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. RESUMEN

Las amibas de vida libre (AVL) se distribuyen en la zona de la riz6fora y alrededor
del suelo circundante; sin embargo también pueden alcanzar la zona vadosa de
los sistemas de agua subterraneos. A mediados de este siglo se descubrié que
algunas amibas del suelo y del agua, podian invadir a los seres humanos asi
como a otros animales pudiendo causarles la muerte o un dafio cerebral
irreversible. La presente investigacion tuvo como objetivo determinar la riqueza
especifica de las amibas de vida libre que se encuentran presentes en el acuifero
de Tepalcingo-Axochiapan en el Estado de Morelos. Los pozos estudiados se
encuentran en los municipios de Zacualpan de Amilpas, Jantetelco, Jonacatepec,
Telpancingo y Axochiapan. La metodologia se dividié en dos fases. Se realizaron
6 muestreos en 9 pozos del acuifero del Tepalcingo-Axochiapan durante un ano,
se recolectaron 1000 ml de agua subterranea. Se midieron los parametros
fisicoquimicos; pH, oxigeno disuelto, temperatura y sodlidos disueltos. En el
laboratorio se llevo a cabo el aislamiento y cultivo de AVL en medio de Agar no
nutritivo con la bacteria Enterobacter aerogenes (NNE) incubandose a 30°C
durante ocho dias. La identificacién de las amibas se realizé tomando en cuenta
las caracteristicas morfolégicas de la fase trofica y de la fase quistica siguiendo las
claves taxondmicas de Page (1988). La especie mas frecuente fue Vermamoeba
vermiformes con 28% similar a lo reportado en el acuifero de Cuernavaca (24%)
(Beltran, 2008), pero menor a lo reportado en el acuifero de Zacatepec (41%)
(Limén, 2007; Vicente, 2009). Las segundas especies mas frecuentes fueron
Naegleria sp., y V. bacillipedes con un 12% las cuales no se ha reportado como
patdgenas, siendo Naegleria sp probablemente N. gruberi, por las caracteristicas
morfolégicas de su quiste y la temperatura de crecimiento. Las especies menos
frecuentes fueron catorce con 1% cada una, siendo A. polyphaga, la unica que se
ha reportado como patdégena. EIl Balneario Aurora presento el mayor numero de
aislamientos debido a que el pozo del es abierto y se encuentra dentro de un
balneario rustico rodeado por arboles frutales, lo que permite que este expuesto a
la contaminacion por suelo y aire. Abril fue el mes donde se presenté un mayor
numero de aislamientos. La presencia de amibas de vida libre no patégenas, no
representa peligro para la salud, pero en el caso de la presencia de Vermamoeba,
Vahlkampfia y Vannella, en donde existe sospecha que pueden causar
enfermedades y sobre todo la de A. polyphaga, es una llamada de atencién para
tener precaucién en el uso del agua y no descuidar su desinfeccion.



[I. INTRODUCCION.

Las amibas de vida libre (AVL) son los principales depredadores que controlan las
poblaciones bacterianas en los suelos. Estas se distribuyen en la zona de la
rizofora y alrededor del suelo circundante; sin embargo también pueden alcanzar
la zona vadosa de los sistemas de agua subterraneos. Las AVL viven en las
interfaces: agua-suelo, agua-animal, agua-plantas, agua-aire, etc., donde se
alimentan de bacterias, hongos, levaduras, algas, y protozoos incluyendo otras
amibas (Anderson, 1988). Las AVL ayudan a mantener las altas tasas de
mineralizacion de materia organica a través de la depredacion bacteriana, por lo
que sus dinamicas de poblacion estan estrechamente ligadas. Este acoplamiento
es muy importante para la estabilidad y la productividad de comunidades
biologicas (Stout, 1980). En este sentido amibas y protozoarios en general,
incrementan el reciclado de nutrientes, acoplando los niveles tréficos mas bajos
con los mas altos (Pimm y Lawton, 1977).

Las AVL potencialmente patdgenas se han encontrado en ambientes como; lagos,
piscinas, aguas termales, aguas para el enfriamiento de centrales eléctricas y en
el agua de grifo, también en unidades de aire acondicionado y agua mineral
embotellada (Gianinazzi et al., 2009).

Durante la primera mitad del siglo XX, las AVL eran conocidas como "amibas del
suelo", protozoos no patdégenos, ubicados en suelos y agua, utilizados como
modelos en estudios de biologia celular. Posteriormente a mediados de este
mismo siglo se descubrié que algunas amibas del suelo y del agua, podian invadir
a los seres humanos asi como a otros animales pudiendo causarles la muerte o un
dafo cerebral irreversible. Algunas AVL infectan al sistema nervioso central (CNS)
y son agentes causantes de meningoencefalitis amebiana primaria (MAP) y
encefalitis amebiana granulomatosa (EAG) (Martinez, 1991). Las especies
patdégenas para humanos se ubican dentro de los géneros Naegleria,
Acanthamoeba, Balamuthia y Sappinia (Visvesvara y Maguire, 2006). Su diagnosis
clinica ha mejorado en los ultimos afos, incluyendo el conocimiento de su
ultraestructura, bioquimica, fisiologia y su biologia molecular. Sin embargo el
estudio de su ecologia es todavia escaso y hay muy poca investigacion.



[ll. MARCO TEORICO.

A) Amibas de vida libre.

e Caracteristicas generales

Las amibas pertenecen al filo protozoa, son organismos altamente diversos y
ampliamente distribuidos en la naturaleza, son de forma variada, muchas de estas
especies presentan dos estadios de desarrollo; la de trofozoito y la de quiste que
es una forma de resistencia cuando se encuentran en condiciones ambientales
adversas (Thomas et al., 2008).

Acanthamoeba spp

Los trofozoitos son pleomdérficos, tienen una vacuola contractil, polaridad antero-
posterior, seudépodos con apariencia de espinas (acantéopodos), nucleo también
con nucleolo grande, central y su tamafo oscila entre 15 - 50 ym. Los quistes son
esféricos, con doble pared, la externa lisa y la interna poligonal, estelar o globular,
presentan poros y miden de 10 - 25 ym (Schuster y Visvesvara, 2004).

Es un protozoario muy comun distribuido en el suelo y el agua. Tiene una
distribucion cosmopolita y se ha aislado de una gran cantidad de habitats, es por
eso que los seres humanos y animales pueden estar en contacto con estas
amibas causandoles grabes enfermedades. Soporta temperaturas alrededor de los
37°C, aunque se han reportado especies a temperaturas de 4° C. Tiene dos fases
de vida, trofozoito y quiste. En la primera presenta multi pseuddépodos, un nucleo
vesicular con nucléolo. En la forma de quiste se compone de una doble pared de
celulosa con porosidad (Schuster y Visvesvara, 2004).

Naegleria fowleri

Los trofozoitos son alargados, con un uroide en el extremo posterior, ectoplasma
claro y endoplasma en el que se aprecian vacuolas digestivas, contractil,
mitocondrias pleomorficas, granulos, nucleo vesicular con halo claro y un nucleolo
grande y central. Miden entre 15 - 25 ym y emiten seuddpodos anteriores de
movimiento rapido de extremo redondeado (lobopodos). Los quistes tienen una
doble pared lisa, poros con tapones mucosos, son esféricos, presentan
granulaciones escasas, nucleo y miden entre 8 - 12 ym. Es una amiba que
presenta una etapa flagelada transitoria, por lo regular con dos flagelos
(Visvesvara et al., 2007).

Balamuthia mandrillaris

Esta amiba fue aislada a finales de los 80°s de un mandril en San Diego California.
Presenta una etapa vital en forma de trofozoito mas grande que Acanthamoeba y
Naegleria, presenta pseuddpodos y otra etapa en forma de quiste que presenta



una pared triple, la interior ondulada, la media, fibrilar y la exterior delgada e
irregular, con protruberancias. Los trofozoitos miden de entre 15 - 60 um vy el
quiste es 10 — 30 um (Visvesvara et al., 1993; Schuster y Visvesvara, 2004)

Sappinia pedata.

Originalmente esta amiba se identifico como S. diploidea, pero recientemente fue
reclasificada como S. pedata (Ovarnstrom et al., 2009). Las etapas de vida
(trofozoito y quiste) de esta amiba son binucleares. El trofozoito es ovoide y con
vacuolas contractiles. El quiste es redondo con un diametro de 15-30 pm
(Visvesvara et al., 2007).

e Ecologia.

Las amibas de vida libre (AVL) pueden vivir en un amplio rango de diversos
ambientes, sin embargo su estudio es complicado debido al tamafio de estas
amibas en comparacion con las escalas de los ecosistemas. Las AVL viven en las
interfaces; suelo-agua, animales-agua, plantas-agua, aire-agua, etc. donde se
alimentan de bacterias, hongos, algas y protozoarios incluyendo amibas.

Las AVL desarrollaron dos estrategias para sobrevivir bajo condiciones adversas;
formando quistes y produciendo pequefios y numerosos organismos para el
aprovechamiento de la acumulacion temporal de alimento, esta ultima estrategia
puede ser observada en amibas que no forman quistes. Las AVL juegan un papel
importante en la depredacion de bacterias por lo que sus dinamicas de poblacion
estan estrechamente ligadas, este acoplamiento es muy importante para la
estabilidad y productividad de comunidades biolégicas debido al reciclado y
aporte de nutrientes. En este sentido amibas y protozoos en general, incrementan
el reciclado de nutrientes, acoplando los niveles tréficos mas bajos con los mas
altos. De esta manera la eficiencia de los protozoarios en la sintesis de biomasa
es cerca del 50-70%. Estas amibas también representan una reserva de carbono y
nutrientes minerales cuando estan en estado de enquistamiento. Por eso estas
reservas son esenciales para la estabilidad y productividad de comunidades de
plantas y animales, debido a que en esta fase fisiolégica solo sirven como
acumulacién para sedimentos (Zaragoza, 1994).

La porosidad del suelo influye en la distribucién de los microorganismos,
favoreciendo asi la distribucion de las pequefias amibas. Las AVL tienen
importancia directa en el crecimiento de raices, mineralizacion y el ciclo de
nutrientes en los suelos. La participacién de estas amibas en el ciclo del nitrégeno
es posible y eficiente debido a que estas no necesitan pre sintetizar purinas ni
pirimidinas. La presencia de estos protozoarios en la rizofora es importante porque
su depredacion bacteriana incrementa el reciclado de fosforo y nitrogeno
(Zaragoza, 1994).

Las amibas del suelo pueden adaptarse a los ambientes de agua dulce, llegando
ahi con frecuencia como quistes llevados por las corrientes de agua, movimientos
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de aire, o adheridos al cuerpo de los animales. Su actividad en la columna de
agua depende de la cantidad de particulas de materia suspendida ya que se
adhieren a estas para alimentarse y completar su ciclo de vida (O’Dell, 1979).

Las AVL utilizan a las algas como substrato y como una fuente de alimento
cuando existen bacterias asociadas (Wright et al., 1981). Los sedimentos de los
lagos profundos pueden albergar una gran cantidad de actividad amebiana debido
a que tienen una mayor difusion de oxigeno en comparacion con otros cuerpos de
agua como los océanos que solo pueden localizarse en la zona litoral (Pimm vy
Lawton, 1977).

Las AVL pueden encontrarse en ambientes marinos, aunque no es muy frecuente
que las amibas patdégenas del suelo puedan sobrevivir en estas condiciones, a
excepcion del genero Acanthamoeba (Sawyer, 1980). Estas especies de amibas
pueden sobrevivir en el agua debido a su tolerancia a los cambios fuertes de la
osmolaridad y de otras situaciones adversas que la mayor parte de las especies
terrestres no resisten.

La abundancia estacional de AVL termotolerantes parece estar relacionada a los
cambios de temperatura donde se ha reportado que los niveles mas altos en
densidad poblacional en agua dulce de ambientes naturales son en Verano (Kyle y
Noblet, 1985). Sugiriendo que pueden resistir condiciones andxicas y reductivas
en el sedimento. Resisten un pH de 7.6 aunque algunas pueden tolerar hasta 8.6.
Pueden tolerar temperaturas de entre 10 y 30°C aunque las especies patdégenas
pueden resistir hasta 45°C (Zaragoza, 1994).

El factor principal en la distribucion de Acanthamoeba en el agua y el suelo es la
presencia de alimento bacteriano. Es una amiba termo tolerante, que soporta
amplios rangos de salinidad y pH, es por eso que la termo tolerancia es necesaria
pero no suficiente para las infecciones en mamiferos. Las aguas dulces calidas
junto con la disponibilidad de alimento bacteriano son el habitat ideal para
Naegleria sp. Pueden resistir temperaturas alrededor de los 23°C soportan hasta
1mg/ml de cloro en el agua. Sobre la ecologia de Balamuthia mandrillaris se sabe
poco. Estas amibas se alimentad de otros protozoario, su mayor distribucion es en
el suelo, pero no deja de invadir también ambientes acuaticos. Sappinia pedata se
ha aislado de diverso ambientes del suelo y agua pero mayor mente se ha aislado
de las heces de los mamiferos incluyendo a los humanos. Los quistes soportan el
jugo gastrico asi como emulsiones caracteristicas de la bilis (Schuster y
Visvesvara, 2004).

Ademas a nivel mundial, el interés sobre la patologia de AVL se ha estado
incrementando, como lo muestran los numerosos estudios que se han hecho en
los ultimos 20 afos documentando la importancia de las AVL en la salud humana
(Khan, 2006). Sin embargo la ecologia de estas en ambientes acuaticos todavia
es escasa.



e Importancia médica.

La amebas de vida libre patdégenas tienen la capacidad de existir como
organismos de vida libre en la naturaleza, pero también tienen la capacidad de
vivir como parasitos dentro del tejido de su hospedero, por lo que se les ha
denominado también amibas anfizioicas (Visvesvara, et. al. 2007). Naegleria
fowleri, Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris y Sappinia pedata son
patdogenos para los seres humanos y animales. Son agentes causales de la
Meningoencefalitis ~ Amebiana  primaria  (MAP), Encefalitis =~ Amebiana
Granulomatosa (EAG) y queratitis amebiana (Schuster y Visvesvara 2004).

Acanthamoeba spp

En un principio fue reconocida como un contaminante en cultivos de tejido de los
primeros reportes publicados acerca de esta amiba. Algunas amibas en estos
cultivos fueron identificadas equivocadamente como virus de Ryan, o como virus
citopaticos, cuando se cultivaban durante periodos mas prolongados (Willaert,
1974). Trabajos recientes sobre AVL patdgenas comenzaron cuando Culbertson y
col. en 1958, hicieron pruebas en un cultivo de tejido. Fowler y Carter en 1965 en
Australia detectaron los primeros casos de MAP en seres humanos, especulando
que era la misma amiba encontrada por Culbertson. Sin embargo, posteriormente
se determino que los casos fueron debido a Naegleria.

La amiba encontrada por Culbertson se clasifico como Acanthamoeba y se
determino que era la causante de una enfermedad multifocal que se denomino
Encefalitis Amebiana Granulomatosa (EAG), una enfermedad cronica del sistema
nervioso central (CNS), que se presenta en hospederos inmunocoprometidos
(Morales et al, 2005). Por lo que la EAG, como enfermedad oportunista, puede
adquirirse en cualquier momento del afo, y no sigue un patrén estacional. El inicio
de los sintomas son lentos e insidiosos y se desarrollan como una enfermedad
cronica que va de varias semanas a meses, manifestando en el hospedero; dolor
intenso de cabeza y cuello, anormalidades en el estado mental, nauseas, vomito,
fiebre, letargo, ataxia cerebral, disturbios visuales y coma. También se han
reportado casos de paralisis facial con entumecimiento, dando por resultado
asimetria facial. Los hemisferios cerebrales son usualmente los mas afectados del
tejido del CNS. Acanthamoeba spp. También causa infecciones en el CNS de
animales, incluyendo gorilas, monos, perros, bovidos, caballos, y canguros asi
como pajaros, reptiles, anfibios, pescados e incluso algunos invertebrados).

Acanthamoeba también puede causar queratitis y pneumonitis. En la queratitis se
presenta una infeccidon en la superficie de la cornea del ojo, ya sea por un trauma
o por cuidado incorrecto de los lentes de contacto. Los sintomas incluyen dolor,
lagrimeo y fotofobia (Visvesvara et al., 2007)

Naegleria fowleri

Casos de Naegleria en humanos se reportaron por primera vez en 1965 por
Fowler y Carter, quienes estudiaron a cuatro pacientes con Meningoencefalitis
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Amebiana Primaria (MAP) en Australia. El término “Meningoencefalitis Amebiana
Primaria fue usado por Butt en 1965 y después por Carter 1966, para distinguir de
la infeccidn causada por Entamoeba Histolytitca (Cabral, 1988).

Naegleria fowleri causa una enfermedad aguda llamada Meningoencefalitis
Amibiana Primaria principalmente en nifios y jovenes adultos que pudieran
haberse expuesto recientemente a aguas naturales como rios, lagos o charcas. La
enfermedad se complica rapidamente y sin la diagnosis correcta las personas
infectadas pueden llegar a morir en menos de una semana después de la
aparicion de los primeros sintomas. Los sintomas son dolor de cabeza bifrontal o
bitemporal, fiebre alta, rigidez en la nuca, nauseas, y vomito. La fotofobia ocurre
en un estado mas avanzado seguida de anomalias neuroldgicas incluyendo
letargo, confusion, coma y finalmente la muerte (Visvesvara et al., 2007).

La anfotericina B ha tenido éxito en el tratamiento de la enfermedad en humanos,
cuando se ha aplicado en las primeras etapas. De forma experimental, en ratones
infectados con N. fowleri, han mostrado un marcado sinergismo entre anfotericina
B y tetraciclina para controlar la meningoencefalitis (Shin & Im, 2004).

Balamuthia mandrillaris.

La patologia de la enfermedad causada por esta amiba, es similar a la de
Acanthamoeba. Se situa de igual manera en el cerebro causando necrosis
hemorragica en el tdlamo, medula oblongada y el cerebelo. Balamuthia infecta a
nifos y a individuos que no necesariamente presentan inmunodeficiencia.
Pacientes con EAG por Balamuthia presentan lesiones en la piel facial o rinitis
con infeccion en las cavidades nasales u otitis media. Estas lesiones son
comunmente en la cara, aunque también pueden ocurrir en el tronco, manos y
pies. Los sintomas en el CNS se manifiestan inicialmente como dolor de cabeza y
fotofobia, seguida de nauseas y vomito, fiebre con mialgia y pérdida de peso. El
tiempo entre las lesiones en la piel y el inicio de los sintomas neuroldgicos
pueden abarcar de entre un mes hasta dos afios (Visvesvara et al., 2007).

No se conoce tratamiento para la encefalitis causada por B. mandrillaris, aunque
estudios experimentales indican que las amibas son sensibles a pentamidina,
isotionina, azitromicina y claritromicina (Shin & Im, 2004).

Sappinia pedata.

Poco se sabe sobre la patologia de esta amiba, en el unico caso reportado se
observo una encefalitis, pero sin la presencia de granulomatomas. Los sintomas
comunes son dolor de cabeza, vision borrosa, fotofobia y vomito (Schuster &
Visvesvara, 2004).
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AVL como portadoras de patégenos.

Ademas de su propio potencial patogeno, las AVL pueden ser un depodsito de
bacterias patdgenas, por ejemplo Legionella pneumophila y Mycobacterium avium
(Greub y Raoult, 2004). Estos microorganismos amibo-resistentes incluyen no
solamente bacterias sino también virus y hongos que son adquiridos por las
amibas mediante la fagocitosis y se repliegan dentro del citoplasma. Las amibas
entonces protegen a los microorganismos de las condiciones ambientales
adversas (Horn y Wagner 2004).

B) Agua subterranea

Toda el agua que se encuentra en forma natural por debajo de la superficie
terrestre se llama agua subsuperficial, independientemente de que se encuentre
en la zona saturada o no saturada. El agua en la zona saturada, es decir la que se
encuentra debajo del nivel freatico, se le llama agua subterranea. Para
comprender mejor estos términos y de cdmo el agua se encuentra en el subsuelo
es preciso mencionar la estructura del subsuelo.

La corteza esta constituida de varios tipos de roca las cuales contienen poros u
espacios independientemente de su tipo edad u origen. Esta misma porosidad
también la presenta la tierra, la cual puede albergar total o parcialmente agua en
esa porosidad, los poros pequerios estan llenos de agua mientras que los mas
grandes estan casi vacios, pero a grandes profundidades todos los poros en
general estan llenos de agua describiéndose a este material como “saturado”. En
términos cientificos se dice que se pasa de la zona no saturada a la zona
saturada. Al nivel que esta debajo de todos los poros llenos de agua, es decir el
nivel superior de la zona saturada, se le denomina nivel freatico. La distancia en
que el nivel freatico esta de la superficie terrestre varia de lugar a lugar, porque no
es plano, se eleva y baja dependiendo del terreno en una forma desigual. Esto
también lleva a que el agua subterranea no esta distribuida uniformemente en la
corteza terrestre.

Un aspecto importante de la distribucion del agua subterranea es, hasta qué punto
las rocas son porosas, si son de baja porosidad, contendran volumenes pequenos
de agua. También influye, el grado en que los poros estan intercomunicados
porque esto controla la facilidad con que el agua fluye a través de la roca, a esta
propiedad se le llama permeabilidad, es por esta razon que al materia que permite
fluir el agua facilmente se le denomina permeable y a los que dificultan esta accion
se les denomina impermeables. Por esta razén una roca que no tiene espacios,
excepto una o dos aberturas, tendra una porosidad baja y almacenara agua en
cantidades muy limitadas, pero como el agua puede pasar facilmente por las
fracturas, su permeabilidad sera alta. A las capas de roca o de material no
consolidado lo suficientemente porosas para almacenar agua, y con la
permeabilidad necesaria para permitir que el agua fluya a través de ellas en
cantidades econdmicas y de calidad deseable, se les denomina acuiferos.
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En si un acuifero es una formacién geoldgica, grupo de formaciones o parte de
una formacion que contiene material saturado o suficientemente permeable para
proveer de cantidades significativas de agua a pozos y manantiales.

e Tipos de acuiferos.

Acuiferos colgados.

Se presentan por debajo del nivel freatico una o mas capas de material de baja
conductividad hidraulica. EI agua que se infiltra es determinada por esta capa
formar una lente de agua, la cual es generalmente de extension limitada y se
encuentra sobre la zona de saturacién del acuifero principal (fig. 1). A este tipo de
cuerpo se le llama acuifero colgado (y a su limite superior, nivel freatico colgado)
debido a que el agua subterranea en el lente esta colgada por arriba de la zona
saturada. Los acuiferos colgados son mas comunes de lo que en ocasiones se
piensa; aunque a veces miden unos cuantos centimetros de espesor, o solo se
presentan después de una gran infiltracién, en otros casos pueden tener varios
metros de grosor y extenderse por distancias considerables. Los acuiferos
colgados no constituyen fuentes de abastecimiento confiables para lapsos largos;
a menudo sucede que la perforacion de estos acuiferos, o la profundizacion de
pozos, traspasan la capa de baja permeabilidad subyacente y ocasiona que el
agua se escape al drenar por esa via.

acuifero colgado a)
acuifero colgado b) \.

Figura 1. Situacion comun que ocasiona la presencia de acuiferos colgados

Acuiferos confinados.

El espesor efectivo de este tipo de cuerpo se encuentra entre dos capas de baja
permeabilidad, y en cualquier lugar la presién es mayor que la atmosférica. A
estos acuiferos también se les llama acuiferos artesianos (fig. 2). Tienen una zona
de recarga y descarga que estan topograficamente controladas, el flujo de estos
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acuiferos es de muchas maneras. En un acuifero confinado los gradientes
hidraulicos verticales se incrementan por la presencia de la capa confinante que
cubre el acuifero.

A
areade
recarga

Figura 2. Explicacion clasica de un pozo artesiano

Acuiferos no confinados o libres.

En estos la parte superior de la zona saturada (el nivel freatico) esta a la presion
atmosférica. A cualquier profundidad por debajo del nivel freatico la presion es
mas grande que la atmosférica, y en cualquier punto arriba de este nivel la presion
es menor que la atmosférica. (Price 2007)

C) Microorganismos presentes en aguas subterraneas.

Las primeras investigaciones microbiolégicas agua subterranea indican que los
procariontes fueron los microorganismos dominantes y que los eucariontes
pueden estar ausentes.

Mientras que la presencia de eucariontes es baja en sedimentos de los acuiferos,
hay evidencia de que en acuiferos contaminados por quimicos organicos, la
abundancia de eucariontes es mayor. En estudios recientes se ha reportado que
en acuiferos contaminados con hidrocarburos poliaromaticos, muestran un niumero
de protozoarios muy alto en la zona afectada, que fuera de esta. Esto fue
interpretado como un reflejo del alto crecimiento bacteriano en la zona
contaminada ya que las poblaciones significativamente altas de protozoarios se
deben a la disponibilidad de la depredacién bacteriana. En base a esto algunos
autores sugieren que el tamano de poblaciones de protozoarios pueden ser
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usadas como evidencia para indicar contaminacidn quimica en acuiferos.
(Chapelle, 1993)

IV. ANTECEDENTES

1)

2)

3)

4)

5)

Sinclair y Ghiorse en 1987 reportaron la presencia de protozoarios en
acuiferos de Lula, Oklahoma. La mayoria de las muestras a 8 metros de
profundidad tenian menos de 0.2 protozoarios/g de sedimento seco. En
muestras de grava a una profundidad de 7.5 metros exhibieron de entre 2 a
5 protozoarios/g de sedimento seco. Cabe mencionar que la presencia de
protozoarios en el suelo superficial de estos sitios mostro una cantidad de
entre 102 a 106 células por gramo de sedimento seco.

Novarino et al., en 1997. Realizaron una revision sobre el estudio sobre
comunidades de protozoarios en acuiferos. Donde mediante distintas
hipétesis destacan la importancia de estas comunidades microbianas en
acuiferos, como; las diferencias del comportamiento en la navegacion
acuatica entre flagelados, heterogeneidad en la alimentacion vy
diferenciacion en nichos, implicando que flagelados que se alimentan de
bacterias juegan un papel importante en el control de densidades
bacterianas. Y que los flagelados que se alimentan de bacterias de
componentes organicos degradados, tienen un efecto indirecto sobre el
total de las tasas de biodegradacion.

Ramirez et al. en 2006. En un acuifero contaminado organicamente
encontraron 289 aislamientos de AVL de los géneros: Acanthamoeba
(67.3%), Echinamoeba (3.1%), Hartmannella (13.5%), Mayorella (5.5%),
Platyamoeba (2.3%), Vahlkampfia (4.5%), Vannella (3.4%), and Vexillifera
(0.3%). Sugiriendo que la prevalencia de Acanthamoeba en el agua
subterranea se debe a la estructura de la pared del quiste. Del género
Acanthamoeba el 6.5% fueron patdégenas en ratones, 64.5% no fueron
patogenas y el 29% fueron invasoras pero no provocaron la muerte en
ratones.

Campos en 2007. Analizo la distribucion temporal de amibas de vida libre
en dos manantiales del acuifero del Valle de Cuernavaca Morelos.
Encontrando un mayor numero de amibas en los meses de Mayo, Junio y
Julio, presentandose un decremento en los meses anteriores vy
posteriormente a este periodo. Se obtuvieron amibas de los géneros:
Hartmannella, Naegleria, Vannella, Vahlkampfia, Rosculus, Dactylamoeba,
Platymoeba y Filamoeba.

Limoén en 2007. Realizo un estudio sobre la caracterizacion de amibas de

vida libre presentes en el agua subterranea del acuifero de Zacatepec,
Morelos. Encontrando que Hartmannella vermiformis fue la mas frecuente
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6)

7)

8)

9)

con 41.50%, seguidas de Guttulinopsis nivea con 0.68%, Mayorella cultura
con 0.68%, Vannella cirrifera con 0.68%, Vannella platypodia con 0.68% y
Vannella lata con 0.68%. de las amibas con potencial patégeno se
encontraron Acanthamoeba polyphaga (6.80%) y Acanthamoeba royreba
(2.04%).

Beltran en 2008. Determinaron las amibas de vida libre de los pozos del
acuifero de Cuernavaca, Morelos. Encontrando 19 especies pertenecientes
a 14 géneros; Hartmannella, Naegleria, Vannella, Vahlkampfia, Rosculus,
Platyamoeba, Thecamoeba, Vexillifera, Nuclearia, Stachyamoeba,
Echinamoeba, Guttulinopsis, Cochliopodium y Acanthamoeba; siendo
Hartmannella el que se presento con mayor frecuencia con sus dos
especies: Hartmannella vermiformis con el 24% y H. cantabrigiensis con el
13%.

Vicente en 2009. Analizo la distribucidon temporal y espacial de amibas de
vida libre presentes en pozos de la zona suroeste del acuifero de
Zacatepec, Morelos. Reportando 21 diferentes especies de AVL en 16
géneros. El pozo con mayores aislamientos fue Tlalquitenango con 25,
mientras que Tequesquitengo presento el menor numero de aislamientos
con 18. El mes con mayor numero de aislamientos fue diciembre con 13
mientras abril presento solo 3. El género encontrado con mayor frecuencia
fue Hartmannella (33.65%) y los de menor frecuencia fueron Vahlkampfia,
Thecamoeba, Stachyamoeba, Tetramitus, Saccamoeba, Echinamoeba,
Vannella, Mayorella, y Acanthamoeba (0.96%) de las cuales con potencial
patdgeno se encontraron Acanthamoeba polyphaga y Acanthamoeba
royreba. También se encontré con baja frecuencia a Naegleria sp.

GOomez en 2009. Caracterizo amibas de vida libre presentes en agua
subterranea del acuifero de Cuautla, Morelos, reportando AVL presentes en
los 9 pozos muestreados donde Hartmannella presento la mayor frecuencia
(49%). De los géneros encontrados Hartmannella, Vahlkampfia, y Vannella
han sido asociados a casos de meningoencefalitis y queratitis aunque no se
ha comprobado su patogenicidad.

Ramirez et al. en 2009. Realizaron estudios sobre la calidad microbioldgica
del acuifero de Zacatepec, Morelos. Reportando que todos los pozos
presentaron contaminacion por coliformes totales, en cambio, los coliformes
fecales estuvieron ausentes en cuatro de los pozos muestreados. Se
detectaron amibas de vida libre en todos los pozos, se observaron los
numeros mas altos en diciembre y enero y el mas bajo en abril. Se aislaron
22 especies pertenecientes a 16 géneros; el mas frecuente fue
Hartmannella con 38 %. De las amibas patogenas, se detectd
Acanthamoeba, pero con baja frecuencia (6.7 %).
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V. AREA DE ESTUDIO

e | ocalizacion.

El acuifero de Tepalcingo-Axochiapan se ubica en la porcion oriente del Estado de
Morelos, que tiene sus limites al Norte con el flanco Sur del volcan Popocatepetl,
al Oeste con la sierra de Huautla, al Este con pequenas elevaciones o lomerios
derivados de la prolongacién del volcan Popocatepetl y al Sur con su zona de
descarga que confluye con el rio Nexapa.

El acuifero de Tepalcingo-Axochiapan colinda en la porcién Norte con la Cuenca
Hidrolégica del Valle de México, Al Oeste con el acuifero de Cuautla-Yautepec en
el estado de Morelos; al Este con el acuifero de Atlixco-l1zicar de Matamoros en el
Estado de Puebla y al Sur con la cuenca del rio Nexapa, en los limites de los
estados de Morelos y Puebla (Figura 3).

Su zona de recarga se ubica en la porcion Norte, denominada como “Barranca
Amatzinac”, que comprende los municipios de Tetela del Volcan, Zacualpan,
Temoac, Jantetelco y Jonacatepec. El valle o zona de explotacion se ubica
principalmente en los municipios de Jantetelco, Jonacatepec, Tepalcingo y
Axochiapan.

La captacién y derivacion de las aguas de la Barranca Amatzinac y de los rios San
Francisco principalmente, se realiza a través de obras de captacion, presas
derivadoras y de almacenamiento, respectivamente, en la Barranca de Amatzinac
la captacion y conduccion es a través de mangueras de PVC, en las presas
derivadoras y de almacenamiento la conduccién es en canales revestidos
(principales) y los laterales en tierra (CONAGUA, 2002).
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Figura 3. Localizacién del acuifero de Tepalcingo-Axochiapan.

e Hidrografia.

Determinado por factores geomorfolégicos, la red hidrografica del acuifero de
Tepalcingo-Axochiapan define un arreglo muy particular, en donde en la ladera del
volcan presenta un arreglo hidrografico de tipo radial, para pasar en la ladera al
tipo dendritico en donde la direccién preferencial es Norte-Sur, como lo atestiguan
los colectores de la zona, la barranca Amatzinac, el rio Tepalcingo y San
Francisco en Morelos y el rio Nexapa en Puebla, afluentes del rio Atoyac,
pertenecientes al sistema hidrologico del Rio Balsas.

Region Hidroldgica.

De acuerdo a la regionalizacion de la CNA, el acuifero de Tepalcingo-Axochiapan
se ubica en la Region Hidrolégica No. 18, Rio Balsas, que incluye parcialmente a
los estados de Jalisco, Michoacan, Guerrero, México, Oaxaca, Puebla, Tlaxcala,
Veracruz, Distrito Federal y la totalidad del estado de Morelos, a su vez esta
region se divide en las subregiones del Alto, Medio y Bajo Balsas (Figura 4.).
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Figura 4. Region hidroldgica numero 18 de Tepalcingo-Axochiapan

Subreqion.
La subregidén donde se localiza el acuifero de Tepalcingo-Axochiapan, es la del

Alto Balsas, la cual incluye las cuencas de Amacuzac, Alto y Bajo Atoyac, Cuenca
Cerrada de Oriental, Nexapa, Mixteco y Tlapaneco (Figura 4 ).

Cuenca

En la porcion poniente de la cuenca del rio Nexapa se ubica el acuifero de
Tepalcingo-Axochiapan (Figura 4). Las subcuencas que se incluyen en esta
cuenca hidrografica son: Tepalcingo y Amatzinac.

Subcuenca

El acuifero de Tepalcingo-Axochiapan incluye parcialmente a las subcuencas de el
rio Amatzinac y Tepalcingo (Figura 4). La primera de ubica en la porcion central y
la segunda al poniente. Los rios Amatzinac y Tepalcingo nacen en las
estribaciones del Volcan Popocatépetl, el cual forma parte de la Sierra Nevada, el
rio o barranca Amatzinac nace en las inmediaciones del poblado de Tetela del
Volcan, producto de deshielos del mismo, siguen su curso Norte-Sur, bajando del
Volcan Popocatépetl, presenta escurrimiento perenne todo el afo. El rio
Tepalcingo se forma a la altura del poblado de Zacualpan y es de régimen
intermitente. De manera general los arroyos y barrancas de la regién son de
régimen intermitente. Casi no hay manantiales, el caso de los manantiales Termas
de Atotonilco se dan en la ladera del cerro Cuachi con el valle de Tepalcingo.
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Como algo excepcional se presenta en el manantial termal de Ixtlatala, el cual
aflora en la margen izquierda del rio San Francisco, en el valle de Tepalcingo-

Axochiapan.

Los pozos muestreados se localizaron dentro del area del acuifero de Tepalcingo-
Axochiapan en los municipios de Zacualpan de Amilpas, Jantetelco, Jonacatepec,
Tepalcingo y Axochiapan (Tabla 1, Figura 5).

POZO MUNICIPIO ALTITUD OBSRVACIONES
(m.s.n.m.)
1. Zacualpan Zacualpan de 1695.30 En una barranca, zona con mucha
Amilpas ' vegetacion silvestre
2. Amayuca Jantetelco 1451 88 Dlentr.o de una zona Urbana
céntrica, al lado de un mercado
3. Balneario las Pilas En la entrada principal de un
Jonacatepec 1372.27 balneario, rodeado de dreas
verdes
4. Manantial del Manantial de agua termal, el agua
Balneario Las Telpancingo 1253.45 llena las albercas del balneario.
Termas
5. Elvergel En un predio a 20m de Ia
Telpancingo 1253.17 carretera, rodeado de muchos
arboles
6. Telpancingo Telpancingo 1178.78 Cerca de la carretera dentro de
una zona urbana rodeado de casas
7. Quebrantadero Dentro de una zona Urbana al lado
Axochiapan 1043.71 del palacio municipal y de una
iglesia
8. Axochiapan En una zona semi-drida poca
(Pajaritos) Axochiapan 1039.85 vegetacidn, muy alejada de la zona
urbana
9. Balneario Aurora Es un pozo abierto dentro de un
Axochiapan 1018.00 balneario rustico, cerca de la

carretera rodeado por drboles
frutales.

Tabla 1. Descripcion de los pozos muestreados
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Fotografia 4. Manantial del Balneario Las Fotografia 5. Pozo El Vergel
Termas

Fotografia 8. Pozo Axochiapan (Pajaritos) Fotografia 9. Pozo Balneario Aurora



VI. JUSTIFICACION

El agua es el elemento mas importante para cubrir las necesidades vitales de los
organismos, y su disponibilidad ha ido limitdndose, debido al mal uso e incremento
de la poblacién humana. Por lo tanto, la necesidad de este recurso es cada dia
mayor y por esta razon es de gran importancia controlar la potabilidad de esta.

Los mantos acuiferos subterraneos, representan una reserva muy importante de
agua dulce para consumo humano, por lo que el uso y la explotacion de estos ha
aumentado cuantiosamente a pesar de que todavia no se sabe a profundidad
como funciona su geologia y su biologia.

Por otra parte la microbiologia en aguas subterraneas es también una de las
menos estudiadas en comparacion con la de otros ambientes acuaticos, y mas
aun tratandose de Amibas de Vida Libre que representen un potencial patégeno
para humanos y animales.

El interés sobre la patologia de AVL se ha incrementando considerablemente,
como lo muestran los numerosos estudios que se han hecho en los ultimos 20
afos, documentando la importancia de las AVL en la salud humana (Khan, 2006).
Sin embargo, la ecologia de estas en muchos ambientes naturales, ha sido
escasamente investigada, en especial la de los sistemas acuaticos y mas aun los
subterraneos

Es por eso que este trabajo contribuira al conocimiento de la ecologia de estos
organismos y su distribucién en los mantos acuiferos.

VIl.  OBJETIVOS

General

Determinar la riqueza especifica de las amibas de vida libre presentes en el
acuifero de Tepalcingo Axochiapan en el estado de Morelos.

Especificos
1. Determinar la distribucién espacial y temporal de las amibas de vida libre.

2. Relacionar la amibas de vida libre con los parametros fisicoquimicos:
temperatura, oxigeno disuelto, pH y sdélidos disueltos.
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VII.  MATERIAL Y METODOS

I. Trabajo en campo

Se realizaron seis muestreos durante un ano en nueve pozos localizados en
acuifero de Tepalcingo-Axochiapan en el estado de Morelos (Figura 5).

Para la determinacion de amibas de vida libre, se recolectaron 1000 ml de agua
subterranea en envases esterilizados y se transportaron al laboratorio de
Microbiologia Acuatica del Proyecto de Conservacion y Mejoramiento del
Ambiente de la UIICSE a temperatura ambiente para evitar cambios en la
estructura de la amibas. Los pozos muestreados se encuentran en uso para
consumo de agua potable o para uso recreativo, por lo que estan entubados y las
muestras se tomaran de la valvula que esta antes de la cloracién (Fotografias 1 a
9).

En el sitio se midieron los siguientes parametros fisicoquimicos: pH (potencidometro
HANNA Instruments HI 8314), oxigeno disuelto y temperatura (Oximetro YSI
Modelo 51-b). El andlisis de parametros de solidos disueltos se realizo por la
técnica de Filtracién con membrana, por miembros del Area de Calidad del Agua.

[I. Trabajo de laboratorio

¢ Aislamiento y cultivo de AVL.

Las muestras de 1000 ml se filtraron a través de membranas Millipore de 1.2 ym
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 (Limén, 2007). Las placas se incubaron a 30°C y
se revisaron después de ocho dias para detectar el crecimiento amebiano usando
un microscopio invertido marca Zeiss.

La identificacion de las amebas se realizo tomando en cuenta las caracteristicas
morfologicas tanto de la fase tréfica como quistica, observando preparaciones en
fresco al microscopio de contraste de fases marca Zeiss, a 400x y 1000x,
siguiendo las claves taxonémicas de Page (1988).

e Andlisis estadistico.

Para relacionar los parametros fisicoquimicos (pH, oxigeno disuelto, temperatura y
sélidos disueltos) con la presencia de amebas se utilizo el analisis de Coeficiente
de Correlacion Lineal Producto-Momento de Pearson, el cual proporciona una
medida de la asociacién lineal entre las variables, los valores de la correlacién
estan entre -1 y +1. Si las variables estan perfectamente asociadas, entonces el
coeficiente de correlacién sera de 1 o -1, si por el contrario, las variables no estan
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asociadas, entonces el coeficiente tendra un valor cercano a cero. Se considera
que existe relacidn cuando el valor es superior a 0.811 6 — 0.811 (Duran et al.,
2003).

RIQUEZA ESPECIFICA DE
AMIBAS DE VIDA LIBRE EN EL
ACUIFERO DE TEPALCINGO-

AXOCHIAPAN, MORELOS.

A

Trabajo de campo

A

Seis muestreos durante un

afo
Medicion de pardmetros Recoleccidn de 1000 ml
fisicoquimicos pH, O.D., y de agua subterranea
Temperatura °C
|

A

Trabajo en laboratorio

A

Filtracion del agua recolectada a través de
membranas Millipore de 1.2 um de poro

A

Cultivo en NNE e incubacién a 30°C

A

Identificacion con claves taxondmicas de Page (1988)

A

Analisis estadistico de Pearson

Figura 6. Diagrama de flujo empleado para la caracterizacién de AVL.
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IX. RESULTADOS Y DISCUCION

Presencia de AVL en los pozos.

En la tabla 2 se observa la presencia y ausencia de amibas de vida libre en los
nueve pozos muestreados durante el periodo de estudio, el cual se dividido en 6
muestreos. Se observo una presencia constante de las amibas en todos los pozos,
en casi todos los meses; solamente estuvieron ausentes en un muestreo en los
pozos Tepalcingo, El Vergel y Axochiapan (Pajaritos).

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; Limén, 2007; Beltran, 2008; Gomez,
2009; Vicente, 2009).

Pozos 1 2 3 4 5 6
(Jun 2009) | (Agt2009) | (Oct2009) | (Dic 2009) | (Abr2010) | (Jun 2010)
1 Zacualpan + + + + + +
2 Amayuca + + + n/m + +
3 Balneario Las Pilas + + + + + +
4 Manantial Balneario Las termas + + + + + +
5 El vergel - + + + + +
6 Tepalcingo + + - + + +
7 Quebrantadero + + + + + +
8 Axochiapan (Pajaritos) - + + + + +
9 Balneario Aurora + + + + + +

*n/m: No muestreado; +: Presencia; -: Ausencia.

Tabla 2. Presencia y ausencia de Amibas de Vida Libre en el acuifero de Tepalcingo Axochiapan,
Morelos.

e Rigqueza especifica

Se encontraron 27 especies pertenecientes a 16 géneros, durante el periodo de
muestreo en el acuifero de Telpancingo-Axochiapan en Morelos, como se muestra
en la tabla 3. Esto casi coincide con lo encontrado en el acuifero de Cuautla-
Yautepec (Gomez, 2009), en donde se reporto 29 especies y 16 géneros. La
coincidencia casi total con este acuifero, probablemente se deba a que estos dos
acuiferos son vecinos y existe una relacion mas estrecha entre ellos que con los
otros dos del estado de Morelos (Figura 5) y a que el sistema de drenaje en esas
localidades es muy deficiente o inexistente lo que puede constituir una fuente de
contaminacion organica a través de la filtracion de agua de desecho hacia el agua
subterranea (Ramirez et al., 2009).
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El numero de especies fue alto en comparacién con los datos reportados por
Limén (2007) en Zacatepec (14 especies y 11 géneros) y Beltran (2006) en

Cuernavaca (20 especies y 13 géneros).

PHYLUM RHIZOPODA

ORDEN FAMILIA GENERO ESPECIE
lugdunensis
ACANTHAMOEBIDAE | Acanthamoeba fg"r':saaga
ACANTHOPODIDA .y -
triangularis
ECHINAMOEBIDAE E.chmamoeba S|Ivestr‘|s
Filamoeba nolandi
HIMATISMENIDA COCHLIOPODIIDAE Cochliopodium actinophorum
PARAMOEBIDAE Dactylamoeba stella
Mayorella cultura
cirrifera
lata
VANNELLIDAE Vannella m|r0|des.
platypodia
simplex
Platyamoeba placida
EUAMOEBIDA Vermamoeba vermiformes
HARTMANNELLIDAE limax
Saccamoeba -
stagnicola
guadriliniata
THECAMOEBIDAE Thecamoeba SII’T.1I|IS
striata
terricola
AMOEBIDAE Deuteramoeba algonquinensis
VEXILLIFERIDAE Vexillifera bacillipedes
Naegleria sp
VAHLKAMPFIDAE
SCHIZOPYRENIDA Vahlkampfia avara
GRUBERELLIDAE Stachyamoeba lipophora

Tabla 3. Riqueza especifica de Amibas de Vida Libre aisladas del acuifero de Tenancingo Axochiapan,

Morelos

Riqueza especifica por pozo

En las tablas 4 y 5 se muestra la riqueza especifica de amibas de vida libre en
cada uno de los pozos muestreados; donde se observa que el pozo Zacualpan
tuvo el mayor numero de especies (13); esto se pudo deber a que este pozo se
localiza en una barranca (Fotografia 1), en donde se vierten los desechos liquidos
de las casas aledafias, que se infiltran y contaminan el agua del pozo.
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Por el contrario, el pozo con el menor numero de especies fue Amayuca con 5
especies, esto probablemente se debié a que el pozo se localiza en una zona
urbana céntrica y pavimentada (Fotografia 2), lo que no favorece que haya
infiltraciones que lleguen al agua subterranea.

POZO (Jun 2009) (Agt 2009) (Oct 2009) (Dic 2009) (Abr 2010) (Jun 2010)
D. algonquinensis
V. vermiformes A. triangularis D. stella
Naeglen.a P V. vermiformes A poly.phaga V- vernfnf(.).rmes V. vermiformes V. vermiformes
Zacualpan P. placida Naegleria s V. vermiformes T. similis V. simolex E. silvestris
S. limax J P V. platypodia V. platyamoeba -simp '
T. similis V. bacillipedes
. . . E. silvestris
Amavuca V. vermiformes V. vermiformes V. vermiformes n/m V. platvoodia E. silvestris
v T. striata P. placida -platyp )
V. vermiformes .
. . V. vermiformes . .
Balneario Las S. stagnicola V. platvoodia V. bacillivedes V. vermiformes | V.vermiformes Naegleria s
Pilas T. striata -platyp ’ P V. miroides & P

C. actinophorum
V. vermiformes

M ial
anant.la V. vermiformes Naegleria sp V. vermiformes V. lata V. vermiformes V. vermiformes
Balneario Las L L - . .
V. bacillipedes T. similis V. bacillipedes V. platypodia Naegleria sp
Termas .
V. simplex
V. if
verm! grmes Naegleria sp F. nolandi
Naegleria sp - .
L V. bacillipedes o V. lata V. vermiformes
El Vergel (-) T. similis V. miroides
V. platypodia V. avara
oo V. bacilipedes
V. simplex
Tabla 4. Riqueza especifica de Amibas de Vida Libre de los primeros 5 pozos muestreados.
POZO (Jun 2009) (Agt 2009) (Oct 2009) (Dic 2009) (Abr 2010) (Jun 2010)
. V. vermiformes F. no!andl V. vermiformes
V. vermiformes L V. vermiformes .
. . Lo T. similis . Naegleria sp
Tepalcingo T. striata T. similis (-) . Naegleria sp
- T. terricola .
V. bacillipedes T. striata
V. avara
E. si i
S|Iv.estr|s A. royreba
. . V. vermiformes .
. V. vermiformes A. lugdunensis . V. vermiformes .
V. vermiformes . . P. placida . V. vermiformes
Quebrantadero - Naegleria sp V. vermiformes N T. striata L
V. bacillipedes L T. similis . V. bacillipedes
V. cirrifera - V. bacillipedes
V. bacillipedes
. A . . . V. if
Axochiapan ) T. similis V. vermiformes | V.vermiformes V. vermiformes vrrg:rligtr;nes
(pajaritos) V. platypodia S. lipophora V. bacillipedes
V. vermiformes T. mstriata
Naegleria s V. vermiformes | V.vermiformes Naegleria sp V. lata
Balneario g. - P Naegleria sp M. cultura Naegleria sp T. quadrilineata V. platypodia
T. similis - . . . L
Aurora T striata T. similis Naegleria sp V. platypodia V. miroides V. bacillipedes
’ V. platypodia V. bacillipedes V. platypodia
V. bacillipedes

Tabla 5. Riqueza especifica de Amibas de Vida Libre de los ultimos 4 pozos muestreados
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Como se observa en las tablas 4 y 5, la especie Vermamoeba vermiformes se
encontré en todos los pozos y en la mayoria de los meses muestreados,
aislandose en 37 muestras de las 54 analizadas.

De las especies aisladas en este estudio, es la primera vez que se reporta C.
actinophorum, D. algonquinensis, S. lipophora y T. similis en agua subterranea.

Frecuencia por Género

BAcanthamoeba
BMCochiopodium
mDactylamoeba
mDeutoramoeba
mEchinamoeba
mFilamoeba
W Vermamoeba
mMayorella
Naegleria
mPlatyamoeba
mSaccamoeba
B Stachyamoeba
Thecamoeba
mVahkkampfia
EVannella

mVexillifera

1% 204

Grafico 1. Frecuencia de los géneros de Amibas de Vida Libre aislados del acuifero

El grafico 1 muestra la frecuencia de los géneros de amibas de vida libre que
fueron encontrados en los nueve pozos durante el periodo de muestreo. Se puede
observar que el género Vermamoeba fue el que se presento con mayor
frecuencia (28%), esto coincide con lo reportado en los acuiferos de Cuernavaca,
Zacatepec y Cuautla (Limén, 2007; Beltran, 2008; Gémez, 2009; Vicente, 2009).
Amibas de este género se han aislado de varios casos de infeccion ocular y de un
caso de infeccién cerebral, pero en ninguno de ellos se pudo comprobar que
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fueron las causantes de las infecciones (Aitken et al., 1996; Dua et al., 1998; Inoue
et al., 1998; Centeno et al., 1996; Lorenzo et al., 2007).

El género Vannella fue el que siguié en frecuencia (16%), lo que también coincidio
con lo reportado en los otros acuiferos de Morelos y aunque esta amiba no se ha
reportada como patégena, también se ha encontrado asociada a infecciones
oculares (Scheid, 2007; Mitchel et al., 2010).

Los geéneros menos frecuentes fueron Cochliopodium, Dactylamoeba,
Deuteramoeba, Mayorella y Stachyamoeba con 1% cada uno. Ninguno de estos
generos ha sido reportado como patdégeno.

De los géneros reportados como patdégenos, se encontré Acanthamoeba, pero en
bajo porcentaje (3%), esto contrasta con lo reportado por Ramirez et al., 2006 en
el acuifero de Valle del Mezquital, en donde este género se presento con una
frecuencia de 67.3%. Esto se puede deber a que el quiste de Acanthamoeba es
muy resistente y puede soportar condiciones de mayor contaminacion organica
que otras amibas, como la que se presenta en el acuifero del Valle del Mezquital
(Ramirez et al., 2009).

Con respecto al género Naegleria, su frecuencia fue similar a la reportada en los
acuiferos de Morelos (Limén, 2007; Beltran, 2008; Gémez, 2009; Vicente, 2009).
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Frecuencia por Especie

HE. silvestris
HEspecies con el 1%
BF. nolandi
BV, vermiformes
ENaegleria sp
uT. similis
T, striata
mV. avara

V. bacillipedes
mV, lata
mV. miroides

V. placida

V. platypodia

V. simplex

Grafico 2. Frecuencia de Amibas de Vida Libre aisladas por Especie

*Especies con el 1%: Acanthamoeba lugdunensis, Acanthamoeba polyphaga, Acanthamoeba
royreba, Acanthamoeba triangularis, Cochliopodium actinophorum, Dactylamoeba stella,
Deuteramoeba algonquinensis, Mayorella cultura, Saccamoeba limax, Saccamoeba stagnicola,
Stachyamoeba lipophora, Thecamoeba quadrilineata, Thecamoeba striata, Vannella cirrifera.

La especie mas frecuente fue Vermamoeba vermiformes con 28%, que fue similar
a lo reportado en el acuifero de Cuernavaca (24%) (Beltran, 2008), pero menor a
lo reportado en el acuifero de Zacatepec (41%) (Limén, 2007; Vicente, 2009); ésta
especie fue la que se encontrd en el caso de encefalitis y probablemente fue la
que se encontrdé asociada a los casos de infeccion ocular (Aitken et al., 1996;
Centeno et al., 1996; Dua et al., 1998; Inoue et al., 1998; Lorenzo et al., 2007).

Las segundas especies mas frecuentes fueron Naegleria sp y Vexillifera
bacillipedes con 12% cada una. En cuanto a la especie de Naegleria,
probablemente fue N. gruberi, por las caracteristicas morfoldgicas de su quiste y la
temperatura de crecimiento, la cual no se ha reportada como patdégena, al igual
que V. bacillipedes.

Las especies menos frecuentes fueron catorce con 1% cada una, las cuales se
agruparon para evitar sobresaturacion en el grafico 2. En este grupo estuvieron las
especies de Acanthamoeba: A. lugdunensis, A. polyphaga, A. royreba y A.
triangularis; de la cuales solamente A. polyphaga se ha reportada como patdgena.
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Distribucion temporal

Comparando el numero de aislamientos de cada pozo a lo largo del tiempo, no se
observo una distribucion temporal similar entre ellos (Graficos 3 a 11); solamente
en el mes de abril-2010 tres pozos coincidieron con su mayor numero de
aislamientos: Amayuca, Tepalcingo y Balneario Aurora (Graficos 4, 8 y 11).
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Grafico 3. Distribucion temporal de Amibas de Vida Libre en el pozo Zacualpan
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Grafico 4. Distribucion temporal de Amibas de Vida Libre en el pozo Amayuca

*Diciembre no se muestreo por problemas técnicos
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BALNEARIO LAS PILAS

Aislamientos
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Grafico 5. Distribucidon temporal de Amibas de Vida Libre en el pozo del Balneario Las Pilas

MANANTIAL BALNEARIO LAS TERMAS

@ Aislamientos

II-IIE

Jun(2009)  Agt(2009)  Oct(2009)  Dic(2009)  Abr(2010)  Jun(2010)

Grafico 6. Distribucion temporal de Amibas de Vida Libre en el Manantial del Balneario Las
Termas
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EL VERGEL
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Grafico 7. Distribucion temporal de Amibas de Vida Libre en el pozo El vergel
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Grafico 8. Distribucion temporal de Amibas de Vida Libre en el pozo Tepalcingo
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QUEBRANTADERO
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Grafico 9. Distribucidon temporal de Amibas de Vida Libre en el pozo Quebrantadero
AXOCHIAPAN (PAJARITOS)
3.5
3

w 2.5
S
g 2
E 1.5
<

0.5 . .

0]

Jun(2010)

Grafico 10. Distribucién temporal de Amibas de Vida Libre en el pozo Axochiapan
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BALNEARIO AURORA
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Aislamientos

Grafico 11. Distribucion temporal de Amibas de Vida Libre en el pozo del Balneario Aurora

Tomando en cuenta el numero de aislamientos totales en cada mes (Grafico 12),
se puede observar que en el mes de abril-2010 se obtuvo el mayor numero de
aislamientos (25), seguido cercanamente por los meses de Agosto-2009 y
Diciembre-2009 con 24 aislamientos cada uno. EI mes de Diciembre se ha
reportado también como el de mayor numero de aislamientos en los acuiferos de
Cuautla y Zacatepec en Morelos (Gémez, 2009; Vicente 2009) y en el acuifero del
Valle de Mezquital en Hidalgo (Ramirez et al., 2006). Lo anterior llama la atencion,
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 del ambiente por lo que las amibas se pueden
presentar en cualquier temporada del afio (Ramirez et al., 2009).

DISTRIBUCION TEMPORAL
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Grafico 12. Distribucion temporal total de Amibas de Vida Libre
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Distribucion Espacial

En los graficos 13 a 18 se presenta la distribucién espacial de las AVL en cada
muestreo. En general se puede decir que el numero de aislamientos encontrado
en cada pozo fue bajo. Los pozos Zacualpan (Graficos 13, 15y 16) y Balneario
Aurora (Graficos 15, 17 y 18) tuvieron el mayor niumero de aislamientos en tres de

los seis meses muestreados.

Distribucion espacial 1er. bimestre (Junio 2009)
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Grafico 13. Distribucion espacial de Amibas de Vida Libre en el mes de Junio del 2009.

Distribucion espacial 2do. bimestre (Agosto 2009)
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Grafico 14. Distribucion espacial de Amibas de Vida Libre en el mes de Agosto del 2009.
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Distribucion espacial 3er. bimestre (Octubre 2009)
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Grafico 15. Distribucidn espacial de Amibas de Vida Libre en el mes de Octubre del 2009.

Distribucion espacial 4to. bimestre (Diciembre 2009)
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Grafico 16. Distribucion espacial de Amibas de Vida Libre en el mes de Diciembre del 2009.
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Distribucion espacial 5to. bimestre (Abril 2010)
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Grafico 17. Distribucion espacial de Amibas de Vida Libre en el mes de Abril del 2010.

Distribucion espacial 6to. bimestre (Junio 2010)
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Grafico 18. Distribucion espacial de Amibas de Vida Libre en el mes de Junio del 2010.
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Con respecto a la distribucion espacial global se observo que pozo del Balneario
Aurora presento el mayor numero de aislamientos (23), seguido por el pozo
Zacualpan con un total de 21. Esto se pudo deber a que el pozo del Balneario
Aurora esta abierto (Fotografia 9) y se encuentra dentro de un balneario rustico
rodeado por arboles frutales, lo que permite que este expuesto a la contaminacion
por suelo y aire. El pozo Zacualpan también esta expuesto porque se localiza en
una barranca (Fotografia 1), en donde se vierten los desechos liquidos de las
casas aledafias, que se infiltran y pueden contaminar el agua subterranea.

El pozo que presento el numero mas bajo de aislamientos fue Amayuca con 8,
esto probablemente se debid a que el pozo se localiza en una zona urbana
pavimentada con servicio de drenaje (Fotografia 2), lo que evita que los desechos
puedan contaminar el agua subterranea.

DISTRIBUCION ESPACIAL
25
8 20 -
fer)
g 15 -
E 10
0 hY
£ F & & E S
8 & @ X & & ° \a
AP A2 0 N\ X &7 \Q £°
& & o~ & &
v+

Grafico 19. Distribucion espacial de Amibas de Vida Libre anual en los nueve pozos del
acuifero de Tenancingo Axochiapan, Morelos.
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e Parametros Fisicoquimicos

Temperatura

En el grafico 20 se muestra la temperatura promedio registrada en los 6
muestreos, se observé una oscilacion de entre 24 a 33°C, siendo Agosto uno de
los meses con la mayor temperatura registrada (33°C). Esto favorecié que se
tuviera uno de los mayores numeros de aislamientos. Esto concuerda con lo
mencionado en las referencias, en el sentido de que las temperaturas altas son un
ambiente favorable para las amibas patégenas (Zaragoza, 1994).

Es de llamar la atencidén que octubre que tuvo la misma temperatura promedio que
Agosto, presento el numero de aislamientos mas bajo y Diciembre, el mes con la
temperatura promedio mas baja (24°C), tuvo un numero de aislamientos
relativamente alto. Lo anterior se puede deber a que las amibas presentan una
fase de resistencia que les permite soportar diferentes condiciones ambientales
(Bonilla et al., 2004).
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Grafico 20. Valores de temperatura promedio en cada mes muestreado

En general los nueve pozos muestreados estuvieron en un intervalo de 23.3 a
32°C, a excepcion del Balneario las Termas donde la temperatura promedio fue de
35.4 °C (Grafico 21), pero a pesar de esto, no presento el mayor numero de
aislamientos amibianos.

Los valores de temperatura mas bajos se registraron en Zacualpan y Amayuca
con 23.3°C y 24°C respectivamente. En el caso de Amayuca si correspondio al
numero de aislamiento mas bajo, pero no en el caso de Zacualpan, donde se
encontré el segundo numero de aislamientos mas alto. Confirmando que las AVL
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pueden presentarse a diferentes temperaturas, debido a la formacién del quiste,
que es una estructura de resistencia (Bonilla et al., 2004)
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Grafico 21. Valores promedio de temperatura en cada pozo muestreado

El pH se encontré alrededor de la neutralidad en un intervalo de 6.83 a 7.09, a
excepcion del mes de Diciembre, en donde se registro el valor mas bajo (6.2)
(Grafico 22). Estos valores estuvieron dentro del intervalo reportado para la
presencia de AVL (Bonilla et al., 2004).
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Grafico 22. Valores de pH promedio en cada mes muestreado

En el grafico 23 se observa que el pH no vari6 mucho en los pozos, oscilando de
6.0 a 7.5, a excepcion de Amayuca que tuvo un valor ligeramente mas bajo (5.86),
coincidiendo que en este pozo se encontré el numero de aislamientos mas bajo.
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Grafico 23. Valores promedio de pH en cada pozo muestreado

Se observé un comportamiento variable del oxigeno disuelto durante el periodo de
muestreo, en un intervalo de 2.9 a 4.83 mg/L. Los valores mas altos se registraron
en los meses de Junio 2009 y Abril con 4.83 y 4.61 mg/L respectivamente y el

valor

mas bajo para Agosto con 2.86 mg/L (Grafico 24). Este parametro también

estuvo en el rango adecuado para la presencia de las amibas de vida libre (Bonilla

et al.,

2004).
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Grafico 24. Valores de oxigeno disuelto promedio en cada mes muestreado

También se observé un comportamiento variable del oxigeno disuelto en los

pozo

s, presentando Amayuca el valor promedio mas alto (9.4 mg/L), pero presento

el numero de aislamientos mas bajo. El Balneario las Termas presento el valor
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mas bajo (1.98 mg/L), los demas pozos oscilaron entre 2.78 mg/L a 5.53 mg/L
(Gréfico 25).
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Grafico 25. Valores promedio de oxigeno disuelto en cada pozo muestreado

En el grafico 26 se observan los valores promedio de los soélidos disueltos (sales
disueltas). Abril fue el mes con el valor mas alto (670 mg/L), coincidiendo con el
numero de aislamientos amibianos mas alto (25). Sin embargo, Junio 2009 que
tuvo el valor mas bajo (639.5 mg/L), también presento un alto numero alto de
aislamientos (24). Esto tal vez de debid a que entre el valor mas alto y el mas bajo
no hubo una gran diferencia.
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Grafico 26.Valores de sélidos disueltos promedio en cada mes muestreado
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En el grafico 27 se observa que los pozos se agruparon en dos grupos con
respecto a los solidos disueltos, el primero con valores promedios altos de 556
mg/L a 893.3 mg/L, integrado por El Vergel, Tepalcingo, Quebrantadero,
Axochiapan y Balneario Aurora y el segundo con valores mas bajos de 297.8 mg/L
a 352.16 mg/L, formado por Zacualpan, Amayuca y Balneario Las Pilas. El unico
pozo que no estuvo en estos grupos fue El Balneario Las Termas, porque
presento un valor promedio de 1198.33 mg/L.
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Grafico 27. Valores promedio de sdlidos disuelto en cada pozo muestreado
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e Analisis estadistico.

En el analisis de Pearson, para que exista una relacion estadisticamente
significativa el valor debe de ser superiora 0.811 6 — 0.811 (Duran et al., 2003).

En la tabla 6, se muestran los resultados obtenidos para cada pozo respecto a la
relacion de los parametros fisicoquimicos y el numero de aislamientos amibianos.
Se encontraron solamente tres relaciones de las amibas con el pH, una relacion
directa en los pozos de Balneario Las Termas y Amayuca y una relacion inversa
en el pozo Quebrantadero.

Analisis de Coeficiente de Correlacién Lineal Producto-Momento de Pearson

Parametros Fisicoquimicos.

Pozos
Temp. C pH 0. D. (mg/L) S. D. (mg/L)
1 Zacualpan -0.385854085 | -0.424385655 | 0.127322054 | -0.135095594
2 Amayuca 0.765117903 | 0.829610002 | -0.061025368 | -0.405005182

3 Balneario Las Pilas

0.127314474

0.063156801

0.144623102

-0.518758915

4 Manantial Balneario Las
Termas

0.18039125

0.855920985

-0.191445541

0.005960517

5 El vergel -0.151528922 | 0.30925661 | -0.489187632 | 0.690821854
6 Tepalcingo -0.576330191 | -0.414002329 | 0.419440113 | 0.525337291
7 Quebrantadero -0.553126575 | -0.86223202 | 0.477618414 | 0.216870926
8 Axochiapan (pajaritos) | 0.209358947 | -0.516794663 | -0.258254002 | -0.611654817
9 Balneario Aurora -0.766241095 | -0.64546557 | 0.452857789 | 0.529290199

Tabla 6. Analisis de Coeficiente de Correlacidn Lineal Producto-Momento de Pearson.
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. CONCLUSION.

La presencia de amibas de vida libre no patdgenas, no representa peligro
para la salud, pero en el caso de la presencia de las amibas de los géneros
Vermamoeba, Vahlkampfia y Vannella, en donde existe sospecha que
pueden causar enfermedades y sobre todo la de A. polyphaga, es una
llamada de atencion para tener precauciéon en el uso del agua y no
descuidar su desinfeccion.

Los resultados de esta investigacidon, en donde se encontraron amibas de
vida libre en todos los pozos, aunque en numeros bajos, confirma que los
microorganismos pueden estar presentes en el agua subterranea.

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, que da lugar a fugas 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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