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Resumen

El agua utilizada en las actividades humanas procede tanto de fuentes
superficiales, como subterrdneas, pero se requiere que el recurso sea apto para
el consumo humano. Los mantos subterraneos constituyen una de las principales
fuentes de abastecimiento de agua potable en México. Sin embargo en las ultimas
décadas algunos estudios han reportado que en el agua subterrdnea existen
microorganismos como lo son algunas especies de amibas de vida libre (AVL)
gue pueden afectar la salud de los consumidores. Por lo que en éste trabajo se
determind la presencia de AVL en pozos de agua potable del Municipio de
Tizayuca, Hidalgo. Se realizaron 6 muestreos bimensuales, se colectaron 1000 ml
de agua en recipientes de plastico estériles, in situ se midieron los parametros de
pH, temperatura y Oxigeno Disuelto. Las muestras se filtraron a través de
membranas de 1.2 micras que se colocaron en placas de medio Agar no Nutritivo
con la bacteria Enterobacter aerogenes para el aislamiento de las AVL.
Posteriormente las placas se incubaron a 30°C y se revisaron después de ocho
dias para observar el crecimiento amibiano, las cuales se identificaron por
morfologia, siguiendo las claves taxonomicas de Page 1988. Se detectaron AVL
en los 6 pozos, en donde se encontraron 13 especies pertenecientes a 9 géneros:
Acanthamoeba, Hartmannella, Mayorella, Platyamoeba, Rosculus, Thecamoeba,
Vahlkampfia, Vannella y Vexillifera, siendo Hartmannella vermiformis la que se
presentd con mayor frecuencia (44%). El pozo con mayor niumero de aislamientos
fue el pozo 9 con 15 aislamientos. De las amibas encontradas en los pozos
solamente A. polyphaga se ha reportada como patdgena y los géneros
Hartmannella, Vahlkampfia y Vannella se han encontrado asociadas a infecciones
oculares y cerebrales; esto es una llamada de atencién para tener precauciéon en
el uso del agua y no descuidar su desinfeccién, para evitar un posible riesgo de
salud a los usuarios. No se encontraron relaciones estadisticamente significativas

entre las amibas y los parametros fisicoquimicos analizados.



Introduccion

El agua es un recurso natural indispensable para la vida, es renovable pero su
calidad disminuye de manera paulatina, lo que puede dar lugar a problemas de
escasez. A pesar de que tres cuartas partes del planeta estan cubiertas de agua,
s6lo una minima parte es apta para el consumo humano. La importancia del agua
para la vida en la Tierra se debe principalmente a que es el componente
mayoritario en la estructura de los seres vivos, esencial para su metabolismo
(CNA 2002).

El agua procede tanto de fuentes superficiales, como subterraneas, desde donde
es transportada a través de grandes conducciones, potabilizada en estaciones de
tratamiento y a continuacion, elevada a depdsitos desde donde se distribuye por

todas las viviendas mediante una red de abastecimiento (CNA 2002).

Los mantos subterrAneos constituyen una de las principales fuentes de
abastecimiento de agua potable en México. El agua subterranea localizada en la
Cuenca del Balsas es de vital importancia para el abastecimiento de la poblacion
de varios estados de nuestro pais, por o que se requiere que este recurso sea
apto para consumo humano, sin embargo la descarga de aguas residuales en
zonas permeables puede alterar la calidad de la misma. El crecimiento poblacional
ha provocado que una gran cantidad de asentamientos irregulares que en
ocasiones no cuentan con un sistema de suministro de agua potable, asi como un
sistema de drenaje regularizado; los habitantes viertan sus aguas residuales a

corrientes o rios y otros cuerpos de agua natural (CNA 2002).

El agua subterranea, por lo general, alberga sélo a ciertos organismos debido a su
bajo contenido en materias nutritivas. Sin embargo, las actividades humanas y el
crecimiento urbano son los principales factores para la contaminacion de los
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acuiferos. De esta forma, el agua puede contener contaminantes quimicos y
biolégicos que causan diversas enfermedades. Estos padecimientos son causados
por bacterias, virus y protozoarios que se dispersan principalmente a través de la
ruta fecal-oral y que potencialmente puede ser transmitidos por el agua de
consumo utilizada para diversas actividades en el hogar, incluyendo la higiene
personal o a través del contacto primario con aguas para uso recreativo
contaminadas. Entre estos microorganismos estan las amibas de vida libre (AVL),
gue pueden causar dafio al sistema nervioso central en el humano y otros

animales (Ramirez et al, 2009).

Las AVL del orden Amoebida; se han encontrado en una gran diversidad de
habitats: atmoésfera, agua (albercas, lagos, etc.) y como flora normal en seres
humanos. Estas amibas llaman la atencién por su capacidad de causar
enfermedad, e incluso la muerte en el humano. Por mucho tiempo las AVL fueron
consideradas protozoarios sin importancia para la comunidad médica, hasta que
Naegleria y Acanthamoeba mostraron capacidad de causar graves enfermedades
en el hombre, detectandose posteriormente que otros dos géneros Balamuthia y
Sappinea también producen graves infecciones cerebrales (Ferreira, 1994;
Visvesvara et al., 2007). Las enfermedades ocasionadas por las AVL son
Meningoencefalitis  amebiana  primaria  (MAP), Encefalitis  amebiana
Granulomatosa (EAG), Queratitis Amebiana (QA) e infecciones de la piel (Oddé
2006; Visvesvara et al., 2007).



Marco Teorico

Amibas de vida libre

Las Amibas de Vida Libre son protozoarios anfizoicos término usado para describir
la capacidad de estos microorganismos para vivir en el ambiente externo, es decir
ex0zoico, y para vivir como parasito facultativo en el cuerpo de animales y seres
humanos, es decir endozoico. Son cosmopolitas que habitan ambientes himedos
como el suelo y el agua, aunque también se pueden encontrar en el aire, vehiculo
que utilizan como medio de dispersion. Las AVL patdgenas son mas frecuentes en
cuerpos de agua con temperatura por arriba de los 25° C y aguas naturales de los
tropicos y subtropicos (Bonilla et al., 2004; Oddo6 2006).

En los ecosistemas acuaticos desempefian un papel muy importante en el
mantenimiento del flujo de energia y el reciclado de los nutrimentos. Su eficiencia
en el uso de los recursos los convierte en un enlace fundamental entre los
organismos desintegradores y aquéllos pertenecientes a niveles tréficos

superiores (Bonilla et al., 2004).

Dentro de este grupo de protozoarios, existen 4 géneros importantes, que pueden
causar dafio al hombre y animales. Entre ellos tenemos al género Naegleria con la
especie patégena; Naegleria fowleri, causante de Meningoencefalitis amebiana
primaria (MAP), enfermedad fulminante que ocurre en personas sanas que han

tenido contacto con agua a temperaturas elevadas e insuficiente cloro libre



residual. Otra especie es Balamuthia mandrillaris, amiba oportunista causante de
encefalitis amibiana Granulomatosa y lesiones cutaneas. El tercer género es
Acanthamoeba con varias especies, causante de infecciones cerebrales en
pacientes inmunocompetentes e inmunosuprimidos, que también causa
infecciones oculares, principalmente en individuos usuarios de lentes de contacto.
Finalmente se reporté un caso de encefalitis, pero sin la formacion de granulomas,
causado por Sappinea pedata (Suérez et al., 2002; Visvesvara et al., 2007; Bonilla
et al., 2008).

Las AVL se han encontrado distribuidas ampliamente alrededor del mundo y se
han aislado de diversos medios tales como: agua de rio, piscinas, tierra, agua
mineral, unidades de aire acondicionado, equipos de didlisis, lentes de contactos e
incluso de las secreciones nasales y exudados faringeos de pacientes con
enfermedades respiratorias, pero también de pacientes sanos (Viera y Gotuzzo,
2001).

Naegleria fowleri

Las amibas de la especie N. fowleri son termofilas y pueden desarrollarse y
multiplicarse por division binaria a temperaturas de 40 a 45 °C en el medio
ambiente y en cultivos de laboratorio. En el medio acuoso y calido los trofozoitos
pueden originar una forma transitoria, la que puede reconvertirse a trofozoito de
forma espontanea, ademas como respuesta a condiciones ambientales adversas
los trofozoitos se enquistan. El enquistamiento se produce en el agua y en los
medios de cultivo, pero no en los tejidos. Los quistes son altamente susceptibles a
la desecacién y se destruyen rapidamente en condiciones de sequedad; el
desenquistamiento ocurre en un ambiente acuoso y de alta temperatura. Naegleria
fowleri es un protozoo ubicuo y se presenta en todo el mundo, ha sido encontrado
en el suelo, polvo, agua dulce, piscinas, lagos, reservorios de agua domestica,
sistemas de humidificacion, aguas residuales y en las fosas nasales de individuos

sanos. Se desarrolla bien en climas tropicales y temperaturas calurosas entre 40 y



45 °C, en aguas termales naturales limpias y contaminadas y agua de piscina
calentada artificialmente. Se ha observado que las cepas de N. fowleri adaptadas
a altas temperaturas son virulentas en los animales de experimentacion, mientras
que las cepas no termdfilas no presentan virulencia (Bonilla et al., 2004; Oddé,
2006; Visvesvara et al., 2007).

Acanthamoeba spp

El trofozoito de Acanthamoeba presenta unas proyecciones finas llamadas
acantépodos, su citoplasma es granular con numerosas vacuolas alimentarias,
distribuidas alrededor del nucleo. El nucleo es evidente como una estructura
retractil, con un cariosoma redondeado. Los quistes de Acanthamoeba spp, son
estrellados o poligonales y tienen una doble pared, miden de 6 a 30 ym de

diametro, aunque generalmente son de 15 a 25 ym.

Las acantamibas son ubicuas y se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza, se han aislado de numerosos habitats, como enfriadores de agua,
fitros de acondicionadores de aire, agua de mar, agua de charcos, aguas
residuales, lagunas, rios, polvo, estaciones de lavado ocular e incluso de la boca y
de la nariz de individuos sanos (Bonilla et al., 2004; Oddé, 2006).

Balamuthia mandrillaris

El ciclo de vida de B. mandrillaris presenta un trofozoito grande de
aproximadamente 40 a 50 ym y un quiste con triple pared. Balamuthia mandrillaris
no habia sido aislada del medio ambiente, como Naegleria y Acanthamoeba,
solamente se habia recuperado de muestras de autopsia de humanos y animales
infectados; hasta que recientemente se aisldé de tierra de macetas. Su habitat
principal es el suelo y desde ahi pueden llegar a los cuerpos de agua arrastradas
por escurrimientos o a través del aire (Dunnebacke et al.,, 2003; Bonilla et al.,
2004; Oddo, 2006).
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Los factores ambientales favorables para el desarrollo de las amibas patégenas
son intervalos de temperatura entre 30° y 45° C, niveles Optimos de oxigeno entre
2.8 a 4.8 mgl/l, pH cercano a la neutralidad, alimento suficiente (bacterias y materia
organica) y un minimo de humedad; sin embargo, gracias a la formacién del quiste
pueden soportar variaciones amplias de estos factores. En piscinas la presencia
de cloro libre residual en concentraciones de 2 mgL™ puede inhibir su presencia
(Bonilla et al., 2004).

Sappinia pedata (diploidea)

Hasta la fecha solamente se ha informado de un solo caso clinico, en el que el
manejo de ganado fue un factor importante en la transmision del parasito. Esta
ameba se ha aislado de suelo contaminado con heces de bovino, de otros
animales y del humano. Por lo que se piensa que su ciclo de vida tal vez implique
un huésped animal intermediario, a diferencia de las otras amibas de vida libre
patdgenas que no dependen de un huésped para la transmision y distribucion de

la enfermedad (Bonilla y Ramirez, 2008).

Acuiferos

La mayor parte de los espacios porosos de las rocas bajo el nivel freético estan
llenos de agua. Pero las rocas tienen una porosidad diferente y caracteristicas
permeables diferentes, lo que significa que el agua no se mueve de igual manera
en todo tipo de rocas. Cuando la roca almacenadora de agua permite que la
misma se fluya hacia los pozos y en los arroyos, recibe el nombre de “acuifero”
(IMTA, 2008).

De manera general, un acuifero es una unidad geoldgica saturada que contiene y
transmite agua de buena calidad, de tal manera que pueda extraerse en

cantidades economicamente aprovechables. De acuerdo con las condiciones de
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presion a que se encuentra sometida el agua en el subsuelo, los acuiferos se

clasifican en: libre, confinado, colgado y poroso (IMTA, 2008).

Acuiferos libres: es aquel acuifero que se encuentra en contacto directo con la
zona subsaturada del suelo. En este acuifero la presion de agua en la zona
superior es igual a la presion atmosférica, aumentando en profundidad a medida

que aumenta el espesor saturado (Sanchez, 2001).

Acuiferos confinados: es aquel que se encuentra cubierto por algan nivel
relativamente impermeable. En estos acuiferos la presion del agua es mayor que

la presion atmosférica. (Sanchez, 2001).

Acuiferos colgados: se presentan por debajo del nivel fredtico una o mas capas de
material de baja conductividad hidraulica. El agua que se infiltra es detenida por
esta capa para formar una lente de agua, la cual es generalmente de extension
limitada y se encuentra sobre la zona de saturacion del acuifero principal (Price,
2007).

Acuiferos porosos: el agua circula a través de sus poros 0 espacios existentes

entre los granos del terreno (Price, 2007).

Antecedentes
Se han detectado AVL en agua subterranea de algunos acuiferos de México,
como los de Cuernavaca, Zacatepec, Cuautla-Yautepec y Tepancingo-Axochiapan
en el estado de Morelos y en el acuifero del Valle del Mezquital en el estado de
Hidalgo entre otros.

¢ Novarino et al. en 1997 menciona que los flagelados pequefios predominan
en los acuiferos, aunque las amibas y de vez en cuando los ciliados pueden

estar presentes en menos proporcién. Reportando los siguientes géneros
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amibianos:  Acanthamoeba, Hartmannella, @ Mayorella, = Rosculus,

Vahlkampfia, Vannella y Platyamoeba.

En el 2006, Ramirez y col. publicaron un estudio de aguas subterraneas
sobre AVL, en el Valle del Mezquital, Hidalgo, una zona contaminada por
materia orgénica, aqui aislaron un total de 31 especies, representadas por
ocho diferentes géneros: Acanthamoeba, Echinamoeba, Hartmannella,
Mayorella, Platyamoeba, Vahlkampfia, Vannella y Vexillifera.
Acanthamoeba fue la mas frecuente y 6.5% de éstas fueron patdégenas en

animales de experimentacion.

Campos en 2007 realiz6 un trabajo de la distribucion temporal de las
amibas de vida libre en dos manantiales del acuifero del Valle de
Cuernavaca, Morelos, realizando 12 muestreos mensuales de Mayo del
2005 a Abril del 2006. Obtuvo amibas de los siguientes géneros:
Hartmannella, Naegleria, Vannella, Vahlkampfia, Rosculus, Dactylamoeba,
Platyamoeba y Filamoeba.

Limon en el 2007 reporté la distribucion temporal y espacial de las AVL en
ocho pozos del acuifero de Zacatepec, Morelos; donde encontré que
Hartmannella vermiformis fue la méas frecuente con el 41.5%, también
encontré dos especies de Acanthamoeba reportadas como patégenas A.

polyphaga y A. royreba.

Beltrdn en 2008 realiz6 un estudio de las Amibas de Vida Libre en 10 pozos
del acuifero de Cuernavaca, Mor., en el periodo de un afio, encontrando 19
especies pertenecientes a 14 géneros. La especie mas frecuente fue

Hartmannella vermiformis con el 24%.

Ramirez et al. en el 2009 determinaron la presencia de amibas de vida libre
en el agua subterranea del acuifero de Zacatepec, Morelos. Para ello se
realizarbn muestreos mensuales durante un afio de 13 pozos. Se
detectaron Amibas de Vida Libre en todos los pozos. Se aislaron 22
especies pertenecientes a 16 géneros, el género mas frecuente fue
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Hartmannella con un 38.1%. De las amibas reportadas como patdgenas, se

detectd6 Acanthamoeba polyphaga, pero en baja frecuencia (6.6%).

e Vicente en 2009 realiz6é un estudio de la distribucion temporal y espacial de
AVL presentes en pozos de la zona suroeste del acuifero de Zacatepec,
Morelos; encontrando 21 especies de AVL pertenecientes a 16 géneros. La
especie con mayor frecuencia fue Hartmannella vermiformis que se ha
encontrado asociada a infecciones cerebrales y oculares. Se encontraron
dos especies con potencial patdgeno: Acanthamoeba polyphaga y

Acanthamoeba royreba con uno y dos aislamientos, respectivamente.

o« GoOmez en el 2009 reportd la distribucidén temporal y espacial de Amibas de
Vida Libre presentes en agua subterranea del Acuifero de Cuautla, Morelos.
Obteniendo 29 especies de Amibas de Vida Libre pertenecientes a 16
géneros diferentes. Encontrando con mayor frecuencia a Hartmannella
vermiformis y las amibas con potencial patégeno: Acanthamoeba castellanii

y Acanthamoeba polyphaga, pero también en bajos porcentajes.

Justificacion

El agua es uno de los recursos naturales fundamentales y es uno de los recursos
basicos en que se apoya el desarrollo, puesto que sirve para satisfacer diversas
actividades humanas. Sin embargo no todas las personas disponen de él, ésto
sucede por varios motivos, entre los cuales se puede mencionar la desigual
distribucion natural del agua en la superficie terrestre. Esta imposibilidad lleva a
situaciones de escasez y cuanto mayor es el desarrollo, mayor es la capacidad
para obtenerla y mayor es su contaminacion, convirtiéndose en agua nociva y de

calidad deficiente.

El agua subterranea se ha usado ampliamente para uso domeéstico ya que se
consideraba una fuente de agua inagotable y de buena calidad; pero es

susceptible de contaminarse y los mantos acuiferos han sido objeto de
14



sobreexplotacion. En la parte central de México una parte importante de la

poblacidn se abastece con el agua extraida a través de los pozos (CNA, 2002).

La importancia que ha cobrado el tema sobre la calidad del agua ha permitido
evidenciar que entre los factores o agentes que causan la contaminacién de ella
estan: agentes patdgenos, tales como bacterias, virus y protozoos como las
Amibas de Vida Libre, las cuales han cobrado importancia debido a su
patogenicidad y las graves infecciones que produce, principalmente en el sistema
nervioso central. Por lo que la mayoria de los estudios de este grupo de amibas,
se ha enfocado a su patogenicidad y son relativamente pocos los que se han
realizado acerca de su ecologia. Si bien se conoce de manera general su
distribucion en la naturaleza y los factores que las afectan, adn falta conocer con

mas detalle cOmo se dan estas relaciones.

Es por eso que con este trabajo se pretende ampliar el conocimiento acerca de la
ecologia de estas amibas, que podria ayudar a establecer medidas para la
prevencion y control de las enfermedades que causan las AVL, ya que si se
detecta que algun parametro fisico o quimico favorece la presencia de las amibas,
se le podria dar tratamiento al agua para cambiar o eliminar ese parametro. Por
otra parte, cabe mencionar que el estudio de los organismos presentes en el agua
subterrdnea, han sido pocos en comparacion con los del agua superficial, por lo
que esta investigacion también contribuirda al conocimiento de la biologia de este

ambiente.

Objetivos
o General

Determinar la presencia de las Amibas de Vida Libre en seis pozos de agua del

municipio de Tizayuca, Hidalgo.
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o Particulares

- Determinar la Riqueza Especifica de las Amibas de Vida Libre en los pozos de

agua.
- Determinar la distribucion espacio-temporal de las Amibas de Vida Libre.

- Determinar los siguientes Parametros Fisicoquimicos: pH, Temperatura y

Oxigeno Disuelto.

- Relacionar la presencia de las Amibas de Vida Libre con los parametros

fisicoquimicos.

Area de Estudio

El centro del pais depende fundamentalmente del agua subterranea para
abastecimiento de agua potable. EI municipio de Tizayuca en el estado de
Hidalgo, se encuentra situado a los 19° 50° de latitud Norte y 98° 59" de longitud
Oeste del Meridiano de Greenwich a una altura de 2,260 metros sobre el nivel del
mar. Tizayuca es atravesado por el rio el Papalote, el cual viene de Pachuca y
llega a Zumpango. En la zona se encuentran 42 pozos en operacion. Colinda al
Norte con Tolcayuca y el Estado de México al Sur y cuenta con un clima

generalmente semifrio, subhimedo con lluvias en verano, de mayor humedad.
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Figura 1. Localizacién de los pozos en el Municipio de Tizayuca, Hidalgo

Tabla 1. Descripcién de los pozos muestreados en el municipio de Tizayuca, Hidalgo.

No. de Nombre Coordenadas Direccién Descripcion
Pozo
L. N — 19° 49" | Km 4+100 caminos de | Zona rural, zonas de
P070 39 4427 operaciéon  Tizayuca- cultivo, pa_tstoreo de
T1 ZUM | Coyotepec, San ganado, tiradero de
L.O — 99° 01" | Bartolo  Cuautlalpan basura a unos
6.5 Zumpango, Méx. kilometros.
L. N —=19° 49" | Km 6+200 camino de
17.0” operacion  Tizayuca- | Zonarural, &reas de
Pozo 35 .
T2 ZUM | Coyotepec, San cultivo, zonas de
L.O — 99° 02" | Bartolo  Cuautlalpan | pastoreo de ganado.
11.2” Zumpango, Méx
L. N —-19° 52 .
95.9” Km 56+000 Carretera iﬁ‘srglr:?gg?r;grlsdgf
T3 Pozo 9 Federal Méx-Pachuca e
L.O - 98° 56" | Tizayuca Hidalgo. otro(;:ostado una serie
51 € Comercios.
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L. N —19° 53
07.6” Km 57 +000 Carretera
T4 Pozo 12 A Federal Méx-Pachuca Zona urbana.
L.O — 98° 56" | Tizayuca Hidalgo
277
L. N — 19°
49211 Km 50+600 Carretera Zon_a urbaga,
T5 Pozo 3 BIS Federal Méx-Pachuca pawme_nta 0,
L.O - 98° [ Tizayuca Hidalgo comercios a su
£8°38.2" alrededor,
L. N = 19° Zona urbana,
48346 Km 49+100 Carretera | unidades habitacional,
T6 Pozo 2 Federal Méx-Pachuca pavimentado. A su
L.O — 98°| Tecamac, Méx. alrededor hay
58728.3” presencia de basura.

Materiales y Métodos

Trabajo en Campo

Se realizaron seis muestreos bimensuales durante un afio en seis pozos del
municipio de Tizayuca. Para la determinacion de las amibas de vida libre, se
recolectaron 1000 ml de agua subterranea en envases esterilizados y se
transportaron al laboratorio de Microbiologia Ambiental en la UICSE a
temperatura ambiente para evitar cambios en la estructura de las amibas. Los
pozos muestreados se encuentran en uso para consumo de agua potable, por lo
gue estan entubados, las muestras se tomaron de la valvula que esta antes de la

cloracion.

En el sitio se midieron los siguientes parametros fisicoquimicos: pH (potenciometro
HANNA Instruments HI 8314), Oxigeno disuelto y temperatura (Oximetro YSI.
Mod. 51-b)
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Trabajo en laboratorio

Aislamiento vy cultivo de AVL

La muestras de 1000 ml se filtraron a través de membranas Millipore de 1.2 um de
poro en condiciones estériles. Las membranas se colocaron hacia abajo en placas
de medio agar no nutritivo con bacterias Enterobacter aerogenes (NNE) para el
aislamiento de las amibas (Limoén, 2007). Las placas se incubaron a 30° C y se
revisaron después de ocho dias para detectar el crecimiento amibiano, usando un

microscopio invertido marca Zeiss.

Identificacion morfolégica

La identificacion de las amibas se realiz6 tomando en cuenta sus caracteristicas
morfolégicas tanto trofica como quistica, se observaron las preparaciones al
microscopio de contraste de fases marca Zeiss, a 400x y 1000x, y se siguieron las

claves taxonémicas de Page (1988).

Prueba de tolerancia a la temperatura

De las cajas que tuvieron presencia de amibas registradas bibliograficamente
como patégenas (géneros Acanthamoeba y Naegleria) se realiz6 un resembrado
por duplicado, las cuales se incubaron a 37° C y a 42° C por 48 hrs para observar
el desarrollo de las amibas. La identificacion de las amibas se realizd de la misma
manera que a 30° C, tomando en cuenta sus caracteristicas morfoldgicas tréficas
y quisticas, se observaron las muestras al microscopio de contraste de fases a

400x y 1000x y se siguieron las claves taxonomicas de Page (1988).
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Figura 2. Diagrama de flujo del método para la determinacion de las AVL.

Analisis estadistico
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Se utilizé el coeficiente de Pearson para determinar la relacién de las amibas de
vida libre presentes en los pozos con los parametros fisicoquimicos analizados
(Duran et al., 2003)

Resultados y Discusion

Presencia de AVL

En la tabla 2 se puede observar que las amibas de vida libre se presentaron
constantemente en los pozos estudiados. En los pozos 35, 12A y 9 encontraron
AVL durante todos los meses muestreados, en el pozo 2 en cinco de los seis
meses, excepto noviembre del 2010 y en el pozo 39 en 4 muestreos, siendo
febrero y mayo del 2011 los meses que no tuvieron presencia de amibas. En
cambio en el pozo 3BIS, se aislaron amibas solamente en un mes (junio 2011)
(Tabla 2). La presencia de amibas de vida libre en agua subterranea de nuestro
pais ya se habia reportado con anterioridad en los acuiferos de Morelos y en el del
Valle del Mezquital en Hidalgo (Ramirez et al., 2006; Limon, 2007; Beltran, 2008;
Gbmez, 2009; Vicente, 2009).

Tabla 2. Presencia de Amibas de Vida Libre en los pozos muestreados

POZOS 16/11/10 |08/02/11 |08/03/11 [03/05/11 |28/06/11 |16/08/11
Pozo 39 + - + - + +
Pozo 35 + + + + + +
Pozo 12A + + + + + +
Pozo 9 + + + + + +
Pozo 3BIS - - - - + -
Pozo 2 - + + + + +

Riqueza Especifica
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Con respecto a la riqgueza especifica se encontraron 13 especies de Amibas de
Vida Libre pertenecientes a 9 géneros (Tabla 3), el cual es un nimero bajo en
comparacion con lo reportado por Vicente (2009), que encontré 21 especies de
AVL pertenecientes a 16 géneros en el acuifero de Zacatepec. Esta diferencia se
puede deber a que el acuifero de Zacatepec es un acuifero fracturado que permite
que los contaminantes acarreados por agua de infiltracion lleguen al agua
subterranea (CNA, 2002).

Tabla 3: Amibas de Vida Libre encontradas en los pozos

GENERO ESPECIE

Acanthamoeba|polyphaga

Hartmannella |vermiformis

Mayorella spatula

Platyamoeba |placida

stenopodia

Rosculus ithacus

Thecamoeba [similis

striata

Vahlkampfia |avara

ustiana
Vannella miroides

platypodia
Vexillifera bacillipedes

De las especies encontradas en esta investigacion Acanthamoeba polyphaga,
Hartmannella vermiformis, Vahlkampfia avara, Vannella platypodia y Vexillifera
bacillipedes ya se habian reportado previamente en los acuiferos de Cuernavaca,

Zacatepec y Cuautla del estado de Morelos (Campos, 2007; Limén, 2007; Beltran,
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2008; Gomez, 2009; Vicente, 2009). La coincidencia en algunas especies se
puede deber a que tanto el acuifero donde estan localizados los pozos estudiados
y los acuiferos de Morelos, se encuentran en un estado de contaminacion

organica relativamente bajo (Robles et al, 2012 en revision).

La mayoria de las amibas que se presentaron no han sido reportadas como
patdgenas, esto se puede deber a que predominaron temperaturas por debajo de
los 30°C, lo que no favorecio la presencia de las amibas patégenas, las cuales son

termdfilas Bonilla et al., 2004).

De acuerdo con lo que menciona Ramirez et al. en el 2009, la presencia en el
acuifero de las amibas de los géneros Hartmannella, Vannella y Vahlkampfia
puede ser importante, porque se han reportado asociadas a infecciones;
Hartmannella se encontr6 en un caso de encefalitis (Centeno et al., 2006) y los
tres géneros se han reportado asociadas a casos de queratitis amebiana, aunque
no se ha podido comprobar su papel como causantes de las enfermedades (Aitken
et al., 1996; Dua et al., 1998; Inoue et al., 1998; Lorenzo et al., 2007).

Frecuencia

La especie con mayor frecuencia de aparicion en este estudio fue Hartmannella
vermiformis con el 44%, seguida de Vexillifera bacillipedes con un 13%,
Vahlkampfia avara con un 13%. Con menor frecuencia se presentaron
Platyamoeba stenopodia, Vannella miroides, Mayorella spatula, Thecamoeba
striata, Vahlkamphia ustiana, con solo un 2% (Grafico 1). La predominancia de H.
vermiformis fue similar a la reportada por Limén (2007), Beltran (2008), Vicente,
(2009) y Gbmez (2009) en los acuiferos de Morelos, en donde también se

encontré esta amiba como la mas frecuente.

Respecto a las Amibas de Vida Libre reportadas como patdégenas, se encontré a la
especie Acanthamoeba polyphaga, pero con poca frecuencia ya que Unicamente

se presentd en el muestreo 2 en el pozo 9 y en el muestreo 6 en el pozo 39. Esto
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contrasta con lo reportado por Ramirez et al., en 2006 en el acuifero de Valle del
Mezquital, Hidalgo, en donde Acanthamoeba se presenté con una frecuencia de
67.3% (Ramirez et al.,, 2006). Esto se puede deber a que el quiste de
Acanthamoeba es muy resistente y puede soportar condiciones de mayor
contaminacion que otras amibas, como la que se presenta en el acuifero del Valle
del Mezquital (Ramirez et al., 2009).

' ahlkamphia ustiana

mHartmannella vermiformis
Yexilifera bacilipedes

B Flatyameba placida

B Flatyameba stenopaodia
Yannella miraides

mi ayorella spatula
Thecamoeha striata

mvannella platypodia

B Acanthamoeba polyphaga

By ahlkamphia avara

mRosculus ithacus

B Thecamoeha similis

Grafico 1: Frecuencia de AVL en pozos del municipio de Tizayuca, Hidalgo.
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Distribucién Temporal

La presencia de las amibas de vida libre a lo largo del periodo de estudio fue
variable, no se observo un patron de comportamiento similar entre los pozos y
aunque el numero de aislamientos amibianos que se encontré fue bajo (1 a 5), se

presentaron amibas en todos los meses (Grafico 2).

N\ /\ L e

numerode
aislamientos /1L
(=] = o8] w
[ ]
o0 N

12 A
—t—in
——
—0—3BIS
& O A __\0 O <O
e & L > o o
@'@ xé& < <« N 'b'*f?

Grafico 2. Distribucion las amibas de vida libre en cada uno de los meses.

Cuando se observa la distribucién temporal global, se aprecia que se presentaron
dos picos (Gréfico 3), el primero en noviembre y el segundo en agosto.
Noviembre también ha sido reportado como el mes de mayor numero de
aislamientos en los acuiferos de Morelos y del Valle del Mezquital (Ramirez et al.,
2006; Limon, 2007; Beltran, 2008; Gomez, 2009; Vicente, 2009). Lo  anterior
llama la atencién, porque se sabe que las amibas proliferan mejor en verano,
cuando la temperatura ambiental es mayor; pero hay que recordar que el agua

subterranea no esta influenciada por la temperatura ambiente por lo que las
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amibas se pueden presentar en cualquier temporada del afio (Ramirez et al.,

2009).
0 I l I I I I

noviemkbre febrero marzo mayo junic agosto

= o
W o M B

numero de
aislamientos/1L
[9)]

N

Grafico 3: Distribucién temporal global de las AVL en los pozos del municipio de
Tizayuca, Hidalgo

Distribucién Espacial.
Se aislaron amibas en todos los pozos estudiados, pero en nameros bajos e
incluso en algunos no se encontraron amibas. Este fue el caso del pozo 3Bis, en
donde solamente se aislaron amibas en el mes de junio (Gréfico 4). Esto se puede
deber a que el acuifero donde se localizan los pozos no presenta fracturas en su
formacién, como en el caso de los acuiferos de Morelos, por lo que a pesar de que
algunos pozos (39 y 35) se encuentraban en zonas no pavimentadas (Tabla 1), el
agua de escurrimiento que se infiltra no alcanza al acuifero y no hay un aporte
importante de contaminacién al agua subterranea (CNA, 2002; Ramirez et al.,
2006). Esto concuerda con lo observado por Bitton y Gerba (1984), en el sentido
de que en acuiferos con agua relativamente limpia, el nimero de protozoos es
bajo o aun cero, mientras que en acuiferos contaminados organicamente su

abundancia puede ser alta.
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Grafico 4. Distribucion de las amibas de vida libre en cada uno de los pozos.

Con respecto a la distribucién espacial global se observo que el pozo 9 presentd
el mayor nimero de amibas de vida libre durante todo el periodo de muestreo y
que fue el Unico en donde se aisl6 Acanthamoeba polyphaga, esto se pudo deber

a gque fue donde se detecto la temperatura promedio mas alta (29.5°C) (Tabla 4).

Distribucion Espacial
16
14
12

10 I I E
39 35 12A 9

3BIS 2

numero de
aislamientos/1L

QN B O

pozos

Grafico 5: Distribucién espacial de las AVL del Municipio de Tizayuca, Hidalgo
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Parametros fisicoquimicos

Los resultados de los pardametros fisicoquimicos pH, temperatura y oxigeno

disuelto se pueden observar en la tabla 4.

Tabla 4: Parametros fisicoquimicos de los pozos muestreados en el municipio de

Tizayuca, Hidalgo

Pozo 39 ZUM Pozo 35 ZUM Pozo 12A Pozo 9 Pozo 3BIS Pozo 2
pH 7.79 7.67 6.92 7.42 7.38 7.62
7.68 7.64 7 7.18 7.17 7.37
7.53 7.54 6.37 6.94 7.22 7.42
8.09 7.91 6.54 7.33 7.4 7.59
7.74 7.94 6.39 7.94 7.24 7.6
8.27 8.03 6.92 7.69 7.65 7.82
promedio 7.85 7.78 6.69 7.41 7.34 7.57
T 25 25 29 30 24 24
26 26 29 31 24 25
26 27 28 27 25 24
26 27 31 32 27 26
26 29 27 25.5 25 26
24 25 27 30 24 24
promedio 25.5 26.5 28.5 29.25 24.83 24.83
0.D 3.8 3 3.2 34 2.4 3.8
4 4.7 4 5 3.8 4.2
3.2 3.2 0.8 2.6 3 2.8
5.2 4.8 2.2 5.4 4.8 4.4
4.6 4.6 3.7 5.8 5 4.2
5.2 3.6 3.4 4.4 3.8 3.5
promedio 4.33 3.983 2.8833 4.433 3.8 3.8166
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El pH se mantuvo practicamente constante en los pozos durante el periodo de
estudio, el valor menor fue de 6.37 que se registr6é en el mes de marzo en el pozo
12 Ay el valor maximo fue de 8.27, registrado en el mes de agosto en el pozo 39
ZUM (Tabla 4). (Grafico 16). De forma general se puede decir que los valores
detectados estan cercanos a la neutralidad, que es lo reportado para la presencia
de las amibas (Bonilla y cols., 2004).

9
8 -
7 -
6 —4#—Poz0 39 ZUMT1
5 =f—Pozo 35 ZUMT2
4 =de=Poz0o 12AT3
3
P = Poz0 9 T4
1 #==Pozo 3BIS TS
0 ' ' ' ' ' ' —®—Poz02T6
@ © © © X <9
N & X @ R &
;a\%((\ S\Qp 6\ 6\ N @QO
&S

Grafico 6: Valores de pH medidos en los pozos durante los seis muestreos

La temperatura oscil6 entre 24 y 32°C, el valor minimo se detect6 en varios meses
(noviembre, febrero, marzo y agosto) mientras que el valor maximo se registré
Gnicamente en el mes de mayo (Tabla 4). Los pozos que presentaron las
temperaturas mayores fueron el 9 y el 12A (Gréafico 17). Debido a que en general
la temperatura detectada en los pozos no superd los 30°C, se favorecio la
predominancia de las AVL reportadas como no patogenas (Bonilla y cols., 2004).
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Valores de Temperatura medidos en los pozos durante los seis muestreos.

Respecto al Oxigeno disuelto, se presentd un valor minimo extremo de 0.8 mg/l en
marzo en el pozo 12A, pero fue la Unica vez que se detect6. Exceptuando ese
caso, el oxigeno disuelto estuvo en un intervalo de 2.4 a 5.0 mg/l (Tabla 4). Al
contrario que el pH y la temperatura este parametro presentd mayor variacion,
pero hay que resaltar que el comportamiento fue muy similar en todos los pozos,
presentando ascensos y descensos en los mismos periodos (Grafico 18). Se
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observo que la mayoria de pozos presentan un promedio de 4.65 mg/L, valor que
se ha reportado como adecuado para la presencia de las AVL (Bonilla y Ramirez,
2008).

Oxigeno Disuelto
7
6
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Grafico 8: Valores de Oxigeno Disuelto medidos durante los seis muestreos.

En general, se observd que los valores de los parametros fisicoquimicos
estuvieron en los intervalos reportados como adecuados para las AVL, pero la
temperatura no favorecié la presencia de amibas termoéfilas como Naegleria ya
gue la mayoria de los casos estuvo por debajo de los 30°C. En el caso de
Acanthamoeba polyphaga se sabe que puede soportar variaciones amplias de pH,

debido a la gran resistencia que presenta su quiste (Bonilla y cols., 2004).

31



Analisis Estadistico

El coeficiente de correlacidén proporciona una medida de la asociacion lineal entre

las variables, los valores de la correlacion estan entre -1 y +1. Si las variables

estan perfectamente asociadas, entonces el coeficiente de correlacion sera de 1 o

-1, se considera que existe relacion cuando el valor es superior a 0.811 6 —0.811.

Si por el contrario, las variables no estan asociadas, entonces el coeficiente tendra

un valor cercano a cero (Duran y Vargas, 2003).

En la tabla 5, se muestran los valores de la correlacion entre los parametros

fisicoquimicos realizados durante el estudio con la presencia de AVL.

Tabla 5: Correlacién entre Temperatura, pH y Oxigeno Disuelto con la presencia de
AVL

16/11/10

08/02/11

08/03/11

03/05/11

28/06/11

16/08/11

pH/AVL : -0.024
T/AVL : 0.758

OD/AVL:0.158

pH/AVL: -0.244
T/AVL: 0.508

OD/AVL: 0.670

pH/AVL: -0.449
T/AVL: 0.277

OD/AVL: -0.537

pH/AVL: -0.563

T/AVL: 0.603

OD/AVL:-0.431

pH/AVL: 0.219

T/AVL: 0.191

OD/AVL: -0.076

pH/AVL: 0.154

T/AVL: 0.326

OD/AVL: 0.432

Después de realizar el andlisis de correlacion, los valores encontrados no

estuvieron por arriba de 0.811, por lo que se puede decir que no hubo relacién

estadisticamente significativa con los parametros fisicoquimicos.

32




Conclusiones
La mayoria de las amibas aisladas no son patdgenas, pero en el caso de la
presencia de las amibas de los géneros Hartmannella, Vahlkampfia y Vannella, en
donde existe sospecha que pueden causar enfermedades y sobre todo la de A.
polyphaga, que se ha reportada como patdgena, es una llamada de atencion para
tener precaucién en el uso del agua y no descuidar su desinfeccién, para evitar un

posible riesgo de salud a los usuarios.

Las amibas se presentaron durante todo el afio en agua subterrdnea, esto se pudo
deber a que no hay cambios bruscos de temperatura en este ambiente, al no estar

influenciado directamente por la temperatura ambiente.

Aunque no se aprecio un efecto de la temperatura del agua en la presencia de las
amibas, si se observo efecto en el niumero de aislamientos encontrados en
algunos de los pozos, como fue en el caso del pozo 9 y del 3BIS; el primero tuvo
el mayor nimero de aislamiento y su temperatura promedio fue la mas alta
(29.2°C), mientras que el segundo fue el de menor nimero de aislamientos y su
temperatura promedio fue la mas baja (24.8°C).

Se tenia la idea de que el agua subterranea era esencialmente limpia por la accién
filtrante del medio poroso por el cual pasa el agua. Sin embargo en las ultimas
décadas algunos estudios han reportado que los microorganismos pueden estar
en el agua subterranea profunda. Como lo mostro los resultados de este estudio,
en donde se encontraron amibas de vida libre en los pozos, aunque sea en
nameros bajos. La presencia de las amibas en el agua de los pozos estudiados se
puede atribuir a las actividades antropogénicas, como la agricultura, la ganaderia y
el establecimiento de asentamientos humanos carentes de adecuados servicios
sanitarios y las condiciones deficientes de las tuberias del sistema de drenaje, ya
sea por una instalacion incorrecta, por deterioro o rupturas, que da lugar a fugas
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de agua residual hacia el subsuelo, lo que convierte a los drenajes, en una fuente

potencial de contaminacion del agua subterranea.
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