  w as  d et e ct e d  c o nsist e ntl y  i n H u c kl e b e  y  
a n d  P ol e c at  H ot  S p i n gs  b et w e e n  S e pt e m b e  2 0 2 2  a n d  
S e pt e m b e  2 0 2 3.  C o- d et e cti o ns  of  N.  f o wler  a n d  N.  
a ustr al e ns s  w e e  o bs e v e d  i n s a m pl es b et w e e n  2 0 2 2  a n d  
2 0 2 4  f o m P ol e c at  a n d  H u c kl e b e  y  H ot  S p i n gs.  N.  
a ustr al e ns s  w as  d et e ct e d  i n b ot h  s a m pl es t a k e n at  Ast o i a  
H ot  S p i n gs  i n S e pt e m b e  a n d  N o v e m b e  of  2 0 1 9.  P ol e c at  H ot  
S p i n gs  w as  s a m pl e d t wi c e i n S e pt e m b e  of  2 0 2 4,  wit h  t h e f st  
s a m pli n g t i p b y  M S U  a n d  t h e s e c o n d wit h  M S U  a n d  U S G S.  
T h e  s e c o n d s a m pl e d a y  ( 9 / 1 7 / 2 0 2 4 )  h a d  s u bst a nti al  ai nf all 
a n d  t h e t e m p e at u e i n P ol e c at  H ot  S p i n gs  d o p p e d  
si g ni f c a ntl y ( 4 3. 8  t o 3 8. 1  ° C ).  U p p e  P ol e c at  H ot  S p i n gs  
als o  h a d  a n  u p p e  p o ol  ( P- 1 )  a n d  l o w e  p o ol  ( P- 2 )  w hi c h  w e e  
b ot h  p ositi v e  f o  N.  f o wler . 

T h e  t e m p e at u e of  S ol  D u c  a n d  Ol y m pi c  H ot  S p i n gs  i n 
O L Y M   a n g e d f o m 2 5. 0  t o 4 4. 2  ° C  a n d  p H   a n g e d b et w e e n  
5. 5  t o 8. 0  ( T a bl e  S 4 ).  N.  a ustr al e ns s  w as  d et e ct e d  at  S ol  D u c  
a n d  Ol y m pi c  H ot  S p i n gs  at  e v e y  s a m pl e p oi nt.  N N V M  h as  
t w o h ot  s p i n gs o n  n ei g h b o i n g  l a k es, P a uli n a  L a k e  a n d  E ast  
L a k e.  T h es e  s p i n gs h a d  a  t e m p e at u e  a n g e f o m 2 1. 1  t o 3 7. 0  
° C  a n d  p H   a n g e 5. 5  t o 7. 0  ( T a bl e  S 4 ).  N.  a ustr al e ns s  w as  
d et e ct e d  at  b ot h  E ast  L a k e  a n d  P a uli n a  L a k e  h ot  s p i n gs, a n d  
N.  l o v a n e ns s w as  d et e ct e d  at  P a uli n a  L a k e  h ot  s p i n gs. 

H ot  s p i n gs a o u n d  L A K E   a n g e d i n t e m p e at u e b et w e e n  
2 7. 9  t o 4 1. 4  ° C  wit h  p H   a n g es b et w e e n  7. 1  t o 8. 3  ( T a bl e  S 4 ).  
N.  f o wler  w as  d et e ct e d  i n Bl u e  P oi nt,  B o y  S c o ut,  N e v a d a  a n d  
R o g e ’s  H ot  S p i n gs.  T h e  sit e wit h o ut  a  N.  f o wler  d et e cti o n  
w as  A iz o n a  H ot  S p i n g,  w hi c h  h a d  a  t e m p e at u e  a n g e 
b et w e e n  3 0. 2  t o 3 6. 1  ° C  a n d  p H  7. 6  t o 8. 1.  

3. 2.  C o  c e  tr ati o   of  N.  f o wl er  i   B ul k  W at er  

N.  f o wler  c o n c e nt ati o ns  w e e  q u a nti f e d  f o  t h e 2 0 2 3  a n d  
2 0 2 4  s a m pl es f o m Y E L L  a n d  G R T E  usi n g  q P C R  st a n d a d 
c u v e  a n al ysis  wit h  a  s e i al dil uti o n  of  k n o w n  c o n c e nt ati o ns  of  
N.  f o wler  as  d es c i b e d  i n P uz o n  et  al.  ( 2 0 0 9 ) 3 6  ( T a bl e  2  a n d  
Fi g u e  S 6 ).  T i pli c at e  w at e  s a m pl es w e e  a n al yz e d  ( 1  L  e a c h )  
i n t i pli c at e q P C R   e a cti o ns t o c al c ul at e  a v e a g e  c o n c e nt ati o ns  
a n d  st a n d a d d e vi ati o ns.  I n 2 0 2 3,  t h e G R T E  s a m pl es h a d  a  
m e a n  N.  f o wler  c o n c e nt ati o n  of  1 1 6  c ells / L  at  P ol e c at  H ot  
S p i n g,  6. 4  c ells / L  at  t h e H u c kl e b e  y  H ot  S p i n g  p o ol  1  ( H-
1 ),  a n d  1 1. 6  c ells / L  at  H u c kl e b e  y  H ot  S p i n g  m et al   i n g ( H-
M R ).  I n 2 0 2 4,   e pli c at e 1  L  G R T E  P ol e c at  ( P- 1 )  s a m pl es h a d  

T a bl e  2.  C o n c e ntr ati o ns  of  N ae gler a  f o wler  fr o m Q u a ntit ati v e  P ol y m er as e  C h ai n  R e a cti o n  E n u m er ati o n  M et h o ds  F oll o wi n g  
M et h o ds  of  P u z o n  et  al.  ( 2 0 0 9 )  

N ati o n al  p ar k  Sit e  D at e  
T e m p er at ur e
( ° C )  p H  

C o n c e ntr ati o n  ( c ells /
L )  

St a n d ar d  d e vi ati o n  ( c ells /  
L )  

Y ell o wst o n e  N ati o n al  P a k  B oili n g  Ri v e  9 / 7 / 2 0 2 3  4 5  7  6. 2  1. 5  

G a n d  T et o n  N ati o n al  P a k  H u c kl e b e  y  ( H- 1 )  9 / 1 4 / 2 0 2 4  4 2. 4  6  6. 4  4. 7  

H u c kl e b e  y  M et al  Ri n g  ( H-
M R )  

9 / 1 4 / 2 0 2 4  4 1. 9  6  8. 4  3. 9  

H u c kl e b e  y  M et al  Ri n g  ( H-
M R )  

9 / 8 / 2 0 2 3  4 3. 9  6  1 1. 6  4. 3  

L e wis  L a k e  J S- 1 9 / 9 / 2 0 2 3  3 7. 3  8  8. 2  3. 7  

P ol e c at  ( P- 1 )  9 / 1 4 / 2 0 2 4  4 3. 8  6  7 8. 7  1 2. 8  

P ol e c at  ( P- 1 )  9 / 1 7 / 2 0 2 4  3 8. 1  7  1 6. 2  4. 3  

P ol e c at  ( P- 1 )  9 / 8 / 2 0 2 3  4 2. 4  7  1 1 5. 7  2 9. 5  

U p p e  P ol e c at  P- 2  9 / 1 5 / 2 0 2 4  4 3. 6  5. 5  1 6  5. 3  

U p p e  P ol e c at  P- 1  9 / 1 5 / 2 0 2 4  4 2. 2  6  4. 9  4. 1  
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a  m e a n  N.  f o wler  c o n c e nt ati o n  of  7 8. 8  c ells / L  a n d  sit e H- M R  
s h o w e d 8. 4  c ells / L.  I n 2 0 2 4,  t h e u p p e  P ol e c at  u p p e  p o ol  h a d  
a  N.  f o wler  c o n c e nt ati o n  of  4. 9  c ells / L  a n d  t h e c o n n e ct e d  
u p p e  P ol e c at  l o w e  p o ol  h a d  a  N.  f o wler  c o n c e nt ati o n  of  1 6. 1  
c ells / L.  I n t h e Y E L L  s a m pl es, t h e 2 0 2 3  L e wis  L a k e  ( Sit e  J S- 1 ) 
1  h a d  a  m e a n  N.  f o wler  c o n c e nt ati o n  of  8. 2  c ells / L.  T h e  
B oili n g  Ri v e  h a d  a  N.  f o wler  c o n c e nt ati o n  of  6. 2  c ells / L  i n 
2 0 2 3  a n d  w as  n ot  d et e ct e d  i n 2 0 2 4.  

3. 3.  C o d et e cti o  s  of  F L A  i   H ot  S pri  g s  

C o- o c c u  e n c e  of  F L A  s p e ci es w as  s p e ci f c o nl y  t o t h e s a m pl es 
a n al yz e d  usi n g  t h e P uz o n  et  al.  ( 2 0 0 9 )  q P C R  m et h o ds  f o  
d et e cti o n  of  m ulti pl e  s p e ci es. U n k n o w n  q P C R  p o d u cts  
wit h o ut  m elt- c u v e  i d e nti f c ati o n w e e  s e q u e n c e d a n d  
c o m p a e d  t o t h e N C BI  G e n B a n k  d at a b as e  vi a  N C BI  B asi c  
L o c al  Ali g n m e nt  S e a c h  T o ol  ( B L A S T )  a n d  m at c h e d  b as e d  o n  
t h e hi g h est  m a xi m u m  s c o e. T h e e  w e e  8 0  s a m pl es p ositi v e  
f o  F L A  o ut  of  1 0 4  s a m pl es a n al yz e d.  Of  t h es e 8 0  s a m pl es, 
t h e e w e e  1 0 5  t ot al F L A  d et e cti o ns,  i n di c ati n g s o m e s a m pl es 
h a d  m ulti pl e  F L A  s p e ci es p es e nt  ( T a bl e  S 4 ).  A  c o- o c c u  e n c e  
h e at m a p  ( Fi g u e  2 )  s h o ws t h e t ot al n u m b e  of  i n di vi d u al 

s p e ci es d et e cti o ns,  as  w ell  as  t h e n u m b e  of  m ultis p e ci es  
d et e cti o ns.  N.  a ustr al e ns s  w as  t h e m ost  p e v al e nt  s p e ci es, wit h  
6 6  t ot al d et e cti o ns  ( Fi g u e  2 ).  N.  f o wler  w as  t h e s e c o n d m ost  
p e v al e nt  s p e ci es, wit h  2 0  t ot al d et e cti o ns.  I n a d diti o n,  t h e e 
w e e  d et e cti o ns  of  N.   t al c a, N.  l o v a n e ns s, N aegler a  s p p. 
N G 3 3 4,  u n cl assi f e d  N aegler a  s p p., V a hl k a m pf a,  a n d  N.  
d o bs o n .  T h es e  d et e cti o ns  w e e  g o u p e d  i nt o “ ot h e  s p.” as  
d et e cti o ns  w e e   a e a n d  di d  n ot  a f e ct  st atisti c al a n al ys es.  T h e  
u n cl assi f e d  N aegler a  s p p.  e p es e nt e d 6  t ot al d et e cti o ns.  
I nt e esti n gl y, of  t h e 2 0  p ositi v e  s a m pl es f o  N.  f o wler , 1 7  h a d  
c o d et e cti o ns  wit h  N.  a ustr al e ns s  ( Fi g u e  2 ).  

I n h ot  s p i n gs wit h  c o d et e cti o ns  of  N.  f o wler  a n d  N.  
a ustr al e ns s , N.  a ustr al e ns s  w as  o bs e v e d  t o b e  at  m u c h  hi g h e  
c o n c e nt ati o ns  t h a n N.  f o wler  ( Fi g u e  3 ).  I n t h es e h ot  s p i n gs, 
c o n c e nt ati o ns  of  N.  f o wler   a n g e d b et w e e n  4. 9  a n d  1 1 5. 7  
c ells / L  w hil e  N.  a ustr al e ns s   a n g e d f o m 5 9 0  t o 8 5 5 7  c ells / L.  

3. 4.  G e  ot y pi  g  of  N.  f o wl er  D et e cti o  s  

All  t h e e g e n ot y p es  of  N.  f o wler  k n o w n  i n N o t h  A m e i c a  w e e  
d et e ct e d  i n t his st u d y ( T a bl e  S 2 ).  As  st at e d i n t h e m et h o ds,  it 
w as  n ot  p ossi bl e  t o di f e e nti at e  t h e g e n ot y p e  2  o  3  of  N.  
f o wler  b e c a us e  of  t h e F W S  p i m e  s et us e d.  I n G R T E  a n d  
Y E L L,  g e n ot y pi n g  s h o w e d a  disti n ct  s e p a ati o n of  N.  f o wler  
t y p e s plit b y  g e o g a p hi c al  a e as.  I n t h e G R T E   e gi o n, t h e m ai n  
g e n ot y p e  w as  t h e t y p e 2 / 3,  wit h  o nl y  o n e  d et e cti o n  of  
g e n ot y p e  1  i n G a nit e  H ot  S p i n g.  I n Y E L L,  L e wis  L a k e  h ot  
s p i n gs s h o w e d g e n ot y p e  1,  w hil e  t h e Fi e h ol e  Ri v e  a n d  
B oili n g  Ri v e  s h o w e d t y p e 2 / 3.  T h es e   es ults i n di c at e 
p ot e nti all y  di f e e nt  o i gi ns  of  N.  f o wler  i n t h e a e a.  H o w e v e ,  
i n L A K E,  N e v a d a  H ot  S p i n g  s h o w e d b ot h  t h e t y p e 1  a n d  t y p e 
2 / 3  N.  f o wler  at  di f e i n g  s a m pl e p oi nts.  

3. 5.  St ati sti c al  A  al y si s  

St atisti c al  a n al ys es  w e e  p e f o m e d  s e p a at el y o n  s a m pl es 
a n al yz e d  b y  t h e t w o q P C R  m et h o ds.  T h e  ai m  of  t h e a n al ysis  
w as  t o ass ess  ass o ci ati o ns  b et w e e n  t h e p es e n c e  o  a bs e n c e  of  
N.  f o wler  a n d  t h e t e m p e at u e a n d  p H,  a dj usti n g  f o  p a k,  
m o nt h,  y e a ,  a n d  ot h e  s p e ci es d et e ct e d.  F o  t h e U S G S  
s a m pl es (f oll o wi n g  M ull  et  al.  [ 2 0 1 3] ),  t h e e w as  a  si g ni f c a nt 
di f e e n c e  i n t h e p es e n c e  of  N.  f o wler  wit h  y e a  ( p  0. 0 0 5 ),  
b ut  n ot  wit h  m o nt h  ( p  0. 2 2 8 )  o  p a k  ( p  0. 5 6 )  ( Fi g u e  4 , 
O R  a n d  9 5 %  CI  i n S u p p o ti n g  I nf o m ati o n T a bl e  S 5 ).  T h e  
p es e n c e  of  N.  f o wler  i n t h es e s a m pl es w as  d o mi n at e d  b y  
s a m pli n g i n t h e y e a s  of  2 0 1 8  a n d  2 0 1 9.  A  si mil a  t e n d w as  
o bs e v e d  i n t h e s a m pl es a n al yz e d  f oll o wi n g P uz o n  et  al.  ( 2 0 0 9 )  
m et h o d.  A  si g ni f c a nt di f e e n c e  b et w e e n  s a m pl e y e a s  w as  
o bs e v e d  w hil e  c o m p a i n g  2 0 2 3  s a m pl es t o 2 0 1 8 / 2 0 2 2  
s a m pl es ( O R  ( 9 5 % CI ):  2 1. 4 4  ( 2. 1 4,  2 0 9 7. 7 0 ),  p  0. 0 1 5 )  
( Fi g u e  5 , O R  a n d  9 5 %  CI  i n S u p p o ti n g  I nf o m ati o n T a bl e  
S 6 ).  H o w e v e ,  t h e e w as  a  si g ni f c a nt di f e e n c e  ass o ci at e d  wit h  
l o c ati o n (i. e.,  P a k  s a m pl e d ), wit h  G R T E  ( p  1. 1 e- 0 7 )  
s h o wi n g a n  i n c e as e d li k eli h o o d of  N.  f o wler  p es e n c e,  a n d  
Y E L L  ( O R  [ 9 5 % CI]:  0. 0 0 2 6  [ 0. 0 0 0 0 1 4,  0. 0 3 7] ),  O L Y M  
Y E L L  ( O R  [ 9 5 % CI]:  0. 0 0 1 8  [ 0. 0 0 0 0 0 3 2,  0. 0 5 2] ),  a n d  
N N V M  Y E L L  ( O R  [ 9 5 % CI]:  0. 0 0 9 6  [ 0. 0 0 0 0 0 0 2,  0. 0 3 1] )  
s h o wi n g a   el ati v e a bs e n c e  of  N.  f o wler . N o  si g ni f c a nt 
 el ati o ns hi p w as  f o u n d b et w e e n  p H  a n d  t h e p es e n c e / a bs e n c e  
of  N.  f o wler  a n d  t e m p e at u e a n d  t h e p es e n c e / a bs e n c e  of  N.  
f o wler  at  t h e s a m pl e sit es i n cl u d e d i n t his st u d y ( Fi g u es  4  a n d  
5 ).  

4.  DI S C U S SI O N  

T his  m ulti y e a  st u d y d o c u m e nt e d  t h e p es e n c e  of  F L A  i n 
 e c e ati o n al h ot  s p i n gs a c oss  t h e w est e n  U nit e d  St at es.  N.  
f o wler  w as  f o u n d t o b e  m o e  wi d es p e a d  t h a n p e vi o usl y  
i d e nti f e d wit hi n  t h e e n ati o n al  p a ks  w h e e  it h as  b e e n  
d et e ct e d  ( Y E L L,  G R T E,  a n d  L A K E ),  a n d  t his st u d y s e v es as  a  
b as eli n e  f o  t w o p e vi o usl y  u nt est e d   e c e ati o n al a e as  ( O L Y M  
a n d  N N V M )  w h e e  n o n p at h o g e ni c  N ae gler a  s p p. w e e  
d et e ct e d  a n d  N.  f o wler  w as  n ot  d et e ct e d  i n t h e s a m pl es. 
T his  st u d y als o  c o n f ms  t h e p es e n c e  of  N.  f o wler  i n m ulti pl e  
h ot  s p i n gs wit hi n  Y E L L  a n d  G R T E  w h e e  it h as  p e vi o usl y  
b e e n   e p o t e d2 0 ,2 5 ,4 4 ,4 5  a n d  als o  L A K E  w h e e  t h e e h a v e  b e e n  
w a ni n gs   e g a di n g p ot e nti al  p es e n c e  of  N.  f o wler . 4 6  

C o n c e nt ati o ns  of  N.  f o wler  i n h ot  s p i n gs  a n g e d f o m 0  t o 
1 1 5. 7  N.  f o wler  c ells / L.  T h e  o nl y  p u blis h e d  N.  f o wler  
c o n c e nt ati o n  li mit f o   e c e ati o n al w at e  is f o m t h e P u bli c  
H e alt h  Mi nist y  of  F a n c e  w hi c h  h as  est a blis h e d  a  m a xi m u m  of  
1 0 0  N.  f o wler  c ells / L  at  sit es wit h  h u m a n   e c e ati o n.4 7  

H o w e v e ,  M o uss a  et  al.  ( 2 0 1 3 )  s h o w e d t h at a  f at alit y o c c u  e d  

Fi g ur e  2.  N u m b e  of  c o d et e cti o ns  of  a m o e b a  i n t h e s a m e s a m pl e 
a n al yz e d  f oll o wi n g t h e P uz o n  et  al.  ( 2 0 0 9 )  q u a ntit ati v e  p ol y m e as e  
c h ai n   e a cti o n m et h o d.  T h e  t ot al n u m b e  of  o c c u  e n c es  of  e a c h  
a m o e b a  s p e ci es al o n g  t h e z - a xis, a n d  t h e n u m b e  of  c o- o c c u  e n c es  i n 
c o  es p o n di n g  g i ds  a m o n g  s p e ci es. 
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i n h ot  s p i n gs i n t h e F e n c h  W est  I n di es wit h  N.  f o wler  
c o n c e nt ati o ns  u p  t o 2 2  N.  f o wler  c ells / L  vi a  c ult u i n g. 5  T h es e  
c ell  d e nsit y  n u m b e s  w e e  m ost  li k el y u n d e esti m at e d  as  
c ult u i n g  m et h o ds  h a v e  p o v e n  t o b e  di f c ult  f o  e n u m e ati n g  
l o w c o n c e nt ati o ns  of  N.  f o wler . 4 8  P ol e c at  H ot  S p i n gs  i n 
G R T E,  a  p o p ul a  a e a  wit h   e c e ati o n al h ot  s p i n g s o a k e s, h a d  
c o n c e nt ati o ns  of  N.  f o wler  of  7 8,  1 6,  a n d  1 1 5. 7  c ells / L  d u i n g  
a  t w o- y e a  p e i o d.  It s h o ul d b e  n ot e d  t h at t h e A ust ali a n  
d i n ki n g  w at e  q u alit y  g ui d eli n e   e c o m m e n ds a  m u c h  l o w e  
li mit of  2  N.  f o wler  c ells / L, 3 3  w hi c h  all  t h e N.  f o wler  p ositi v e  
sit es i n t his st u d y w e e  a b o v e.  W hil e  a  f at al P A M  i nf e cti o n h as  
n ot  b e e n   e p o t e d at  a n y  of  t h e sit es s a m pl e d, t h e 
c o n c e nt ati o ns  of  N.  f o wler  o bs e v e d  h e e  a e  wit hi n  t h e 
li mits of  k n o w n  P A M  i nf e cti o ns, w hi c h  hi g hli g hts  p ot e nti al  
b e n e fts  of  i nf o m ati o n al si g ns, as  w ell  as  p u bli c  w a ni n gs,  at  
sit es t o h el p  p e v e nt  a  f ut u e f at alit y. 

T o  o u  k n o wl e d g e,  t his is t h e f st  st u d y t o  e p o t N.  f o wler  
d et e cti o ns  i n L e wis  L a k e  H ot  S p i n gs,  u p p e  P ol e c at  H ot  

S p i n g,  N e v a d a  H ot  S p i n g,  B o y  S c o ut  H ot  S p i n g,  Bl u e  P oi nt  
H ot  S p i n g  a n d  R o g e s  H ot  S p i n g.  I n a d diti o n,  f o u  of  t h e 
ot h e  s a m pl e sit es, H u c kl e b e  y  H ot  S p i n g,  P ol e c at  H ot  
S p i n g,  t h e B oili n g  Ri v e ,  a n d  t h e Fi e h ol e  Ri v e  c o n f m e d  
p ast  st u di es s h o wi n g N.  f o wler  d et e cti o ns. 2 0 ,2 5 ,4 5  All  N.  f o wler  
d et e cti o ns  i n G R T E  a n d  Y E L L  a e  ass o ci at e d  wit h  di e ct  
t h e m al i n f u e n c e e x c e pt  f o  t h e Fi e h ol e  C a n y o n  S wi m mi n g  
A e a.  Alt h o u g h  t h e Fi e h ol e  C a n y o n  S wi m mi n g  A e a  d o es  n ot  
h a v e  t h e d rect  t h e m al i n f u e n c e, t h e Fi e h ol e  Ri v e  its elf 
 e c ei v es si g ni f c a nt t h e m al i n p ut f o m t h e U p p e ,  Mi d w a y  a n d  
L o w e  G e ys e  B asi ns  l o c at e d b et w e e n  6  a n d  1 3  mil es  
u pst e a m. 4 9  T h e  d et e cti o ns  of  N.  f o wler  n e a  G o os e  L a k e  
a e  u pst e a m  of  t h e Fi e h ol e  C a n y o n  S wi m mi n g  A e a  a n d  t h e 
sit e is n e a  t h e m al s p i n gs wit h  t e m p e at u es a o u n d  3 7  ° C  
( T a bl e  S 4 ).  At  L A K E,  f o u  of  t h e f v e  s a m pl e sit es t est e d 
p ositi v e  f o  N.  f o wler . T h e  Bl u e  P oi nt  a n d  R o g e s  H ot  S p i n gs  
f e e d di e ctl y  i nt o L a k e  M e a d,  p ot e nti all y  s e vi n g as  a  s o u c e f o  
N.  f o wler  p es e n c e  a n d  p e sist e n c e  i n L a k e  M e a d.  N e v a d a  h as  

Fi g ur e  3.  C o n c e nt ati o ns  of  N aegler a  f o wler  a n d  N aegler a  a ustr al e ns s  at  sit es wit h  c o d et e cti o n  of  e a c h  s p e ci es. E a c h  b a   e p es e nts t h e a v e a g e  
c o n c e nt ati o n  ( c ells / L ),  wit h  i n di vi d u al v al u es   e p es e nt e d as  d ots  a n d  e  o  b a s  pl ott e d.  

Fi g ur e  4.  St atisti c al  a n al ysis  f o m s a m pl es a n al yz e d  f oll o wi n g M ull  et  al.  ( 2 0 1 3 )  q u a ntit ati v e  p ol y m e as e  c h ai n   e a cti o n m et h o ds  s h o wi n g o d ds   ati o 
( O R )  a n d  c o n f d e n c e  i nt e v al ( CI ).  T h e  y - a xis  e p es e nts v a i a bl es  u n d e  c o m p a is o n  ( y e a  o  m o nt h  s a m pl e d, a e a  s a m pl e d, a n d  g e o c h e mist y ),  
wit h  x - a xis  e p es e nti n g t h e o d ds   ati o. C o  es p o n di n g  li n es a e  t h e 9 5 %  c o n f d e n c e  i nt e v al of  e a c h  c o m p a is o n,  wit h  t h e si g ni f c a nt p - v al u e of  p  <  
0. 0 5.  
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 e c o d e d m ulti pl e   e p o t e d f at aliti es f o m N.  f o wler , o n e  f o m 
As h  H ot  S p i n gs  l o c at e d 1 0 0  mil es  n o t h  of  L as  V e g as,  a n d  o n e  
i n L a k e  M e a d  i n 2 0 2 2. 5 0 − 5 2  T h e  d et e cti o ns  a o u n d  t h e L A K E  
f oll o w t h e t e n d of  a n  i n c e as e i n P A M  c as es  o bs e v e d  i n 
N e v a d a.  

I n t his st u d y, t h e t e m p e at u e  a n g e 1 7. 4  t o 4 6  ° C  of  sit es 
wit h  N.  f o wler  f all wit hi n   a n g es p e vi o usl y   e p o t e d i n t h e 
lit e at u e ( 1 6 − 4 7  ° C ). 5 3  B ot h  q P C R  m et h o ds  a e  a bl e  t o 
d et e ct  c ysts; 3 5 ,3 6  h o w e v e ,  o u  m et h o d ol o g y  of  c oll e cti n g  b ul k  
w at e  s a m pl es m ost  li k el y miss e d  t h e c ysts  e m b e d d e d  i n t h e 
 i v e  b e d  s e di m e nt. T h e  l o w est t e m p e at u e wit h  a  p ositi v e  N.  
f o wler  d et e cti o n  w as  1 7. 4  ° C  i n t h e Fi e h ol e  C a n y o n  
S wi m mi n g  A e a  i n S e pt e m b e  of  2 0 1 8.  N.  f o wler  is  e p o t e d 
t o st o p  e pli c ati o n a o u n d  2 0  ° C;  h o w e v e ,  c ysts  c a n  s u vi v e 
f o  e xt e n d e d  p e i o ds  b el o w  1 0  ° C. 1 5 ,1 7 ,1 8  T h e  l o w est 
t e m p e at u e f o  a  c o n f m e d  N.  f o wler  f at alit y w as  i n 
Mi n n es ot a  wit h  t h e s u f a c e w at e  t e m p e at u e of  2 2  ° C. 4  

T h e  c ol d est  s a m pl e i n t his st u d y w as  c oll e ct e d  i n t h e Fi e h ol e  
C a n y o n  S wi m mi n g  A e a  at  1 0. 8  ° C  i n N o v e m b e  2 0 1 8  a n d  
w as  n e g ati v e  f o  N.  f o wler . At  l o w t e m p e at u es s u c h as  t h os e 
d u i n g  wi nt e  m o nt hs,  N.  f o wler  c a n  e n c yst  a n d   e m ai n 
d o m a nt  w hil e  e m b e d d e d  i n s e di m e nt t o p olif e at e  o n c e  
c o n diti o ns  b e c o m e  f a v o a bl e.5 4  T h e  hi g h est  t e m p e at u e f o  N.  
f o wler  d et e cti o n  i n t his st u d y w as  5 4. 9  ° C  at  t h e B oili n g  Ri v e  
i n N o v e m b e  2 0 1 8.  I n f a ct, N.  f o wler  w as  d et e ct e d  i n t h e 
B oili n g  Ri v e  at  f o u  s a m pl e p oi nts  at  t e m p e at u es g e at e  
t h a n 4 9  ° C  b et w e e n  J ul y 2 0 1 8- N o v e m b e  2 0 1 8  a n d  o n c e  i n 
J ul y 2 0 1 9.  T h e  m a xi m u m  t e m p e at u e f o  N.  f o wler  g o wt h  is 
 e p o t e d t o b e  4 6  ° C, 1 6  w hi c h  c o  el at es  wit h  t h e u p p e  
t e m p e at u e t h es h ol d of  o u  s a m pl es. 

T h e  p H   a n g e of  N.  f o wler  d et e cti o ns  w e e  f o m p H  5  t o 
8. 4.  I n t h e l a b o at o y, N.  f o wler  is  e p o t e d t o p e sist  b et w e e n  
p H  2  t o 1 1,  wit h  att iti o n  at  t h e u p p e  a n d  l o w e  li mits as  
d et e mi n e d  b y  7 2  h  s u vi v al.5 3 ,5 5 ,5 6  Wit c h  C e e k,  l o c at e d 
wit hi n  t h e H e a t  L a k e  G e ys e  B asi n,  di d  n ot  h a v e  a n y  
d et e cti o ns  f o  N.  f o wler ; h o w e v e ,  N.  a ustr al e ns s  w as  d et e ct e d.  
Wit c h  C e e k  is a n  al k ali n e  c e e k  wit h  a  p H  a o u n d  9  n e a est  t o 
t h e t h e m al f e at u es, a n d  d o w n  t o p H  7  o n c e  it  e a c h es H e a t  
L a k e.  Alt h o u g h  t his is wit hi n  t h e p H   a n g e  e p o t e d i n t h e 

lit e at u e, hi g h e  p H   a n g es i n t h e e n vi o n m e nt  m a y  t e n d t o 
f a v o  N.  a ustr al e ns s  o v e  N.  f o wler  c ol o niz ati o n.  

I n t his st u d y, N.  a ustr al e ns s  w as  d et e ct e d  at  all  s a m pl e sit es 
i n O L Y M  a n d  N N V M,  a n d  at  m ulti pl e  sit es wit hi n  Y E L L,  
G R T E  a n d  L A K E.  N aegler a  a ustr al e ns s  is f o u n d i n f es h w at e  
a n d  d i n ki n g  w at e  s yst e ms w o l d wi d e. 5 7 − 5 9  P e vi o us  st u di es 
h a v e  s h o w n t h at N.  a ustr al e ns s  is p e v al e nt  i n h ot  s p i n gs i n 
Y E L L  a n d  G R T E. 2 5 ,4 5  O u  st u d y c o n f ms  t his a n d  f u t h e  
d e m o nst at es  t h e b o a d  dist i b uti o n  of  t h e s p e ci es a c oss  h ot  
s p i n gs i n t h e w est e n  U nit e d  St at es.  N.  a ustr al e ns s  h as  b e e n  
s h o w n t o b e  p at h o g e ni c  i n mi c e  st u di es, h o w e v e  it h as  n ot  
b e e n  ass o ci at e d  wit h  P A M  i n h u m a ns. 1 2  T h e  m o e  vi ul e nt  
st ai ns of  N.  a ustr al e ns s  ( vi ul e n c e  i n mi c e )  f o u n d i n t h e 
G e at e  Y ell o wst o n e  E c os yst e m  w e e  f o m H u c kl e b e  y  H ot  
S p i n g  a n d  a  c o m m e ci al  s p i n g N o t h  of  Y E L L. 4 5  It  e m ai ns 
u n k n o w n  if N.  a ustr al e ns s  is p at h o g e ni c  i n h u m a ns.  F u t h e ,  i n 
t his st u d y N.  d o bs o n  a n d  N.  l o v a n e ns s w e e  d et e ct e d  i n Y E L L;  
h o w e v e ,  t h es e a e   e p o t e d as  n o n p at h o g e ni c  N ae gler a  
s p e ci es.6 0  

C o- d et e cti o ns  of  N.  f o wler  a n d  N.  a ustr al e ns s  w e e  
o bs e v e d  at  t h e B oili n g  Ri v e ,  P ol e c at,  H u c kl e b e  y,  a n d  
L e wis  L a k e  H ot  S p i n gs  ( Fi g u e  3 ).  T h e  B oili n g  Ri v e  i n 2 0 2 4  
s h o w e d d et e cti o ns  of  b ot h  N.  a ustr al e ns s  a n d  N.  l o v a n e ns s. 
B a n h a t  et  al.  ( 2 0 2 4 )  s h o w e d a n  o v e all  n e g ati v e  ass o ci ati o n  
of  N.  f o wler  a n d  N.  a ustr al e ns s  i n h ot  s p i n g s a m pl es c oll e ct e d  
i n G R T E. 2 5  H o w e v e ,  i n t his m o e  e x p a nsi v e  st u d y, alt h o u g h  
N.  f o wler  a n d  N.  a ustr al e ns s  a e  p ositi v el y  ass o ci at e d  i n h ot  
s p i n gs ( Fi g u es  2  a n d  3 ),  t h e c o d et e cti o ns  w e e  n ot  
st atisti c all y si g ni f c a nt. T h e  c o n c e nt ati o n  of  N.  a ustr al e ns s  
w as  s h o w n t o b e  m u c h  g e at e  ( 1 0 2 − 1 0 3  f ol d c o n c e nt ati o n )  
t h a n N.  f o wler  i n all  s a m pl es wit h  c o d et e cti o n  ( Fi g u e  3 ).  T h e  
c o n c e nt ati o n  of  N.  a ustr al e ns s   a n g e d b et w e e n  5 9 0  a n d  8 5 5 7  
c ells / L,  c o m p a e d  t o 4. 9 − 1 1 5. 7  N.  f o wler  c ells / L  ( Fi g u e  3 ).  
Si n c e  s a m pl es i n o u  st u d y w e e  t a k e n f o m t h e s a m e m o nt hs  
i n di f e e nt  y e a s,  it is u n cl e a  w h et h e  t h es e N aegler a  s p p. a e  
c oi n h a bit a nts  of  t h e h ot  s p i n gs, if a  s e as o n al s hift is o c c u  i n g,  
o  if m ulti pl e  f o o d s o u c es s u p p o ti n g N.  f o wler  a n d  N.  
a ustr al e ns s  a e  p es e nt. 2 6  F u t h e  st u d y wit h  m o e  s a m pli n g 

Fi g ur e  5.  St atisti c al  a n al ysis  f o m s a m pl es a n al yz e d  f oll o wi n g P uz o n  et  al.  ( 2 0 0 9 )  q u a ntit ati v e  p ol y m e as e  c h ai n   e a cti o n m et h o ds  s h o wi n g o d ds  
 ati o ( O R )  a n d  c o n f d e n c e  i nt e v al ( 9 5 %  CI ).  T h e  y - a xis  e p es e nts v a i a bl es  u n d e  c o m p a is o n  ( y e a  o  m o nt h  s a m pl e d, a e a  s a m pl e d, a n d  
g e o c h e mist y ),  wit h  x - a xis  e p es e nti n g t h e o d ds   ati o. C o  es p o n di n g  li n es a e  t h e 9 5 %  c o n f d e n c e  i nt e v al of  e a c h  c o m p a is o n,  wit h  t h e si g ni f c a nt 
p - v al u e of  p  <  0. 0 5.  
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ti m es c o ul d  h el p  e n h a n c e  u n d e st a n di n g  of  t h e c o m pl e x  
 el ati o ns hi p b et w e e n  t h es e N aegler a  s p e ci es. 

T h e  g e n ot y pi n g  of  N.  f o wler  is i m p o t a nt d u i n g  d et e cti o n  
st u di es b e c a us e  c e t ai n  g e n ot y p es  a e  c o nti n e nt-s p e ci f c  a n d  
gi v e  i nsi g hts i nt o t h e mi g ati o n  of  N.  f o wler . I n N o t h  A m e i c a,  
t h e g e n ot y p e  1  of  N.  f o wler  h as  o nl y  b e e n  f o u n d i n C alif o ni a  
f o m 2  p ati e nts. 4 0  I nt e esti n gl y, i n o u  st u d y g e n ot y p e  1  h a d  
t h e m ost  d et e cti o ns  i n L A K E  ( 3 / 6  d et e cti o ns )  c o m p a e d  t o 
Y E L L  ( 2 / 4  d et e cti o ns )  a n d  G R T E  ( 1 / 1 5  d et e cti o ns ).  T his  
c o ul d  p o vi d e  m o e  e vi d e n c e  of  t h e g e n ot y p e  1  b ei n g  
p e d o mi n at el y  i n w est e n  st at es, a n d  t h e t a nsiti o n t o g e n ot y p e  
2 / 3  m o vi n g  t o e ast e n  st at es. I nt e esti n gl y, o u   es ults s h o w a  
g e o g a p hi c al  s plit i n g e n ot y p es  of  G R T E  a n d  Y E L L,  w hil e  
L A K E  s h o w e d a  c o d et e cti o n  i n t h e s a m e h ot  s p i n g. T h e  
c o d et e cti o n  of  di f e e nt  N.  f o wler  g e n ot y p es  i n t h e s a m e b o d y  
of  w at e  h as  b e e n  s h o w n i n E u o p e; 4 0  h o w e v e ,  w e  a e  
u n a w a e  of  a n y  st u di es s h o wi n g l o n g-t e m p o p ul ati o n  
d y n a mi cs  b et w e e n  di f e e nt  g e n ot y p es  of  N.  f o wler . T h es e  
 es ults s h o w t h e p ot e nti al  of  g e n ot y pi n g  t o all o w  f o  m a p pi n g  
of  N.  f o wler  g e n ot y p es  b y  w at e  b o d y.  

I nt e esti n gl y, N.  f o wler  d et e cti o ns  w e e  si g ni f c a ntl y di f e e nt  
b et w e e n  y e a  a n d  n ot  b y  m o nt h  ( Fi g u es  4  a n d  5 ).  T his  
i n di c at es t h at s m all e , s e as o n al v a i ati o ns  m a y  n ot  alt e  t h e 
p es e n c e  o  a bs e n c e  of  N.  f o wler . I nst e a d, t h e e m a y  b e  l a g e , 
m o e  i m p a ctf ul e v e nts  o c c u  i n g  b et w e e n  y e a s  w hi c h  alt e s  
t h e mi c o bi al  c o m m u nit y;  h o w e v e ,  w e  d o  a c k n o wl e d g e  t h at 
t h e m al w at e s  a n d  t h e m all y i m p a ct e d w at e s  a e  l ess li k el y t o 
s e e l a g e s e as o n al v a i ati o ns  i n t e m p e at u e, w hi c h   es ult i n 
mi ni m al  v a i ati o n  b et w e e n  s a m pl e m o nt hs,  b ut  t h e d at a  
i n di c at e t h at t h e h e alt h   is k of  N.  f o wler  i nf e cti o n p e sists  i n 
t h e m al a n d  t h e m al i m p a ct e d w at e s  e v e n  w h e n  s u  o u n di n g 
ai  t e m p e at u es a e a  l o w. 

I n a d diti o n,  M S U / C SI R O  s a m pl es s h o w e d st atisti c all y 
si g ni f c a nt ass o ci ati o n  b et w e e n  N.  f o wler  p es e nt  i n G R T E  
c o m p a e d  t o Y E L L,  O L Y M  a n d  N N V M.  St a hl  et  al.  ( 2 0 2 5 )  
p e di ct e d  p ot e nti al  N.  f o wler  e c ol o gi c al  ni c h es  b y  w at e s h e d  
a n d  s h o w e d sit es at   is k a e  m ost  li k el y c o  el at e d  wit h  d e ns e  
h u m a n  p o p ul ati o ns  i n p o xi mit y  t o n at u al  w at e s;  h o w e v e ,  
t h e y di d  st at e t h at n ati o n al  p a ks  p os e  a n  i nt e esti n g c as e  as  
 es e a c h i nt o N.  f o wler  i n  e m ot e a e as  is li mit e d t o f e w 
st u di es.6 1  All  f o u  sit es wit hi n  G R T E  s a m pl e d b y  M S U /  
C SI R O  ( P ol e c at,  u p p e  P ol e c at,  a n d  H u c kl e b e  y  H ot  S p i n gs  
n et w o k )  a e   el ati v el y cl os e  t o o n e  a n ot h e .  It is u n cl e a  if 
t h es e h ot  s p i n gs a e  c o n n e ct e d  vi a  g o u n d w at e ;  h o w e v e ,  
t h e y a e  i n t h e s a m e w at e s h e d  w hi c h  c o ul d  h a v e  c a us e d  N.  
f o wler  t o s p e a d t h o u g h t h e a e a.  F u t h e  st u d y of  a  l a g e  
n u m b e  of  G R T E  sit es w o ul d  li k el y p o vi d e  a d diti o n al  i nsi g ht 
o n  t h e p o mi n e n c e  of  N.  f o wler  d et e cti o ns  i n t his a e a  a n d  h o w  
e nti e  w at e s h e ds  m a y  b e  a f e ct e d  b y  N.  f o wler  c ol o niz ati o n.  

Alt h o u g h  P A M  is a   a e dis e as e,  c as es  a e   e p o t e d gl o b all y  
a n d  a e  p e di ct e d  t o b e c o m e  m o e  f e q u e nt.6 2  R e c e ntl y,  i n 
K e al a,  I n di a t h e e h a v e  b e e n  f v e  c as es  of  a m o e bi c  
m e ni n g o e n c e p h alitis  b et w e e n  M a y  a n d  J ul y of  2 0 2 4. 6 3  I n 
P a kist a n,  a n  o ut b e a k  of  N.  f o wler  i n 2 0 2 3   es ult e d i n 7  
f at aliti es.6 4  I n t h e U nit e d  St at es,  w hil e  t h e e h as  n ot  b e e n  a n  
i n c e as e i n P A M  c as es  p e  y e a ,  i n ci d e n c e of  P A M  h as  s e e n 
n o t h e n  m o v e m e nt  i nt o n e w  st at es si n c e  e c o di n g st a t e d i n 
1 9 7 8. 1 0  T h es e  st at es i n cl u d e Mi n n es ot a,  I o w a, N e b as k a,  
N e v a d a  a n d  A iz o n a,  s h o wi n g a  g e o g a p hi c al  t e n d of  c as es  
m o vi n g  n o t h  a n d  w est. 4  I n a d diti o n,   e c e nt st u di es h a v e  
s h o w n N.  f o wler  c ol o nizi n g  t h e b a c kis h  w at e  i n L a k e  
P o nt c h a t ai n  a n d  n u m e o us  d i n ki n g  w at e  dist i b uti o n  
s yst e ms i n L o uisi a n a. 2 2 ,2 4  T h e  P A M  c as es  f o m As h  H ot  

S p i n gs  i n N e v a d a,  L a k e  of  T h e e  Fi es  i n I o w a, a  s pl as h p a d  i n 
A k a ns as,  a n d  n as al   i ns e us e s  i n t h e s o ut h e ast e n U nit e d  
St at es  s h o w N.  f o wler  c ol o niz es  m a n y  t y p es of  w at e  s yst e ms i n 
t h e U nit e d  St at es. 8 ,2 7 ,2 8 ,5 1 ,6 5  F u t h e  st u d y i nt o t h e h ot  s p i n gs 
t h at w e e  p ositi v e  f o  N.  f o wler  m a y  p o vi d e  i nsi g ht i nt o t h e 
s p e a d, c ol o niz ati o n,  a n d  c o n diti o ns  s u p p o ti n g t h es e a m o e bi c  
p at h o g e ns  as  gl o b al  w at e  t e m p e at u es i n c e as e. I n t his st u d y, 
w e  p es e nt   es ults d e m o nst ati n g  t h at l o n g-t e m m o nit o i n g  of  
N.  f o wler  is f e asi bl e a c oss  a  b o a d  g e o g a p hi c  a e a  of  t h e 
U nit e d  St at es  o v e  m ulti pl e  y e a s.  B uil di n g  o n  t his, l o n g-t e m 
m o nit o i n g  c o ul d  s u p p o t t h e d e v el o p m e nt  of  st atisti c al 
m o d els  t o b ett e  p e di ct  t h e o c c u  e n c e  a n d  dist i b uti o n  of  
N.  f o wler  a c oss  di v e s e  e n vi o n m e nt al  a n d  g e o g a p hi c  
c o n diti o ns.  

5.  C O N C L U SI O N S  

T his  st u d y p o vi d es  t h e f st  b o a d  s u v e y of  F L A  i n 
 e c e ati o n al t h e m al w at e s  a c oss  t h e w est e n  U nit e d  St at es.  
O u  f n di n gs  i n di c at e t h at N.  f o wler  is g e o g a p hi c all y  
wi d es p e a d,  wit h  d et e cti o ns  i n Y E L L,  G R T E  a n d  L A K E.  N.  
f o wler  w as  d et e ct e d  i n w ell- k n o w n  a n d  p e vi o usl y  u nt est e d  h ot  
s p i n gs, i n cl u di n g sit es wit h  hi g h   e c e ati o n al us e.  T h e  
d et e cti o n  of  N.  f o wler  a c oss  a  b o a d   a n g e of  e n vi o n m e nt al  
c o n diti o ns,  s p a n ni n g t e m p e at u es b et w e e n  1 7. 7  t o 5 4. 9  ° C  
a n d  p H  5. 0  t o 8. 4,  s h o ws t h e  o b ust n ess of  N.  f o wler  i n n at u al  
w at e  s yst e ms. M e as u e d  c o n c e nt ati o ns  of  N.  f o wler   a n g e d 
f o m 4. 9  t o 1 1 5. 7  c ells / L,  s h o wi n g t h at sit es wit hi n  Y E L L  a n d  
G R T E  a e  at  c o n c e nt ati o ns  hi g h e  t h a n t h os e k n o w n  t o h a v e  
c a us e d  N.  f o wler  ( P A M )  i nf e cti o ns p e vi o usl y.  C o- d et e cti o ns  
wit h  ot h e  F L A  s p e ci es, s p e ci f c all y N.  a ustr al e ns s , i n t h es e 
n at u al  s yst e ms s u g g ests t h e e m a y  b e  a  c o m pl e x  i nt e s p e ci es 
d y n a mi c  i n n at u al  w at e  s yst e ms w hi c h  a p p e a s  t o di f e  wit h  
e n gi n e e e d  w at e  s yst e ms. T h es e   es ults c o nt i b ut e  t o a  
g o wi n g  b o d y  of  e vi d e n c e  c h a a ct e izi n g  t h e e n vi o n m e nt al  
dist i b uti o n  of  N.  f o wler  a n d  hi g hli g ht  t h e utilit y  of  D N A-
b as e d  m o nit o i n g  a p p o a c h es  a c oss  b o a d  s p ati al a n d  
t e m p o al s c al es. T h es e  l o n g-t e m  es ults p o vi d e  t h e 
f o u n d ati o n f o  f ut u e  is k m o d els  t h at c a n  b e  us e d  t o 
u n d e st a n d  t h e f a ct o s t h at i n f u e n c e N.  f o wler  o c c u  e n c e  
a n d  dist i b uti o n.  

■ A S S O CI A T E D  C O N T E N T  

D at a  A v ail a bilit y  St at e m e  t  

U S G S  m et a d at a  us e d  f o  t his st u d y: q P C R  R es ults  f o  A n  
Ass ess m e nt  of  P at h o g e ns  i n N ati o n al  P a k  H ot  S p i n gs  | U. S.  
G e ol o gi c al  S u v e y  ( htt ps: / / w w w. us gs. g o v / d at a / q p c - es ults-
ass ess m e nt- p at h o g e ns- n ati o n al- p a k- h ot-s p i n gs ). 3 4  

*sı  S u p p orti  g  I  f or m ati o   

T h e  S u p p o ti n g  I nf o m ati o n is a v ail a bl e  f e e of  c h a g e  at  
htt ps: / / p u bs. a cs. o g / d oi / 1 0. 1 0 2 1 / a cs est w at e . 5 c 0 1 2 4 3 . 

I m a g es i d e ntif yi n g t h e di f e e nt  s a m pli n g a e as  wit hi n  
e a c h  n ati o n al  p a k  a n d  m et h o ds,   es ults a n d  a m o e b a e  
s e q u e n c es, d at a  f o  g e n ot y pi n g,  m et a d at a  of  all  s a m pl e 
sit es ( P D F )  
R es ults,  a m o e b a e  s e q u e n c es, d at a  f o  g e n ot y pi n g,  a n d  
m et a d at a  of  all  s a m pl e sit es ( P D F )  

■ A U T H O R  I N F O R M A TI O N 

C orr e s p o  di  g  A ut h or  

G e o fr e y   . P u z o n  −  C SI R O  E n v r o n me nt,  W aterf or d,  Wester n  
A ustr al a  6 1 5 2,  A ustr al a;  o ci d. o g / 0 0 0 0- 0 0 0 3- 2 9 6 3-

A C S  E S & T  W at er  p u b s. a c s. or g/ e st w at er  Arti cl e  

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s e st w at er. 5 c 0 1 2  3  
A C S  E S T  W  t er  2 0 2 6,  6,  1 7 0  − 1 7 1 5  

1 7 1 2  

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _. _ 
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pubs.acs.org/estwater?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acsestwater.5c01243?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as


2 9 8 7 ; P h o n e:  + 6 1  8  9 3 3 3  6 1 7 4;  E m ail:  G e o f e y. P uz o n @  
csi o. a u  

A ut h or s  

 o n at h a n I. S hi k a n y  −  Ce nter  f or B o fl m  E ng neer ng,  
T her m al  B ol ogy  I nst t ute, C he m c al  a n d  B ol og c al  
E ng neer ng  De p art me nt,  M o nt a n a  St ate  U n vers ty,  
B o ze m a n,  M o nt a n a  5 9 7 1 7,  U n te d  St ates;  L a b or at ory  of  
B acter ol ogy,  D v s o n  of  I ntr a m ur al Rese arc h,  N at o n al  
I nst t ute of  Allergy  a n d  I nfect o us D se ase,  N at o n al  I nst t utes 
of  He alt h,  H a m lt o n,  M o nt a n a  5 9 8 4 0,  U n te d  St ates  

Mi a  M.  B a n ks  −  C SI R O  E n v r o n me nt,  W aterf or d,  Wester n  
A ustr al a  6 1 5 2,  A ustr al a  

Elli ott  P.  B ar n h art  −  U. S.  Ge ol og c al  S ur vey,  Wy o m ng-
M o nt a n a  W ater  Sc e nce  Ce nter,  Hele n a,  M o nt a n a  5 9 6 0 4,  
U n te d  St ates;  o ci d. o g / 0 0 0 0- 0 0 0 2- 8 7 8 8- 8 3 9 3  

St a c y  Ki ns e y  −  U. S.  Ge ol og c al  S ur vey,  Wy o m ng- M o nt a n a  
W ater  Sc e nce  Ce nter,  Hele n a,  M o nt a n a  5 9 6 0 4,  U n te d  
St ates  

P et er  Wri g ht  −  U. S.  Ge ol og c al  S ur vey,  Wy o m ng- M o nt a n a  
W ater  Sc e nce  Ce nter,  Hele n a,  M o nt a n a  5 9 6 0 4,  U n te d  
St ates;  o ci d. o g / 0 0 0 0- 0 0 0 3- 0 3 0 5- 4 5 4 1  

St a ci e  A.  K a g e y a m a  −  U. S.  Ge ol og c al  S ur vey,  U p per  M d west  
E n v r o n me nt al  Sc e nce  Ce nter,  L a  Cr osse,  W sc o ns n  5 4 6 0 3,  
U n te d  St ates  

C hrist o p h er  M.  M er k es  −  U. S.  Ge ol og c al  S ur vey,  U p per  
M d west  E n v r o n me nt al  Sc e nce  Ce nter,  L a  Cr osse,  W sc o ns n  
5 4 6 0 3,  U n te d  St ates;  o ci d. o g / 0 0 0 0- 0 0 0 1- 8 1 9 1- 6 2 7 X  

N at ali a  K ul es z a  −  W ater  C or p or at o n  of  Wester n  A ustr al a,  
Lee der v lle,  Wester n  A ustr al a  6 0 0 7,  A ustr al a  

 as o n W yli e  −  C SI R O  E n v r o n me nt,  W aterf or d,  Wester n  
A ustr al a  6 1 5 2,  A ustr al a  

S a n dr a  H al o n e n  −  De p art me nt  of  M cr o b ol ogy  &  Cell  
B ol ogy,  M o nt a n a  St ate  U n vers ty,  B o ze m a n,  M o nt a n a  
5 9 7 1 7,  U n te d  St ates  

A n a  M.  Ort e g a- Vill a  −  B ost at st cs  Rese arc h  Br a nc h,  D v s o n  
of  Cl n c al  Rese arc h,  N at o n al  I nst t utes of  He alt h,  R oc k v lle,  
M aryl a n d  2 0 8 9 2,  U n te d  St ates;  P es e nt  A d d ess:  Bi o g e n  
I n c., 2 2 5  Bi n n e y  St e et,  C a m b i d g e,  M ass a c h us etts  0 2 1 4 2,  
U nit e d  St at es  ( A. M. O. − V. )  

C arri e  M.  L o n g  −  L a b or at ory  of  B acter ol ogy,  D v s o n  of  
I ntr a m ur al Rese arc h,  N at o n al  I nst t ute of  Allergy  a n d  
I nfect o us D se ase,  N at o n al  I nst t utes of  He alt h,  H a m lt o n,  
M o nt a n a  5 9 8 4 0,  U n te d  St ates;  o ci d. o g / 0 0 0 0- 0 0 0 1-
5 0 3 0- 9 7 5 X  

Br e nt  M.  P e yt o n  −  Ce nter  f or B o fl m  E ng neer ng,  T her m al  
B ol ogy  I nst t ute, C he m c al  a n d  B ol og c al  E ng neer ng  
De p art me nt,  M o nt a n a  St ate  U n vers ty,  B o ze m a n,  M o nt a n a  
5 9 7 1 7,  U n te d  St ates;  o ci d. o g / 0 0 0 0- 0 0 0 3- 0 0 3 3- 0 6 5 1  

C o m pl et e  c o nt a ct  i nf o m ati o n is a v ail a bl e  at:  
htt ps: / / p u bs. a cs. o g / 1 0. 1 0 2 1 / a cs est w at e . 5 c 0 1 2 4 3  

A ut h or  C o  tri b uti o  s  

C R e di T:  J o n at h a n I S hi k a n y  c o n c e pt u ali z ati o n,  f o m al 
a n al ysis,  i n v esti g ati o n, m et h o d ol o g y,  w iti n g  o i gi n al  d aft,  
w iti n g   e vi e w &  e diti n g;  Mi a  B a n ks  f o m al a n al ysis,  
i n v esti g ati o n, m et h o d ol o g y,  w iti n g  o i gi n al  d aft;  Elli ott  P  
B ar n h art  c o n c e pt u ali z ati o n,  f o m al a n al ysis,  i n v esti g ati o n, 
m et h o d ol o g y,  p oj e ct  a d mi nist ati o n,  w iti n g  o i gi n al  d aft;  
St a c y  M  Ki ns e y  f o m al a n al ysis,  i n v esti g ati o n, m et h o d ol o g y;  
P et er  R  Wri g ht  i n v esti g ati o n, m et h o d ol o g y,  w iti n g  o i gi n al  
d aft;  St a ci e  K a g e y a m a  f o m al a n al ysis,  i n v esti g ati o n, m et h o d-

ol o g y,  w iti n g  o i gi n al  d aft;  C hrist o p h er  Mi c h a el  M er k es  
f o m al a n al ysis,  i n v esti g ati o n, m et h o d ol o g y;  N at ali a  K ul es z a  
f o m al a n al ysis,  i n v esti g ati o n, m et h o d ol o g y,  w iti n g  o i gi n al  
d aft;  J as o n W yli e  f o m al a n al ysis,  i n v esti g ati o n, m et h o d ol o g y;  
S a n dr a  H al o n e n  f o m al a n al ysis,  i n v esti g ati o n, m et h o d ol o g y;  
A n a  Ort e g a- Vill a  f o m al a n al ysis,  i n v esti g ati o n, m et h o d ol o g y;  
C arri e  L o n g  f o m al a n al ysis,  i n v esti g ati o n, s u p e visi o n, w iti n g  

 e vi e w &  e diti n g;  Br e nt  M  P e yt o n  f o m al a n al ysis,  
s u p e visi o n, w iti n g  o i gi n al  d aft,  w iti n g   e vi e w &  e diti n g;  
G e o fr e y  J. P u z o n  c o n c e pt u aliz ati o n,  f o m al a n al ysis,  f u n di n g 
a c q uisiti o n,  i n v esti g ati o n, m et h o d ol o g y,  p oj e ct  a d mi nist ati o n,  
s u p e visi o n, w iti n g  o i gi n al  d aft,  w iti n g   e vi e w &  e diti n g.  

N ot e s  

T h e  a ut h o s  d e cl a e  n o  c o m p eti n g  f n a n ci al  i nt e est. 

■ A C K N O W L E D G M E N T S  

W e  t h a n k t h e N ati o n al  P a k  S e vi c e  a n d  st a f w h o  h a v e  b e e n  
i nst u m e nt al i n assisti n g  us  wit h  a c c ess  t o sit es t h o u g h o ut t his 
w o k.  T h ei  d e di c ati o n  t o f u t h e i n g s ci e n c e a n d  t h e 
u n d e st a n di n g  of  t h e di f e e nt  P a k  l o c ati o ns is g e atl y  
a p p e ci at e d.  W e  t h a n k R e b b e c c a  M u ell e  f o  h e  assist a n c e  
wit h  t h e  es e a c h a n d  w iti n g  of  t h e m a n us c i pt.  G a n d  T et o n  
N ati o n al  P a k  s a m pl es w e e  c oll e ct e d  u n d e  P e mit  N u m b e s  
G R T E- 2 0 1 6- S CI- 0 0 1 4,  G R T E- 2 0 2 2- S CI- 0 0 5 3,  G R T E- 2 0 2 3-
S CI- 0 0 1 9,  a n d  G R T E- 2 0 2 4- S CI- 0 0 3 2.  Y ell o wst o n e  N ati o n al  
P a k  s a m pl es c oll e ct e d  b y  M S U / C SI R O  w e e  u n d e  P e mit  
n u m b e s  Y E L L- 2 0 2 2- S CI- 8 2 7 0,  Y E L L- 2 0 2 3- S CI- 8 2 7 0,  a n d  
Y E L L- 2 0 2 4- S CI- 8 2 7 0.  Ol y m pi c  N ati o n al  P a k  s a m pl es c ol-
l e ct e d b y  M S U / C SI R O  w e e  u n d e  P e mit  n u m b e s  O L Y M-
2 0 1 9- S CI- 0 0 0 9,  O L Y M- 2 0 2 2- S CI- 0 0 1 2,  O L Y M- 2 0 2 3- S CI-
0 0 1 4,  O L Y M- 2 0 2 4- S CI- 0 0 5 4.  N e w b e  y  N ati o n al  V ol c a ni c  
M o n u m e nt  s a m pl es c oll e ct e d  b y  M S U / C SI R O  w e e  u n d e  
P e mit  U S D A  D es c h ut es  N ati o n al  F o est- B e n d / F o t  R o c k  
R a n g e  Dist i ct.  T his  w o k  w as  s u p p o t e d b y  t h e U S G S / N P S  
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t i ps. W e  t h a n k t h e M o nt a n a  St at e  U ni v e sit y  I nstit ut e o n  
E c os yst e ms  a n d  t h e M o nt a n a  W at e  C e nt e  f o  a d diti o n al  
f u n di n g of  t his p oj e ct.  A n y  us e  of  t a d e, f m,  o  p o d u ct  n a m e  
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f o  h el pi n g  f u n d p a t  of  t his w o k.  T his   es e a c h w as  s u p p o t e d 
[i n p a t]  b y  t h e I nt a m u al R es e a c h  P o g a m  of  t h e N ati o n al  
I nstit ut es of  H e alt h  ( NI H ).  T h e  c o nt i b uti o ns  of  t h e NI H  
a ut h o (s )  w e e  m a d e  as  p a t  of  t h ei  o f ci al  d uti es  as  NI H  
f e d e al e m pl o y e es,  a e  i n c o m pli a n c e  wit h  a g e n c y  p oli c y  
 e q ui e m e nts, a n d  a e  c o nsi d e e d  W o ks  of  t h e U nit e d  St at es  
G o v e n m e nt.  H o w e v e ,  t h e f n di n gs  a n d  c o n cl usi o ns  p es e nt e d  
i n t his p a p e  a e  t h os e of  t h e a ut h o (s )  a n d  d o  n ot  n e c ess a il y  
 e f e ct t h e vi e ws  of  t h e NI H  o  t h e U. S.  D e p a t m e nt  of  H e alt h  
a n d  H u m a n  S e vi c es.  W e  t h a n k D .  D a n a  S k o u p a,  D .  
M a d el y n  M ettl e ,  J a m es M a q uis,  D .  J e n nif e  K w a n,  M e g a n  
B os e,  a n d  M a h el at  T esf a m a i a m  f o  h el pi n g  wit h  s a m pli n g. W e  
t h a n k T h e es a  S c h ei e  at  U S G S  U p p e  Mi d w est  E n vi o n-
m e nt al  S ci e n c es  C e nt e  f o  h el p   u n ni n g q P C R  a n d  a n al yzi n g  
d at a.  W e  t h a n k D .  K ist e n  C o n n oll y  f o  h el p  wit h  
i nst u m e nt ati o n. W e  t h a n k Oli vi a  D u k k e  f o m t h e U S G S  
a n d  R y a n  Kiss e n g e  a n d  A usti n  At h m a n  of  t h e R es e a c h  
T e c h n ol o gi es  B a n c h  ( R T B ),  NI AI D,  f o  g e n e ati n g  f g u es  
a n d  t h e g a p hi c al  a bst a ct.  
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