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RESUMEN

El agua subterranea del Valle del Mezquital, Hidalgo, México se analizo durante nueve
meses con el objeto de determinar la presencia de amebas de vida libre (AVL), realizar la
identificacién morfologica, establecer la distribucion estacional y espacial, asi como el
potencial patogeno de las amebas presentes en el acuifero. Las muestras de agua se tomaron
en seis pozos a dos profundidades con un muestreador Byle, s¢ concentraron por
centrifugacion sembrindose en medios especificos para el crecimiento de las AVL, las
amebas aisiadas se identificaron por morfologia, las especies del género dcanthamoeba se
inocularon por via intranasal cn ratones para probar su patogenicidad.

Se obtuvieron 289 cepas amebianas pertenecientes a § géneros y 32 especies. De las
pruebas de patogenicidad realizadas a las 17 especies aisladas del género Adcanthamaeba
gnicamente seis especies resuftaron patdgenas (4. culbertsoni, A. rhysodes, A. royreba A
lenticuluta, A. polyphaga, A. maurilaniensis) y las restantes resuitaron invasivas atacando
principaimente putmén, higado, rifion y cerebro. dcanthamoeba fue el genero que se aislé
con mayor frecuencia en los seis pozos. En relacién a la distribucion espacial el mayor
nimero de aislamientos se dic en el pozo Exhacienda de San José Baxay. Con respecto a la
distribucién estacional el mayor nimero de aislamientos se presentd en la estacion de
lluvias, aunque estadisticamente no existié una diferencia significativa entre el nimero de
aislamientas obtenidos en la estacion de uvias ¥ ¢l regisirado durante {a estacidn de secas.

La presencia de Acanthamoeba en el agua subterrdnea del Valle del Mezquitai, representa
un riesgo para la salud piiblica, debido a que algunas especies resultaron patégenas v otras
mas fueron invesivas, siendo ésto un factor de riesgo importante para las personas con
defensas debifitadas o inmunosuprimidas.

Este estudio demuestra la presencia de AVL en el acuifero del Valle del Mezquital, lo que
representa un peligro potencial ya que dicho acuifero se usa para suministro de agua
potable (de mds de 500,000 habitantes) ¥ con fines recreativos. Esta es Ia primera vez que
se informa en México acerca de la presencia de amebas de vida libre patégenas v no
patégenas en aguas subterréneas.



INTRODUCCION

El agua desempena un papel vital en el desarrollo de la vida, ya que absorbe las radiaciones
calorificas manteniendo una temperatura que hace posible el equilibrio de la humedad en el
planeta, tambign es formadora de suelos, habitat, medio de transporte y fuente de alimento
para una gran variedad de organismos incluyendo al hombre {Casanelles, 1983; Gutiémez,
1997). E} abasto fijo mundial de agea en todas sus formas (vapor, liquido, solido) es
enorme, sin embargo el 95% del agua de la tierra es salada y sélo un 5% esta disponible
para nosotros como agua dulce, y de estd el 29.9%, casi la tercera parte del agua duice total
de la tierra, es agua subterranea (UNICEF, 1998),

El agua subterrdnea es la parte del ciclo hidrologico que se encuentra, en el subsuelo, ya
que por la fuerza de gravedad una parte de ta precipitacién que cae sobre la tierra (en forma
de lluvia, nieve, neblinas ¥ heladas), y el agua sobrante de las aguas superficiales (como
son rios, lagos, corrientes efc.), penetra en la capa vegetal, se infiltra y fluye a través de las
particulas de tierra, arena, grava, o por las grietas de las rocas; el agua llena los pequefios
huecos gue hay en los materiales que constituyen el subsuelo. A esto se llama suelo o Zona
no saturada, porque no se observa completamente llena de agua, mientras que la zona que
esti saturada es aquella en la que ¢l suelo se encuentra leno de agua y alimenta las
cotrientes subterrineas formando tos acuiferos (Guzmén, 1996).

México retine caracteristicas geograficas, orogréficas y climaticas que propician la
existencia de grandes 4reas en donde la precipitacién es muy escasa, lo que hace que
existan muy pocos y mal distribuidos recursos hidricos superficiales, por lo gue se tiene que
recurrir al uso del agua subterrdnes (Morales, 1990). Esta se ha aprovechado en nuesiro
pais desde tiempos prehispanicos, pero desde hace varios afios presenta serios problemas de
contaminacién (Arreguin, 1998).

Aunado a esto, el continuo y progresivo aumento en la extraccién del agua subterrinea ha
dado lugar a fallas y fracturas del terreno, lo que aumentz el riesgo de contaminacién de los
acuiferos; asi como la migracion o mezcla de aguas de mala calidad que incorporan
elementos contaminantes (metales pesados, bacterias, protozoos, virus, helmintos, desechos
industriales y domésticos, fertilizantes, plaguicidas, etc.) e infiltracién de aguas residuales
(Cuadra, 1992; Alfaro, 1998; Arreguin, 1998). México utiliza mas de la tercera parte del
total del agua subterrinea en actividades agricolas, una quinta parte de la misma se emplea
para abastecimiento de agua en poblaciones urbanas y rurales siendo de estas ditimas la
principal fuente de abastecimiento de agua, y con frecuencia la unica (Morales, 1990;
Arreguin, 1998).

En las aguas naturales se presentan microorganismos, tales como protozoos, dentro de este
conjunto de organismos unicelulares se encuentran las amcbas de vida libre (A VL) (Barnes
y Ruppert, 1996), algunas de las cuales ocasionan enfermedades tanto a humanos como a
animales; tales como rinitis, infecciones en la piel, rifon, higado, queratitis amebiana,
meningoencefalitis amebiana primaria (MAP), y encefalitis amebiana granulomatosa
(EAQ), siendo estas dos aitimas mortales para el ser humano (Biddick er al, 1984; Bonilla
¥ Ramirez, 1993; Martinez y Visvesvara, 1997),



La distribuci6n geogréfica de las AVL. es cosmopolita (Martinez y Visvesvara, 1997), se les
puede encontrar practicamente en todos los ambientes; se han aislado de agua dulce, agua
de mar, sedimentos del océano, albercas, cuerpos de aguas termales, agua residual, agua
mineral embotellada, aguas calentadas por fuentes industriales, tinas de fistoterapia, tomas
de agua domésticas, sistemas de ventilacidn, aire acondicionado, suelo, composta, y en la
atmosfera (Rivera et al., 1987; Bottone, 1993; Bonilla, 2000).

El ciclo de vida de las AVL consiste en dos estados: una forma activa que se alimenta y
reproduce, llamada trofozoito y una forma inactiva de resistencia para protegerse de los
cambios ambientales, falta de alimento y otros factores adversos, llamada guiste (John,
1993; Marciano ef al., 2000). Las AVL pueden ser diseminadas en el ambiente adheridas a
particulas de polvo o vigjar solas (Lawande er al.,1979; Lawande, 1983), Ia lluvia y el
viento pueden transportar dichos organismos de un nivel atmosférico a otro (Magarvey y
Hoskins, 1968), ademés de que estos microorganismos regresan a la tierra con las luvias y
el aire frio (Gislen, 1948).

Dada la importancia del agua subterrdnea en México tanto para fines agricolas como de
abastecimiento y consumo humano (Morales, 1990), principalmente en zonas rurales
(Arreguin, 1998), donde la precipitacién en ocasiones es muy escasa, y existen pocos
recursos hidricos superficiales, se tiene que recurrir al uso def agua subterrinea como
principal fuente de abastecimiento, para satisfacer las necesidades crecientes de agua para
todo tipo de actividades de las poblaciones, y prioritariamente para abasiecimiento de
aquellos municipios localizados en #reas 4ridas y semidridas donde las actividades
preponderantes son de tipa agricola y el agua subterrénea constituye su principal fuente de
abastecimiento. Tal es el caso del Valle del Mezquital una de las zonas agricolas mas
importantes en ¢l estado de Hidalgo, donde desde hace mas de 100 aflos, ademés del agua
subterrdnea se han empleado aguas negras crudas provenientes de Valle de México para
riego de cultivos; io anterior, aunado a la sobre explotacién del agua subterrinea, ha
ocasionado hundimientos, grietas, fallas, y fracturas del terreno, favoreciendo la infiltracién
y migracién de aguas tanto superficiales como subterrineas de mala calidad que transportan
y difunden contaminantes y microorganismos potencialmente patdgenos, como fo son las
AVL,

Es por todo lo anterior que el presente proyecto de investigacion, se propuso estudiar la
poblacién de amebas de vida libre del agua subterrdnea del Valle del Mezquital, asi como
su potencial patégeno.



ANTECEDENTES

Historia

Probablemente, la primera observacién de protozoos de vida libre tue realizada por Antonie
van Leeuwenhoek en 1675 (Martinez, 1985). Pero no fue sino hasta 1755 cuando Rosel
Von Rosenhof hace una descripcién detallada, con dibujos a color de unos
microorganismos ameboideos unicelulares que sc podian observar a simple vista, ya que
median aproximadamente 200 um de longitud. Mas adelante Linnaeus {1758) los denominé
Volvax chaos (Grell, 1973; Jadin, 1987).

En 1841, Felix Dujardin -un naturalista francés- describe por vez primera a una ameba
pequefia de vida libre aislada del rio Sena, de forma alargada a la que denomind Amoeba
limax (Martinez, 1985). Penard en 1890 describi6 otra ameba limax que Schardinger en
1899 denominé Naegleria gruberi, la cual descubrié en las heces de un paciente con
disenteria (citados en Martinez, 1985; John, 1993). De hecho, fue la primera vez que se
asocid la patogenicidad de las amebas de vida libre con el hombre (Grell, 1973; Jadin,
1987). En 1908 Walker realizd un estudio detallado de las AVL en el que aislé varios
especimenes de heces fecales humanas y animales, como resultado describié 38 variedades
de amebas de vida libre (Jadin, 1987).

Para 1911, Alexeieff establece los géneros Hartmannella y Naegleria determinando para
esta @ltima la capacidad de transformarse temporalmente a una forma flagelada, en tanto
que La Lung Bonnaire en 1912 describe el género Vahlkampfia, pero no fue sino hasta los
afios 1920 & 1926 que se logra el crecimiento de AVL en medios de cultivo lo que permitié
demostrar el cardcter no parasitario de los protozoos de vida libre. Tiempo despuds,
Castellani observé por vez primera contaminacion en cultivos de hongos por amebas
(Visvesvara, 1991), este hecho motiva el interés de Douglas quien en 1930 clasifica a la
ameba responsable de la contaminacidon de cultivos de laboratorio como Hartmannella
castellanii (Martinez, 1985; Visvesvara, 1951) la cual es reportada en los afios siguientes
como contaminante de cultivos bacterianos.

En 1952 Singh comienza a realizar trabajos de tipo taxondmico para clasificar a las amebas
sobre la base de su patrén de division nuclear, sentando los pilares de la taxonomia
modema (Martinez, 1985). Para 1956 lahnes er af., sefialan a Hartmannella sp. como
contaminante de cultivos de tejido y causante de efectos citopéticos sobre fos mismos, pero
no fue sino hasta 1958 cuando Culbertson descubre que las AVL tenian la capacidad de
invadir tejidos y mucosas, ademas de que pueden establecerse en el cerebro donde
producen meningoencefalitis, por lo que sugiere que ia exposicion frecuente de las personas
y los animales a estos organismos — que se encuentran de manera natural en el agua, aire y
suelo-  puede ocasionar infecciones y enfermedades, becho que fue demostrado
posteriormente por el mismo Culbertson, al aislar amebas de muestras de pacientes
(Martinez, 1985; Visvesvara, 1991; Marciano e al., 2000).

Posteriormente y de forma esporddica, siguieron surgiendo informes acerca de amebas de
vida libre (AVL) asociadas con seres humanos afectados de alguna enfermedad,
principaimente con cuadros diarréicos o disentéricos (Martinez, 1985).



Enfermedades.

Las AVL son capaces de causar enfermedades cronicas y letales tanto en el humano como
en animales (Beaver er al,1984; Martinez, 1985). Estos organismos oportunistas, pueden
producir infecciones serias del ojo y del sistema nervioso central {John, 1993). Los anicos
géneros de amebas de vida libre que hasta hace poco tiempo se conoclan  como
patdgenos eran Naegleria y Acanthamoeba (John, 1993). A medida que se ha estudiado
mas de cerca este grupo de protozoos, se ha detectado que otras amebas pueden invadir el
sistema nervioso central y causar infecciones en el hombre y animales tal es el caso de
Balamuthia mandriflaris un agente etiolégico de encefalitis amebiana granulomatosa
(Visvesvara et al., 1993),

Los primeros casos de meningoencefalitis amebiana primarie en humanos son reportados
en Australia en 1965, sicndo Naegleria fowleri Ja ameba causante de la infeccion,
Subsecuentemente surgen casos en Estados Unidos y Europa (Butt, 1966; Cerva et al., 1968
citados en Marciano er af., 2000), mientras que [as primeras infecciones ocasionadas en el
sistema nervioso central por Acanthamoeba se presentan a partir de la década de los 70
(John, 1993). En 1980 Martinez propone el término encefalitis amebiana granulomalosa
(EAG) para describir la infeccién causada en el sistema nervioso central por Acanthamoeba
y diferenciarla de la meningoencefalitis amebiana primaria (MAP) ocasionada por
Naegleria fowleri. Las infecciones causadas por AVL particularmente por N. fowleri,
ocurren en individuos jovenes y saludables, en tanto que las causadas por Acanthamoeba
usualmente ocurren en individuos inmunodeprimidos e inmunocomprometidos, con
excepeion de la queratitis, que afecta a individuos sanos (Martinez, 1985).

Para 1995 en México se habian presentado 10 casos de meningoencefalitis amebiana
primaria. Entre ellos estin los brotes epidémicos que se han presentado en los Gltimos
afios en Mexicali, en la zona fronteriza de! Rio Bravo, y probablemente en la Huasteca
Potosina (Ramirez y Bonilla, 1995). Las infecciones ocasionadas por estas amebas van
desde rinitis cronica, hasta queratitis; pero pueden encontrarse en el liguido
cefalorraquideo, en ¢l cerebro, en tejidos de la piel, ojos, ¥y pulmén (Ramirez y Bonilla,
1995; Butt, 1964). Para 1998 Martinez y Visvesvara informan que de los 177 casos de EAG
reportados, 95 corresponden a los Estados Unidos. Y mas de 50 de estos casos se han
presentado en pacientes con VIH. En este mismo afo Kinnear sefiala a Vahikampfia vy
Hartmannella como posibles causantes de queratitis en humanos, aunque esto no ha sido
comprobado.

Ecologia.

Las AVL, incluyendo a fas especies patégenas, se encuentran en una amplia gama de
habitats entre los que se incluyen sedimentos, aire, agua y suelo (Martinez, 1985). En este
oltimo las AVL son reconocidas como los mas importantes depredadores de bacterias
(Bamforth, 1985; Weekers et al.,1993; Gonzéles er al., 1992) ya que consumen un 60% de
la biomasa bacteriana, ademis de ser consideradas como las principales controladoras del
crecimiento de dichas poblaciones (Clarholm, 1981, 1989; Coleman, ef al.,1997; Rivera,
citado en Villagrana, 1992; Weekers et 4l.,1993).



Por otra parte estos protozoos estimulan la actividad microbiana y aumentan el movimiento
de los nutrimentos, particularmente del nitrdgeno el cual de lo contrario permaneceria
inmovilizado en la biomasa bacteriana; es por tal razén que las AVL juegan un papel activo
en la fertilidad del suelo y el reciclado de los nutrimentos (Griffiths, 1990; Foster y
Dormaar 1991).

En los ambientes acuéticos las AVI, se alimentan de bacterias, materia orgdnica, hongos,
algas y otros protozoos, incluyendo otras amebas (Rodriguez, 1994), esto se debe a que
tienen la capacidad de alimentarse tanto de forma osmotrofa (consumen materia organica
disuelta), como holozdica (ingieren bacterias), de esta forma reducen la poblacion
bacteriana y la materia orgénica en suspension (Bitton, 1999).

Los primeros informes sobre aistamientos de N. fowleri en el ambicnte, se hicieron en
1972, en Australia donde fue aislada de tuberias de agua potable. En la India la aislaron de
lodos de aguas residuales y en un estanque en Estados Unidos (Ramirez y Bonilla, 1993).
En 1976 Simitzis logrd aislar AVL de los géneros Hartmannella, Vahlkampfia y
Acanthamoeba de sistemas para abastecimiento de agua en localidades urbanas y
comunales en el drea de Brest, Francia. En 1978 Kadlec sefiala la presencia frecuente de
amebas pertenecientes a los péneros Acanthamoeba, Hartmannella y Vahlkampfia en
animales domésticos como vacas, perros, conejos, pichones y pavos. Dive er al., en 1979
realizan un estudio en suministros de agua subterrdnea encontrando ausencia de Naegleria,
asf como de otras amebas patégenas. En cambio, Acanthamoeba se ha aislado de casi todos
fos ambientes como: agua de mar, sedimentos ocednicos, agua frla para nadar, grifos, agua
embotellada, aguas residuales, sistemas de aire acondicionado, ete.

En organismos vivos ha sido aislada de vegetales, hongos, peces, reptiles, aves, mamiferos
y cultivos celulares (De Jonckheere, 1991). Las especies patdgenas son frecuentes en
cuerpos de agua termales, pero también se han aislado cepas en el aire (Benilla, 2000).

Estudios morfolagicos.

Las AVL fueron detalladas morfoldgicamente por varios investigadores (Ehrenberg, 1838,
Penard, 189¢; Dangeard, 1900 y Valquer, 1908). Nagler en 1909 realizé la descripcion de
A. hartmannie, Puschkarew (1913), Schaffer (1926) quien elaboré fa descripcion de
aproximadamente 200 especies de AVL, y Volkonsky (1931); todos estos investigadores
inician el conocimiento morfolégico de las amebas mediante descripciones detalladas de
diferentes géneros, pero hasta 1952 Singh realiza un trabajo que sirvié como fundamento
para establecer la clasificacin taxondmica actual de las AVL (Martinez, 1985). Sin
embargo el pilar mas importante dentro de los estudios morfoldgicos son los trabajos de
Page va que en 1974 describe 8 nuevas especies y en 1988 sintetizd todos los datos
disponibles hasta esa fecha y elaboré una clave taxondmica muy completa para la
identificacion de amebas det suelo y de agua dulce, la cual es hasta el momento una de las
herramientas basicas en la identificacién morfologica, aislamiento y cultivo de las AVL.



Han sido muchos los investigadores que han contribuido al conocimiento de las amebas de
vida libre, entre ellos se puede destacar a Pussard (1966), Cerva ( 1968, 1669, 1971, 1973,
1977), Visvesvara y Balamuth ( 1975), Willaert ¢t al., (1974, 1976), Pussard y Pons (1977)
estos illtimos proponen una clave taxondmica para el género Acanthamoeba, basandose en
la morfologia de las paredes del quiste (citado en Martinez, 1985 ). También se cuenta con
trabajos mds recientes (Page, 1991; Amdt, 1993; Rogerson, 1995 citados en Smirnov y
Goodkov, 1999). Siendo estos ultimos quienes elaboraron una lista ilustrada de los
morfotipos basicos de las Gimnamoebas fundamentandola en un anélisis de |os patrones de
organizacién morfodinidmica de las formas mdviles de las mismas (Smirnov y Goodkov,
1999y,

Estudios previos en el ambiente acudtico.

En el ambiente acuitico se¢ han realizado trabajos sobre cuantificacién de Naegleria en
columnas de agua de diversos lagos de Florida (Wellings er al., 1977, Kyle y Noblet,
1985), enumeracién de amebas de vida libre patdgenas del lecho de un lago de Nebraska
(ODell, 1979), asi mismo se ha logrado aislar especies patdgenas de Acanthamoeba en rios
de Berlin, Alemania (Janitschke er al., 1983) en cuerpos acuéticos en Egipto (Mansour e/
al., 1991) y Alexandria (Sadaka et al., 1994) en los que ademss de Acanthamoeba se
encontraron especies de los géneros Naegleria y Vahlkampfia. En albercas pablicas en
Helsinki, Finlandia donde se pudieron detectar AVL de los géneros Fexillifera y
Hartmannella (Vesaluoma er al., 1995). Recientemente se aislaron amebas de los géneros
Vannella y Vexillifera de 6rganos infectados en peces de agua dulce (Dykova ef af., 1998).

En México se han aislado amebas de los géneros dcanthamoeba, Mayorella, Pelomyxa, y
Vahlkampfia de aguas negras de la zona metropolitana de la ciudad de México (Rico-Ferrat
y Lopez-Ochoterena, 1976 citados en Bonilla, 2000). En 1979 Tomasini y Lépez -
Ochoterena aislaron Naegleria y Vahlkampfia de tinacos de casas-habitacién del Distrito
Federal. Posteriormente Coronado y Ldpez-Ochoterena (1980) aislaron amebas de los
géneros Acanthamoeba, Naegleria y Vahlkampfia de piscinas de la cindad de México vy del
estado de Morelos (Bonilla, 2000).

También se han realizado estudios sobre amebas de vida libre en albercas de aguas
termales de la region de Tecozautla, Hidalgo, encontrando especies de los géneros
Naegleria, Acanthamoeba v Willaertia (Martinez, 1987; Rivera et al., 1989) asf como la
determinacién de N. fowleri y Acanthamoeba spp. en aguas termales naturales en tres
balnearios del estado de Hidalgo, México (Rivera ef al, 1989); en piscinas de aguas
naturales y termales de la Huasteca Potosina y de tinas de hidroterapia (Bonilla er al., 1999;
Rivera et al., 1978, 1981, 1983, 1990, 1993 citados en Bonilla, 2000), también se han
aislado amebas del acuffero de la ciudad de Ledn Guanajuato (Campoy ef al., 1996). Garcia
(2000) realizé un estudio en aguas recreativas (manantiales de aguas sulfurosas,
manantiales de aguas alcalinas, pozas alimentadas por cascadas naturales y aguas termales)
de San Luis Potosi, México, encontrando Naegleria sp. y N. fowleri.



Trabajos preliminares en |2 drca de estudio.

Desde 1902 se han realizado diversos trabajos sobre contaminacién del caudal del rio Tula
pot aguas negras provenientes del Valle de México (Lozano, 1936), asi como estudios
realizados en et Valle de Ixmiquilpan en 1909 con motive de la contaminacion de tas aguas
del ric de! mismo nombre por descargas de aguas negras provenientes de la Ciudad de
México (Paredes, 1909 citado en Arreguin, 1998).

También se han llevado a cabo estudios geologicos como el realizado por Lozano en 1936
en tante que Blasquez en 1938 informa sobre la existencia de numerosos manantisies y
pozos contaminados por bacterias y materia orgdnica producto del riego con aguas
residuales. En cuanto a las condiciones actuales del acuifero solo se cuenta con un estudio
realizado por Gallegos ef al., en 1999 quienes sc enfocaron a la parte microbioldgica,
especificamente a bacterias y coliformes totales.

Con respecto a la vegetacion en 1936 y 1937 Bravo realizé un estudio en Actopan e
Ixmiquilpan, posteriormente, Paray (1944, 1947} hizo una deseripcion de la vegetacion de
la barranca de Tolantongo, por su parte Meyrén (1955, 1958) realizd estudios sobre las
cactaceas y suculentas (citados en Velasco y Ojeda, 1989).

Para 1962 Segeston realizé estudios geolégicos mas completos (citado en Hernandez, 1994)
mientras que Alonso (1961), Gonzélez (1968), Otelo (1968, 1970), Cantd (1969), Sanchez
(1955, 1968, 1978) y Bracamontes (1978) realizaron estudios sobre cacticeas y suculentas
(citados en Velasco y Ojeda, 1989; Hernandez, 1994). Mas recientemente Carballo (1983)
realizé la determinacion del uso de suelo, y se retoman los estudios fleristicos por Velasco
y Ojeda (1989).

Mufioz y Lépez (1987, 1989, 1990, [991) lievaron acabo estudios acerca de la relacion
planta-suelo; asf como propuestas para el ordenamiento ecolégico del Valle del Mezquital
(citados en Hernandez, 1994) y en la actualidad estd en marcha un programa de manejo
integral de recursos (Lopez er ai., 1999).



OBJETIVO GENERAL

Determinar !a riqueza especifica de las amebas de vida libre {AVL) presentes cn ¢l agua
subterranea det Valle def Mezquital Estado de Hidalgo, México.

OBJETIVOS PARTICULARES

Aislar y cultivar 1as AVL del agua subterrinea del Valle del Mezquital .

Realizar el diagnostico morfoldgico mediante microscopia optica de las AVL aisladas
del agua subterranea del Valle del Mezquital .

Realizar la morfometria con microscopia dptica, tanto de la forma trofica como del

quiste de las amebas.

Determinar algunas consideraciones ecoldgicas, como temperaturz, pH, oxigeno
disuelto, dureza, y alcalinidad en relacion con la presencia de las AVL.

Establecer la distribucion estacional de las AVL durante el periodo de estudio.
Establecer 1a distribucion espacial de jas AVL durante el periodo de estudio.

Realizar pruebas de crecimiento a diferentes temperaturas { 22°C, 37°C, 42°C ) de los
aislamientos obtenidos.

Realizar pruebas de patogenicidad de cada una de las especies aisladas del género
Acanthamoeba.



AREA DE ESTUDIO

El drea de estudio estd comprendida entre las coordenadas 99723 — 98°55" de longitud
oeste y 20°20° - 20° 30" de latitud note. En esta area la actividad preponderante es la
produccién agricola dependiente de riego, por lo que se aprovechan principalmente las
aguas negras provenientes del Valle de México y en menor proporcidn agua de las presas
Endhd y Requena (Mufioz y Lopez, 1992; Herndndez, 1994). En esta zona el suelo es de
tipo rendzina (con una capa superficial rica en humus que descansa sobre roca caliza),
asociado a suelo de tipo feozem (con gran aportacion de carbonatos) (INEGI, 1997).

El clima de la regidn es semiseco templado con iluvias en verano, aunque llega a presentar
algunos torrenciales en el periodo que comprende marzo-abril. Presenta una precipitacion
media anual de 450 mm y un potencial de evaporacion de 2100 mm (Garcfa, 1988: INEG!,
1997). La temperatura media anual es de 18.3°C presentindose la mixima en mayo y la
minima en noviembre, asi mismo durante la estacion invernal se presentan heladas en un
intervalo de 40 a 60 dias (INEGI, 1998).

El Valle del Mezquital esti situado en la porcion suroeste del estado de Hidalgo,
aproximadamente a S0 Km al norte de [a Ciudad de México. Se caracleriza por su extensa
planicie, asl como por la presencia de montafias ¥ colinas de diversas altitudes, presenta una
altura sobre el nivel det mar de 2100m. El Valle del Mezquital se encuentra dividido en tres
zonas de riego; [a region 111 (Tula), regién VI (Ixmiquilpan) y la regién VII (Actopan), v
abarca un drea de 45,517 hectdreas {(Arenal, 1978 y 1985),

En fa region Il se localizan tres de los municipios de muestreo: Atitalaquia, Tezontepec, y
Tula; en tanto que ios otros tres municipios muestreados Actopan, Mixquiahuala, y San
Salvador sc localizan en la region V1L

En cuanto a la hidrologia del Valle del Mezquital, ésta se encuentra comprendida en la zona
del “Alto Panuco” que comprende las cuencas de los Rios Tula el cual desde 1902 aumenta
su caudal con las agua negras de la cuenca del Valle de México, que vienen por el tajo de
Nochistongo y por el tinel perforado cerca de Tequisquiac que respectivamente
desembocan en los rfos del Salio y de Tequisquiac tributarios del Rio Tula (Velazeo Y
Ojeda, 1989; INEG1,1998).

Los principales puntos de drenaje de! Valle del Mezquital estén al norte y son los rios Tula
¥ Actopan [os cuales forman parte de la base del Panuco-Moctezuma; al suroeste el Rjo
Tepeji, €l cual después de pasar por la presa Endhd se conoce como Rio Tula, y es
abastecido por el Rio Salado: al este el Rio Actopan que desciende de las montafias de
Pachuca y Chicavasco, uniéndose a los rios Tula e Ixmiquilpan (Arenal, 1978 y 1985).

La vegetacion del lugar estd integrada por comunidades vegetales tipicas de zonas 4ridas,
algunas de estas son: Praosopis leavigara, Fluorensia ceruna, Myrtillucactus sp., Opuntia
Sp.. Stenocereus sp, Cephalocerus sp., Agave lechiguilla, Agave striata, Dasylirium sp.,
Fluorensia resinosa, Juniperus flacida, Pinus sembroides, Quercus  microphylia,
Mammillaria sp., y Fouquieria faciculata (Velazco y Ojeda, 1989).
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Los acuiferos de Tepeji de Ocampo, el Valle del Mezguital, [xmiquitpan, Actopan,
Tulancingo, Tecozautla, Pachuca, Tizayuca ¥ Apan suministran 90% a las dreas rurales y
pequefias comunidades siendo fuentes de abastecimiento para agua potablc (Arenal, 1978 y
1985).

La principal fuente de agua subterrénea se ubica en los acuiferos det Valle del Mezquital
Cuya recarga se¢ incrementd notablemente al iniciarse el ricgo con aguas superficiales. El
acuifero descarga la mayor parte de su alimentacion a traves del cauce del Rio Tula y de
numerosos manantiales entre los que destacan el de Cerre Colorado y el Tephe
(Hemandez, 1994).

A pesar de esto, la extraccién inmoderada del agua del subsuelo, ha traido como
consecuencia la utilizacion de aguas residuales crudas para actividades agricolas
implicando un serio riesgo de contaminacién de los acuiferos dei Valle del Mezquital y por
ende un serio riesgo para la salud de los habitantes de los poblados que dependen del agua
de estos acuiferos (Mufioz y Lépez, 1992; Hemnandez, 1994).
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MATERIALES Y METODOS

El proyecto constd de dos fases:

En la primera fase, 1a perforacion de los seis pozos para ¢l monitoreo del agua subterrfnea
fue realizado durante 1996 por la Subgerencia de Aguas Subterraneas de la Comisién
Nacional del Agua (CNA), en seis localidades diferentes de! Valle del Mezquital Estado de
Hidalgo. Los pozos tuvieron las siguientes profundidades: (5 = superficial; P = profundo).
Localidad { £ Bondo Mpio. de San Salvador. (8 = 2{m; P =2%m)*

Localidad 2 £ Tinaco Mpia, de Mizquiahuala. (S = Tm; P= i4m)

Localidad 3 Exhacienda de San José Boxay Mpio. de Atitalaguia. (S = 1im; P =25m)
Localidad 4 Cerro Colorado Mpio. de Tezontepee. (S = Tm; P =25m)

l.ocalidad § Tula Mpio. de Tula. (§ =7m; P = 37m)

Localidad 6 Actopan Mpio. de Actopan. (8 = Tm; P = 30m)

En la segunda fase, se realizo el Trabajo de Campo el cual consistio:

-Muestreo.

Se estudi6 el acuifero, de tal manera que se realizé un muestreo por mes durante un periedo
de 9 meses que comprendio de abril de 1998 a enero de 1999 (exceptuando el mes de
diciembre). Para establecer la distribucién estacional de las AVL, se considerd un ndmero
determinado de meses de muestreo {debido a que la estacion de lluvias se encuentra bien
definida) para cada estacién quedando de la siguiente manera:

ESTACION MESES DE MUESTREO
Lluvias mayo, junio, Julio, agosto y septiembre
Secas abril, octubre, noviembre y enero

Las muestras de agua subterranea fueron tomadas a dos diferentes profundidades en cada
uno de los seis pozos mediante el uso de un muestreador Byle de 100 ml capacidad. Se
realizo en campo la medicion de pH (potencidmetro HANNA Instruments HI 8314),
temperatura (termémetro de mercurio Yoshino KEIKI CO de 10°C a 110°C) y oxigeno
disuelto (oxfmetroYSI mod. 51B). Se tomaron muestras de un litro de agua en garrafones
de plastico manteniéndose en refrigeracién y se transportaron inmediatamente al laboratorio
para la determinacidn de dureza total y alcalinidad total, de acuerdo a los criterios
propuestos por APHA (1980).

Para el aislamiento de las AVL, se tomaron 500 ml de agua (en botellas 4mbar de boca
ancha esterilizadas), se mantuvieron a temperatura ambiente y Se¢ transportaron
inmediatamente al laboratorio para su anélisis.

Trabajo de Laboratorio
-Cultivo de las AVL. La muestra se homogeneiz6, se tomaron 50 ml y se centrifugaron
(centrifuga Beckman TJ- 6) aproximadamente 2 1201g durante 10 minutos, la pastilla se

colocd en cajas Petri con agar no nutritivo con bacteria Enterobacter aerogenes (NNE)
inactivada a 68°C por una hora, manteniéndose a temperatura ambiente (22°C).
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Las placas sc revisaron a partir del segundo dia para detectar el crecimiento amebiano
empleando un invertoscopio (NIKON mod. TMS, a 10= y 20x),

Cultivo monoxénico. De las placas de NNE con buen crecimiento amebiano
{preferentemente cn estado de trofozoito) se cortaron cuadros de aproximadamente 1 em? y
se transfirieron a placas con medioc NNE fresco manteniéndose a temperatura ambiente
(22°C), hasta lograr e aislamiento de las amebas. EI manejo de las muestras se llevo a cabo
con materiales previamente esterilizados y en una campana de flujo laminar.

.Cultivo axénico. Las cepas amebianas aisladas en medio NNE y con crecimiento
abundante s¢ axenizaron mediante la transferencia de pequefias porciones de agar de
aproximadamente | cm® a los medios PBSGM (Chang modificade por Rivera ef al., 1987),
medio Bactocasitona {BC) con 10% de suero neonato de bovino y medio Ringer (Cerva,
1969; Page, 1988; Martinez, 1985) (ver anexo}, los cultivos en estos medios se incubaron a
22°C en posicién inclinada para que tuvieran una mayor drea de crecimiento.

-Pruebas de temperatura. Los aislamientos obtenidos se sembraron por triplicado en tubos
con medio PBSGM, debido a que en este se presentd mayor desarrollo amebiano. Cada uno
de los tubos se incubd a diferente temperatura (22°C, 37°C, y 42°C), durante cinco dias
obscrvandose cada 24 hotas para establecer la temperatura en que se presentd el mejor
crecimiento amebiano.

-Motfometria. Se realizd con preparaciones en fresco de los especimenes. Se midié
longitud y ancho de 50 trofozoitos, y didmetro de 50 quistes, se utilizé un microscopio
optico con contraste de fases con micrémetro ocular (Microscopio standard Zeiss a 40 y
100x) (Page 1988).

Ademis de ésto, para la identificacion morfolégica se tomd en cuenta la temperatura de
crecimiento y caracteristicas morfolégicas de los quistes. Este tratamiento se dic a cada uno
de [os aislamientos obtenidos.

-Prueba de patogenicidad. La patogenicidad de las amebas aisladas {prueba que sélo se
realiz6 a las especies pericnecientes al género Acanthamoeba, debido a que de los géneros
aislados, es el inico que presenta especies consideradas como potencialmente patdgenas) se
determiné por inoculacién intranasal a ratones, para lo cual se utilizo un cultivo amebiano
axénico, concenirado y centrifugado a %pmximadamente a 1201 g por I5 minutos,
debiendo alcanzar una concentracion de 10°a 10° en 0.02 ml de medio.

El concentrado se tomd con una jeringa de Imi y se inoculd a un grupo de cinco ratones
(cepa CD-1), machos, blancos, recién destetados y de tres semanas de edad, por cada
aislamiento a probar. A cada rat6n se le inocul6 un volumen de 0.02ml del concentrado en
las fosas nasales (Cerva, 1971).

Los ratones inoculados se observaron durante 21 dias y se registraron los cambios en su
comportamiento, asi como el niimero de ratones muertos. Los ratones que sobrevivieron los
21 dias se sacrificaron y se les extrajo cerebro, pulmén, higado y rifion, los que se
colocaron en medio NNE incubdndose a 30°C para fa recuperacion de las amebas, este
mismo procedimiento se realizd con los ratones que rmurieron (Cerva, 1971).
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DIAGRAMA DE FLUJO DEL ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE AGUA.

Muestreo en 6 pozos
Una vez al mes durante 9 meses

4

Medicion en campo de pH, Temperatura y Oxigeno disvelto
Toma de muestreas de agua a dos profundidades mediante un muestreador Byle

Muesiras de 11t de agua, determinacion Muestra de agua de 500 ml
de alcalinidad total y dureza total para el aislamiento de jas AVL

Alicuota de 50 mL

4

Centrifugacion a 1000 g/ 10 min

iy

Cultivo monoxénico en medio NNE a 22°C

g

Pruebas de temperatura (22°C, 37°C, y 42°C) durante cinco dias
Identificacion morfolégica y morfometria (microscopia de luz de contraste de fases)

{

Pruebas de patogenicidad (inoculacién intranasal a cinco ratones, observacion durante 21
dias cada 24 horas).

iy

Diseccion de los ratones que murieron y sacrificio de los que sobrevivieron los 21 dias
para la obtencion de cerebro, pulmon, higado y rifion, los que se colocaron en medio NNE
y se incubaron a 30° C para recuperacion de Jas amebas.

15



RESULTADOS

Un total de 289 aislamientos amebianos pertenecientes a 8 géneros y 32 especies (tabla 1),
se obtuvieron de muestras de agua subterrdnea de § pozos de muestreo.

RIQUEZA ESPECIFICA Y ABUNDANCIA: De los ocho génetos identificados el género
Acanthamoeba se presentd en un mayor porcentaje, seguido por el género Hartmannella,
mientras que en un menor porcentaje se presentaron los géneros Mayorella, Vahlkampfia,
Vannella, Platvamoeba, Echinamoeba, y Vexillifera (figura 1). Con respecto a la riqueza
especifica tas especies pertenecientes al género Acanrthamoeba fueron las de mayor riqueza
con 17 especies, de éstas a su vez las més abundantes fueron A. polyphaga, 4. culbertsoni,
A lenticulata, y A. castellanii (figura 2). Las especies del género Mayorelia ocuparon el
segundo lugar de riqueza especifica, siendo la especie mas abundante M. cultura; mientras
que del género Vahikampfia solamente se aislaron 3 especies, siendo la de mayor
abundancia V. inornara. Por otra parte los géneros Harmannella, Platyamoeba y Vannella
Gnicamente presentaron dos especies, siendo las mas abundantes de cada uno de los géneros
antes mencionados H. vermiformis, P. placida, V. platypodia respectivamente. Finalmente
los géneros Echinamoeba y Vexillifera fueron los menos abundantes ya que solo se obtuvo
una especie por pénero vy a su vez un aislamiento para V. bacillipedes y dos para E.
exundars (tabla 1, figuras | y 2).

Tabla 1 . Riqueza especifica de las amebas aisladas del acuifero del Valie del

Meaquital.

Acanthamoeba

Hartmanneila

Plaivamoeba

Vahlkampfia

Mayorella

Echinamoeba

Vanuella

Vexillifera

4. royreba

I lenticulata

4. it ocdes
.culbertsoni
4. griffini
A.triangularis
A.quina

4 polyphaga

[ 4. lugdunensis
4. palestinensis
4. ariromyxis

. harcherti

4. castellanii

. divionensis
4 tubiashi
4_comandoni
4{_mauritanicnsis

¥ cantabrigiensis
V1 vermiformis

7. placida
\P. stenopodia

V.inornata
V.avara
V.emterica

M. spatula
M. crudtura

\M.microeruca
IM. bicornifrons

| exundans

V. lata
V. planpodia

V bacillipedes
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Especies.



Trofozoitos y quistes de las AVL representativas de los gémeros con mayor rigueza
especifica.

A, trofozoito Acanthamoeba. B, trofozoito Hartmannella. C, quiste A. astromyxis. D,quiste
4. polyphaga. K, quiste A. culbertsoni. ¥, quiste £, vermiformis. { A- F 400x) A y C, dptica
de Nomarski; B, D, E, F en contraste de fases.
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ABUNDANCIA DE ORGANISMOS FOR POZO DE MUESTREO

La abundancia de organismos encontrada para cada pozo y en las dos profundidades de
muestreo se presenta en la tabla 5. En el pozo Exhacienda de San José Boxay se registro el
mayor nimero de aislamientos, en tanto que en el pozo E! Tinaco se registrd el menor
(figura 14). Con respecto a fa abundancia de organismos en cada una de las dos
profundidades de muestreo, se observé que Gnicamente los pozos Cerro Colorade, Tula y
Actopan, presentaron un mayor nimero de aislamientos en superficie, mientras que en el
pozo Exhacienda de San Jasé Boxay se obtuvo el mismo nimero de aislamientos tanio en
superficie como en profundidad; Unicamente en el pozo EI Bondo se registré un mayor
nimero de aislamientos en el muestreo profundo (1abla 5).

De manera general para ambas profundidades en todos los pozos los organismos con
mayor presencia fueron los pertenecientes al género Acanrhamoeba, en contraste con esto
las especies pertenecientes al género Fexiflifera  fueron las menos abundantes
presentandase finicamente en el pozo Tula.

Tabla 5. Abundancia de orgasismos.

POZO MUESTREO MUESTRECQ NUMERO TOTAL DE
SUPERFICIAL PROFUNDO AISLAMIENTOS
El Bondo 25 28 53
E! Tinaco 0 26 26
Exhacienda 29 29 58
Cerro Colorado 28 21 49
Tula 29 23 52
Actopan 28 23 51

Nimero de aislamientos obtenidos para cada uno de los 6 pozos en ambas profundidades de
muestreo y ndmero de aislamientos totales por pozo.

En el pozo E! Bondo, se obtuvo un mayor nomero de aislamientos (28) en el muestreo
profundo, éstos, pertenccen a los géneros Acumthamoeba, Hartmannella, Mayorella,
Vahlkampfia, y Vanelia. El mayor nimero de aislamientos (11) se presentd en el mes de
agosto (figura 8).

Para el pozo Kl Tinaco, se registro el menor nlimero de aislamientos (26 en total), debido a

que se secé la parte mas expuesta y solo fue posible muestrear en profundidad. En los
meses de agosto, septiembre y octubre (figura 9) se registrd el  mayor nimero de
aislamientos (5 por mes).

Con respecto al pozo Exhacienda de San José Boxay, en éste se registrd el mayor nitmero
de aislamientos {58) de los seis pozos, 40 de los cuales correspondicron al género
Acanthamoeba. También fue en el Gnico que se obtuvo el mismo nimero de aislamientos
(29} tanto en superficie como en profundidad. Con respecto al mes en que se obtuvo el
mayor numero de aislamientos (14) fue junio (figura 10).
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En tanto que en ¢l pozo Cerro Colorado, la mayor diversidad de organismos se presento en
superficie con 28 aislamientos, 20 de los cuales pertenecen al género Acanthamoeba. En el
muestreo profundo se obtuvieron 21 aislamientos pertenecientes al género Acanthamoeba.
Por otra parte en enero (figura 11) se registro ¢l mayor niimero de aislamientos (8).

Asi mismo en e} pozo Twla, la mayor diversidad de organismos se presenté en superficie
con un tola! de 29 aislamientos, pertenecientes en su mayoria (25 aislamientos) al género
Acanthamoeba. Es importante resaltar que en este pozo fue en el dnico que se logré un
aislamienio  del género Fexillifera. Los meses en que se registré el mayor nimero de
aislamientos fueron julio, agosto, y noviembre {figura 12).

Para el pozo Acfopan, s¢ obtuvo un total de 51 aislamientos. La mayor cantidad de
organismos se presentd en superficie. Asi mismo en ¢l mes de enero (figura 13) se presento
el mayor namero de aislamientos (14), siendo los organismos pertenecientes al género
Aconthamoeba los mas abundantes.
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DISTRIBUCION ESTACIONAL

Con respecto a la distribucién que presentarcn las AVL durante la estacion de lHuvias y I
estacion de secas a lo largo del periodo de estudio s¢ obtuvieron los resultados siguientes.

En los pozos El Bondo, El Tinace, kxhacienda, Tula y Actopan el mayor nimero de
aislamientos se registrd durante la estacion de luvias (figuras 15,16,17,19,20). En ¢l pozo
Cerre Colorado (figura 18) el mayor nimero de aislamientos se obtuvo en la estacién de
secas, aunque es necesario sefialar que la diferencia de aislamientos obtenidos durante la
estacion de secas y lluvias para este pozo fue minima.

Durante la estacidn de lluvias el mayor mimero de aislamientos se presento de la siguiente
manera: en los pozos E/ Bondo, £l Tinaco, Tula y Actopan en el mes de agosto, en el pozo
Exhacienda en el mes de junio y en el pozo Cerro Colorado en ¢l mes de septiembre.

Con respecto a la estacion de secas en los pozos Cerro Colorado, Exhacienday Actopan en
¢l mes de enero las AVL alcanzaron su méximo, mientras que en los pozos El Bondo y El
Tinaco se presentd en octubre. En el pozo Tula el mayor ndmero de aislamientos se dio en
noviembre.

Si consideramos el total de aislamientos obtenidos para la estacién de Huvias y la de secas
en los seis pozos de muestreo (figura 21) el mayor nimero de aislamientos (171) se registrd
en la estacién de luvias, aunque es conveniente sefialar que al realizar el andlisis estadistico
de dichos resultados mediante una Prueba de Z (ver anexo) fue posible establecer que no
existe una diferencia significativa entre ¢l nimero de aislamientos obtenidos en la estacion
de lluvias y ef registrado durante la estacion de secas.

Por otra parte se establecid a las especies que presentaron un mayor niimero de aistamientos
para cada estacidn (tabla 6) de tal manera que se obtuvieron los resultados siguientes: la
especie que se presentd en mayor cantidad en la estacion de lluvias fue A. polyphaga con
23 aislamientos, mientras que en la estacién de secas las especies de las que se obtuvieron
mas aislamientos fuevon A. lenticulata (17) y A. culbertsoni (15).
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TABLA 6. Aslamientos obtenidos por estacion del afio

ESPECIES ESTACION DE LLUVIAS | ESTACION DE SECAS
A. royreba 9 g
A. lenticulata 1 17
A. rhysodes 3 3
A. culbertsoni 14 L5
A. griffini 9 4
A. triangularis 5 3
A quina 7 1t
A. polyphaga 23 10
A. lugdunensis 3 3
A. palestinensis ! 7
A. astronyxis 4 1
A. hatchenti 2 3
A. castellanii 11 9
A. divionensis 0 3
A. tubiashi 0 1
A. comandoni 2 0
A. mauritaniensis 4 0
H. cantabrigiensis 3 1
H. vermiformis 17 7
P. placida 6 (1}
P stenopadia | 0
V. inornata 6 1
V. avara 4 0
V. enterica 1 2
M spatula 2 1
M, cultura 5 5
M. microeruca 2 0
M. bicornifrons 0 1
E. exundans 1 1
V. lata 1 0
V. platypodia 8 |
V. bacillipedes I 0

En la estacion de Nuvias se obluvieron 171 aislamientos, mientras que en la estacion de

secas se obtuvieron 118.
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Flgura 1. Pazo Tula Figura 20. Pozo Actopan
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IMSTRIBUCION ESPACIAL

En retacion a la distribucion de las AVL durante cada mes de muestreo v en los seis pozos
de estudio (figuras 22 a 41 ) se obtuvicron los siguientes resultados -

En el muestreo correspondiente al mes de Abril (figura 22) el mayor namero de
asslamientos se presentd en el pozo Cerro Colorado tanto en superficie (8), como en el
mugestree profundo. Tomando en cuenta ambas profundidades de muestreo (figura 23) el
mayor nimero de aislamientos se obtuvo en el pozo Cerro Colorado con 6.

En el mes de Mayo (figura 24) el mayor numero de aislamientos en superficie (8) se
observd en los pozos Cerro Colorade v Aclfepan con 2, mientras que en el muestreo
profundo (P} se registtd el mayor nimero de aislamientos (2) en los pozos Cerro
Colorado, Tula 'y Actopan. Considerando ambas profundidades de muestreo (figura 25) el
tayor ndmero de aislamientos se registra en los pozos Cerro Colorade y Actopan con 4.

Durante el mes de Junio {figura 26) el mayor nimero de aislamientos en superficie (8) se
dio en el pozo Exhacienda con 10 y en el muestreo profundo (P) en el pozo EI Bondo con 5.
Como resuitade de {a suma de aislamientos de ambas profundidades de muestreo (figura
27} se obtuvo que el pozo Exhacierda registrd el mayor nfimero de aislanrientos con 14.

Para ¢l muestreo correspondiente al mes de Julio (figura 28) en superficie {8) e! mayor
mimero de aislamientos se dio en el pozo Exhacienda con 6 y el menor en el pozo El
Tinaco, mientras en el muestreo profunde (P) en los pozos Twla y Exhacienda se presentd
el mayar nimero de aislamientos con 5 por pozo. De forma general (figura 29) ef pozo
Exhacienda presentt el mayor mimero de aislamientos.

En tanto que para ¢l mes de Agosto (figura 30) en superficie (S) ef mayor ntmero de
aislarnientos se dio en los pozos El Bondo y Actopan con 6 aislamicntos por pozo y el
menor se dio en el pozo El Tinaco. En el muestreo profundo (P) en los pozos Ef Bondo y El
Tinaco se dio ¢l mayor nimero de aislamientos y el menor en ¢l pozo Actepan con dos.
Considerando las dos profundidades de muestreo (figura 31} el mayor ndmero de
aslamienos se dio en ¢l pozo El Bondo con 1.

Con respecte al mes de Septiembre {figura 32) el mayor nimero de aislamientos tanto en
superficie (S) como profundidad (P) fue para el primer caso el pozo Cerro Colorado y para
el segundo el pozo El Tinaco con 5 aislamientos por pozo. Sumando los resultades de
ambas profundidades de muestreo (figura 33) el mayor namere de aislamientos
correspondio a los pozos El Bondo y Cerro Colorado con 7.

En el muestreo correspondiente al mes de Octubre (figura 34} en el pozo Tula se presentd el
mayor nimero de aislamientos en superficie (8) con § y en profundidad (P) con ¢! mismo
nimero de aislamientos en el pozo Ef Tinaco. Tomando en cuenta ambas profundidades de
muestreo (figura 35) el mayor nimero de aislamientos s¢ presentd en el pozo Cerro
Colorade con 7.
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Duramte el mes de Noviembre (figura 36) el mayor nimero de aislamientos en superficic
(S) se registrd en los pozes El Bondo, Exhacienda y Tula con 3 aislamientos en cada pozo.
En el muestreo profundo (P) en el pozo Twla se dio el mayor nimero de aislamientos. De
maners general (figurs 37)en ¢l pozo Tula se dio el mayor nimero de aislamientos (8) y el
menort en el pozo £/ Tinaco con 3.

Para ef muestreo del mes de Enero (figura 38) en superficie en los pozos Cerro Colorado y
Actapan se vegistrd el mayor némero de aislamientos 6 por pozo, y en profundad (P) ésto
se dio en el pozo Actopen con 8. Considerando las dos profundidades de muestreo (figura
39) el mayor nimero de aislamientos se presentd en el pozo Acfopan con 14y el menor en
et pozo £ Timaco. '

Finalmente si consideramos los aislamientos obtenidos en cada pozo para los dos
profundidades de muestreo (figura 40) podemos indicar que en el muestreo superficial (S)
los pozos Exhacienda y Tula presentaron el mayor nimero de aislamientos 29 por pozo, en
tanto que en profundidad (P) esta misma situacion se¢ dio con ¢l mismo nimero de
aislamientos en el pozo Exhacienda. Tomando en cuenta ambas profundidades de muestreo
(figura 41) el mayor nismero de aislamientos se registro en el pozo Exhacienda con 58 y la
menor se dio en el pozo EI Tinace con 26.
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DISCUSION

Los organismes con mayor abundancia correspondieron al género Acanthamocha que
representa el 71.3 % del total de los aislamientos obtenidos. Las especies mds abundantes
perienecientes a este género fueron A, polyphaga y A. culbertsoni que representan el 11.4
% y el 10 % respectivamente del total de las especies aisladas. El que las especies
pertenccientes al género Acanthamoeba sean las més abundantes posiblemente se debe a
que sonmuy tolerantes a condiciones extremas, esta resistencia esta dada por la estructura
de su quiste que presenta pared doble constituida de celulosa, ¢l cual le sirve como medio
de dispersion (Sleigh, 1989 citado en Bonilla el al., 1999). Ademas de la capacidad de su
trofozoito para tolerar variaciones en las condiciones de los ambientes acuiticos como
cambios de pH. temperatuea y disponibilidad de oxigeno disuelto (Rodriguez, 1994; John,
1993,

El que el género Acamthamoeba se encuentre en mayor porcentaje en las aguas subterrdneas
concuerda con los  trabajos realizados en otros ambientes acudticos por Kyle y Noblet,
1986; Mansour er al.,, 1991: Rivera ef al., 1993; Sadaka er af,, 1994; Anderson, 1997 y
Bonillaef al., 1999, quienes indican que las poblaciones de Acanthamoeba pueden subsistir
en condiciones extremas tales como anoxia ¥ que su quiste es m4as resistente a variaciones
quimicas que el de otras amibas de vida libre, lo que favorece su sobrevivencia y desarrollo
¥a que las condiciones antes mencionadas eliminan 1 las especies menos resistentes que
normalmente compiten por el alimento con elles,

Page (1988); Finlay er al. (1988) y De Jonckheere (1991) indicaron que las amebas mas
cominmente aisladas tanto de sedimentos de lagos como de otros ¢cosistemas acudticos
son las pertenecientes al género Acanthamoeba ya que no presentan estado flagelado y
dependen de la presencia de particulas de materia para desplazarse,

Por otra parte, se sabe por reportes previos (Martinez, 1985; Rodriguez, 1994) que las
especies pertenecientes al género Acanthamoeba constituyen una proporcion alta de las
AVL presentes en ambientes contaminados.

En segundo legar de abundancia encontramos al género Hartmannella con sélo 11.4 %,
Esto, se debi principalmente a que el quiste que presenta Hartmannella asi come su
trofomito  som menos resistentes a los variaciones ambientales (Page, 1988) El que las
especies pertenccientes al género Hartmannella se presentaran en menor cantidad, que las
del gémero Acanthamoeba concuerda con lo encontrado por Anderson (1997) quien seflala
que las amebas del género FHartmannelia son considerablemente menos abundantes que
las perienecientes al pénero Acanthamoeba, debido a que son menos resistentes & las
variaciones que s¢ presentan en los ambientes acusticos (Sawyer ef al, 1998; Rohr ef al,,
1998),

En menores porcentajes se presentaron los géneros Echinamoeha (0.7 %), Platvamoeba
(2.4 %), Vanrella (3.5 %), Vahikempfia (4.8 %), Mayorella (5.5 %), y Vexillifera (0.3 %),
debido a que algunos de estos organismes no forman una estructura de resistencia (quiste),
como es el caso de Vexiliifera, Mayorella y Vannella (Page,1988). Se observaron los
mismos resultados que los obtenidos en ambientes acudticos por Kyle y Noblet en 1985 y
1986, y mas recientemente el realizado por Bonilla et al., (1999) en |z Huasteca Potosina,
en donde se presenta una menor cantidad de las amebas pertenecientes a los géneros arriba
msenciomudos,



La temperatura en que se presenté un crecimiento optimo de las diferentes especies de AV
correspondié a 22°C; mientras que a 37°C el crecimiento es lento. Al someter a los
cullivos a temperaturas de 42°C se enquistaron después de un tiempo y comenzaron a
morir las amebas. Estos resultados coinciden con {o encontrado por Scaglia ef o/, (1987)
quienes sefialan que las especies det géneto Acanthamoeba  toleran una temperatura
mixima de aislamiemo y crecimiento n vitro de 37°C a excepcion de 4. culbertsoni que
Unicamente resiste temperaturas menores a 34°C. Tambien sefalan que las AVL
pertenecientes a los géneros Hartmannella, Vahlkampfia, Mayorella y Vannella, a pesar de
no ser patogenas toleran temperaturas de 37°C. De la misma forma los trabajos realizados
por Sawyer ef af. en 1998; Rohr ef af. en 1998 Y Bonilla et al. en 1999, indican gue las
AVL de los géneros Echinamoeba, Hartmannella, Mayorella, Platyamoeba, Vannella,
Vexillifera y Vahlkampfia crecen a intervalos de temperaturas entre 2{°C a 37°C.

El valor de pH registrado en el agua de Jos seis pozos de estudio  fue muy homogéneo
durante los nueve meses de muestreo ¥ 5¢ mantuvo en un intervaio de 6.8 a 7. Estos valores
de pH estin dentro de los iimites que permiten el crecimiento 6ptimo de las AVL de
acuerdo con informes de diversos autores como Kyle y Noblet (1985), Costas ¥ Griffiths
(1986), Rivera et ai,. (1993), y Bonilla et al., (1999) quicnes sefialan que las amebas toleran
amplias imervalos de pH que pueden ir desde valares de 4 hasta valores de 8.6, por lo que
el pH no fue un factor limitante para ellas. Ademas de lo anteriormente mencionado es
importante sefialar que los valores de pH registrados en el acuifero estin dentro del
intervalo estipulado por la Secretarfa de Agricultura y Recursos Hidréulicos en sy
begisiacion relativa al agua y su contaminacién en la cuat consideran como aguas adecuadas
jpara uso recreativo a aquellas que presenten valores de pH entre 6y 9 (SARH, 1984).

En cuanto a la alealinidad, e valor més alio se registro en el pozo El Bondo y el valor mas
bajo se obtuvo en el pozo Exhacienda de San José Boxay. Aparentemente las variaciones
en la alcalinidad no representan un factor limitante para ¢l desarrollo de las AVL ya que en
el presente estudio obtuvieron A VL en un intervalo de alcalinidad de 319 mg/ L a 560 mg/
L fas amebas pueden desarrollarse bien, sin embargo podemos considerar los valores de
akcalinidad de los 6 pozos como muy altos, si los coimparamos con  aguas superficiales en
un estado semejantc de contaminacion, por lo que presentan una alta capacidad
amortiguadora lo que explicaria la poca variabilidad en los valores de pH de los 6 pozos de
estudio.

En relacion con la dureza se observé el valor més alto en el pozo Tula (436 mg/L), y su
valor mas bajo en el pazo El Tinaco (282 mg/L), lo que nos permite establecer que estas
aguas son muy durgs, pero no represemtan un factor limitante para ¢l desarrolio de las
AVL_ Par otra parte los valores registrados de este pardmetro en los seis pozos de estudio
Se encuentran por debajo del limite permisible (500mg / L) establecido por la Secretaria de
Salud (19M4) por lo gue se considera como adecuada para el uso y consumo humano.
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En relacién al oxigeno disuelto su valor mas alto (4.26 mg/1) se dio en el pozo el Bondo,
mientras que su valor mias bajo (1.80 mg/ L), se observd en el pozo Actopan. Las
cantidades de oxigeno disuelto presente permiticron un buen crecimiento de las AVI.
debido a que son organismos aerobios (Bonilla er al., 1999). Saivo el caso de las especies
pertenecientes al género Acanthamoeba que pueden soporiar condiciones de anoxia e
incrementarse con respecto a las amebas  de otros géneros como Hartmannella Y
Vahikampfia que en estas condiciones disminuyen (Q'Dell, 1979), situacion que da
ventajas adaptativas & Acanthamoeba Y seguramente €s una de las razones de que su
nimero sea ¢l mis alto pricticamente en cualquier ambiente.

Aunque no fue objetivo de este trabajo determinar la calidad del agua del acuifero con
respecto a su uso, se puede sefialar que por los valores registrados para los par&metros
fisico~quimicos contemplados en el presente estudio (pH, dureza) y de acuerdo con los
lineamientos de la SAHR y la Secretaria de Salud se considera a estas aguas como aptas
pard Uso y consumo humano. No obstante lo anterior, es necesario considerar los resultados
obtenidos por Gallegos ef af, (1999) con respecto a tas concentraciones de coliformes
totales y fecales presentes en el acuifero del Valle del Mezquital, las cuales en ambos casos
sobrepasan los limites permisibles establecidos para los organismos antes mencionados, por
lo que bacteriolégicamente dichas aguas son consideradas como no aptas para el uso y
consumo humano. Este hecho, aunado a Ia presencia de AVL, debe de limitar el uso del
agua subterrinea en actividades diversas a fin de prevenir y evitar efectos nocivos en la
salud de los usuarios.

Respecto a la distribucién estacional de las AVL {por no existir otros estudios de amebas en
aguas subterrineas se compararon los resuliados encontrados en otros tipos de agua
considerando que no tienen las mismas caracteristicas) podemos sefialar que fa presencia de
las AVL en los pozos de estudio se¢ incrementa durante la estacién de Iluvias y que €sto se
debe a que Ia lluvia aumenta el flujo de agua a través del subsuelo Y en consecuencia de los
microorganismos en ¢l mismo {Gallegos et al. en 1999).

El mecanismo por el cual ésto es logrado no es claro pero probablemente incluye un
incremento en el volumen y la velocidad de infiltracion del agua en el suelo, baja de las
concentraciones idnicas y aumento en la sobrevivencia de las bacterias como resultado del
alto contenido de humedad del suelo, éste dltimo aspecto favorece la presencia e
incremento de [as AVL (Millar ef af_, 1979 Gallegos ef al. en 1999), por lo que en tales
circunstancias la lluvia permite el transporte de las amebas que se presentan en un alto
nimero en el suelo a través del mismo y hasta el acuifero en donde se presentan en
concentraciones mayores que durante el resto del afio (Kyle y Noblet, 1986).

Por otra parte durante la estacion de Huvias el mayor numero de aislamientos en los pozos
El Bondo, El Tinaco, Tula Y Actopan se dio en el mes de agosto lo que concuerda con los
trabajos realizados por Rivera et al., (1993), Martinez (1985), ¥ Kyle y Noblet, (1986) ,
quienes observaron que en cuerpos de agua la mayor abundancia se presenté en los meses
de luvias alcanzando su méximo en agosto. Para el pozo Exhacienda el mayor namero de
aistamientos se presentd en el mes de Junio, este resultado concuerda con lo reportado por
Anderson (1997) quien indica que durante los meses de junio y agosto se observan las
mayores concentraciones de AVI..
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Asi mismo en el pozo Cerro Colorado el mayor nimero de aistamientos se dio en el mes de
septiembre, dicho resultado coincide con lo reportade por O’Dell en 1979 quien sefiata que
la mayor cantidad d¢ amebas se presenta en el mes de septiembre. En general los autores
antes mencionados concuerdan en sefialar que en los ecosistemas acuaticos el aumento en
las poblaciones de AVL se registra durante el periodo de junio a septiembre.

Con respecto a los resultados obtenidos para la estacion de secas en los pozos Cerro
Colorado, Exhacienda y Actopan e mayor niamero de aistamientos se dio en enero yen el
pozo Tula en noviembre 1o cual es comparable a los resuitados obtenidos por Kyle y Noblet
(1985) y Anderson (1997) quienes indican que en la estacion de secas se presentan dos
picos de abundancia de las AVL uno en noviembre ¥ otro enero.,

En el pozo El Tinaco el maximo de aislamientos se presentd en octubre lo cual concuerda
con los resultados obtenidos por Kyle y Noblet, (1986) quienes indican que durante la
época de secas |2 mayor abundancia de las A VL se da en octubre.

Con respecto a la distribucion espacial que presentaron las amebas durante los 9 meses de
estudio encontramos que en el mes de abril el mayor nimero de aislamientos se presento en
el pozo Cerro Colorado, este hecho podria deberse a las elevadas cantidades de coliformes
fecales que de acuerdo con 1o sefialado por Gallegos e/ al. en 1999 se presentan en dicho
pozo y cuyos valores son superiores a 240 ufc/100 ml ¥y al hecho de que la presencia de las
amebas se encuentra relacionada con la existencia de bacterias indicadoras de
contaminacion fecal (De Jonckheere, 1991).

En el muestreo correspondiente al mes de mayo el mayor nitnero de aislamientos a nivel
superficial se present en los pozos Cerro Colorado Y Actopan, mientras que a nivel
profundo se dio en los pozos Cerro Colorado, Tula y Actopan, esto puede deberse en el
caso def pozo Cerro Colorado al alto contenido de coliformes 240 ufe/100 ml (Gallegos er
al., 1999). Para los pozos Tula y Actopan la causa posible es la continua irrigacidn de los
terrenos aledaftos a éstos, con aguss residuales (Siebe y Cifuentes, 1995 citados en
Gallegos e7 af., 1999).

Durante el mes de junio y julio la mayor abundancia se registré en el pozo Exhacienda,
posiblemente ésto se debi6 a que las temperaturas registradas en ambos meses para dicho
pozo (18.8°C y 19°C) favorecen el mayor crecimiento de las AVL. En el mes de agosto la
mayor abundancia a nivel superficial se dio en los pozos El Tinaco y Actopan tal situacian
pucde deberse a que el primer pozo se localiza en el municipio se Ixmiquilpan por el cual
pasa el rio Ixmiquilpan que incrementa sy caudal con aguas residuales, ademas de que el
lemreno circundante a dicho pozo es irrigado con aguas negras desde hace 100 afios
(Arenal, 1978), ambas situaciones incrementan la cantidad de bacterias ¥ materia orgénica
favoreciendo ei crecimiento de la amebas. En tanto que en los terrenos circundantes al pozo
Actopan se practica la imrigacién con aguas negras (Gallegos ef al., 1999). A nivel profundo
el mayor namero de aislamientos se dio en el pozo Ll Bondo y Actopan.
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En el mes de septiembre l1a mayor cantidad de aislamientos se dio en el pozo Cerro
Colorado, el cual se localiza en el municipio de Tezontepec el cual presenta uno de los
mayores porcentajes de ricgo con aguas negras (INEGI, 1997), a nivel profundo la mayor
abundancia se registrd en el pozo El Tinaco. Con relacion al muestreo correspondiente al
mes de octubre se dio en el pozo Tula a nivel a nivel superficial y a nivel profundo en el
pozo El Tinaco en ambos casos esto es favorecido por las descargas de aguas residuales
(Arenal | 1985).

En el mes de noviembre fa mayor abundancia se dio en los pozos El Bondo, Tula, y
Exhacienda, a nivel profundo y de manera general la mayor abundancia se presenté en el
pozo Tula, dicha abundancia es propiciada por las temperaturas registradas (19 y 20°C) que
favorece el desarrollo de las AVL, asi como la irigacién con aguas residuales (Arenal,
1985). Para el mes de enero ia mayor abundancia se registrd en Jos pozos Cerro Colorado
Yy Actopan a nivel superficial, en ambos casos favorecido por el continuo ricgo con aguas
residuales (INEGH, 1997). A nivel profundo y de forma general Ia misma situacion se
presentd en el pozo Actopan como consecuencia de la irrigacion continua con apuas
residuales (Gallegos e al, 1999),

Finalmente considerando los aislamicntos obtenidos en cada pozo por mes de muestreo
indican que el mayor nmero de aistamientos se obtuvo en el pozo Exhacienda de San José
Boxay Yo cual podria deberse a que el drea circundante es irrigada con aguas residuales lo
que incrementa la cantidad de bacterias Yy materia orgénica ademés de los intervalos de
tesnperatura registrados en dicho pozo lo que favoreci6 el crecimiento de las AV (Arenal,
1985, Gallegos er ai., 1999).

De Yas 340 pruebas de patogenicidad realizadas nicamente seis aislamientos resultaron
patdgenas para ratén, dichos aislamientos pertenecen a los géneros A. culbertsoni, A.
rosveba, A riysodes, A, Polyphaga, A. lenticulata, A, mauritaniensis 1as cuales fueron
recuperadas de higado, pulmén, rifdn ¥ cerebro, esto concuerda con los reportes realizados
por Culbertson et af., 1959; De Jonckheere, 1976; Martinez y Amado-Ledo, 1979, Martinez
ef al, 1980; Martiner, 1985, Ferrante, 1991, quienes repoitan 2 A. polyphaga, A.
lenticsdata, A. culbertsoni ¥ 4. rhysodes como amebas capaces de ocasionar la muerte de
un organismo ¢ invadit Arganos como el cerebro, el pulmon, higado y rifién ademds,
sefialan la tendencia de las AVL para diseminarse via sanguinea desde un foco primario de
infeccion como puede ser la piel o ef tracto respiratorio.

Sin embargo, en el caso de 4. royreba hasta ¢l momento  solamente se cuenta con el
estudio realizado por Willaert er al., en 1978 (citado en Martinez, 1985) en el cual
establecen que esta  especie de ameba es patégena para raton pero Gnicamente cuando es
moculada por via intracerebral.
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Asi mismo en el caso de A. mauritaniensis hasta el momento no ha sido reportada como un
organismo patogeno, por el contrario ¢l resultado obtenido en el presente estudio se
contrapone con los estudios realizados por Page en 1988 quien considera a esta especie
€OMo no patdogena.

Ademés de las cepas antes mencionadas se fecuperaron 12 cepas mas de distintos Grganos
(como el  higado, pulmén y rifion), pero estas no ocasionaron la muerte de los organismos
por o que se les considera invasivas (Martinez, 1985, Ferrante, 1991}, Es necesario
mencionar el hecho de que algunas de las especies que resultaron ser invasivas en el
presente trabajo (4. lugdumensis, A. polyphaga, A. castellanii, A. hatchetti, A. quing, A.
palestinensis, A. astronymis, A, lenticulara), han sido repostadas por Janitschke ef af., 1983;
Rivera et al., 1983, 1989, 1993; Page, 1988: Mansour, 1991; Marciano-Cabral e al., 2000,
COmo organismos  patdgenos capaces de producir infecciones y enfermedades tanto en
hurranos como en animales.

Finalmente es de suma importancia resaltar el papel que juegan las amebas pertenccientes
al género Acanthamoeba y Hartmannella como vehiculos de transporte de bacterias
patégenas. (Baker ¥ Brown, 1994, Bonilla e al., 2000; Marciano-Cabral et al., 2000} como
tonella, Listeria y Vibrio, prosegiéndolas de condiciones ambientales adversas, lo que
perme Iz supervivencia, replicacion y diseminacién de dichas bacterias en los ecosistemas
naturales (lagos, rios, acui feros) y artificiakes (estanques, wberias y piscinas).
Dichas circunstancias aunadas a tas posibles repercusiones que implican Ia presencia de
tas AVL en o acuifero esmdiado vienen a remarcar la necesidad de conocer el estado en
que se encuentran las fuentes de abastecimiento publico de agua, sobre todo en
comunidades agricolas localizadas en regiones semidridas como es caso del Valle del
Mezquital en el cual méas de 500,000 personas dependen del agua subterrdnea como dnica
fuente de abastecimienio,
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CONCLUSIONES.

Existen AVL en el acuifero del Valle del Mezquital,

Los géneros encontrados fiteron Acanthamoeba, Hartmannella, Plagramoeba,
Vahikampfia, Vanella, Mayorella, Echinamoeba y Vexillifera.

El génere preponderante fue Acanthamoeba el cual presenté una mayor capacidad dc
adaptacién y tolerancia a diversas condiciones ambientales,

Las condiciones fisicas ¥ quimicas imperantes en e agua del acuifero no fueron
obsticulo para que las amebas de vida libre estuvieran presentes en el mismo,

* Las AVL pueden desarrollarse bien en aguas con altes valores de alcalinidad,
* Las AVL pueden desarrollarse bien en aguas muy duras.

Se da un mayor niimero de aislamientos durante la estacion de lluvias, aunque este no es
estadisticamente significativo.

La especie que presentd un mayor nimero de aislamientos en la estacién de lluvias fue
A polyphaga.

Las especies que presentaron un mayor nomero de aistamientos durante Ia estacién de
secas fueron A. lenticulata y A, culbertsoni.

Espacialmente la mayor abundancia de amebas se present6 en el pozo Exhacienda de
San José Boxay.

El mejor crecimiento de las amebas in vitro s¢ observo a 22°C .

Unicamente seis aislamientos resultaron patdgenos para raton,

* Tanto 4 royreba como A maurifaniensis fueron patégenas ai ser inoculadas via

intranasal.

En los pozos estudiados se observé que se presenta  contaminaciéon por amebas
patégenas, lo cual representa un riesgo potencial para el usuario del agua de estos
pozos, debido a que se utilizan para el riego de cuitivos en la region, uso doméstico y
actividades recreativas de contacto directo.

Este trabajo constituye el primer reporte de AVL aisladas de aguas subterrdneas en
México.
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ANEXO

Agar no nutritivo con Enterobacter aerogenes (NNE)

NaCL 112 g
MgSO4‘ 7H20 0.004 g
CaCl; 22H,0 0.004 g
Na HPQ, 0.142 g
KH;PO, 0.136 g
Bactoagar 150g
Agua destilada 1000 m1

Mezclar en seco todos los ingredientes, agregar 500 ml de agua destilada y disoiver,
completar el volumen de 1000 mi ¥ hervir hasta que se disuelva el agar completamente.
Esterilizar a 121°C durante 20 min. Se vietten 20 m! en cajas Petri. Cuando el agar se haya
solidificado se vierten 5 gotas de una suspensidn concentrada de bacteria E. aerogenes
muerta por calor a 68°C durante 60 minutos, distribuyendo la suspension de bacteria sobre
la superficie del agar. Las cajas se guardan en ¢! refrigerador.

Medio PBSGM (Chang modificado)

Peptona Biotriptasa 166 g
Dextrosa 27 g
Na HPOQ, 1.5g
KH,PO, 09 g
Agua destilada 1000 ml

Mezclar en seco todos los ingredientes y disolver en agua destilada. Se envasan 2.7 m! del
medio en tubos con tapon de rosca y se esterilizan a 121°C durante I5 min. Ya frio el

medio, a cada tubo s¢ le agrega 0.3 ml de suero neonato de bovino con antibidtico. Se
guardan en el congelador.

Preparacion de suero neonato bovino para medio PBSGM
El suero se descongela y se pone en baflo Maria a 56°C durante 30 minutos para
descomplementarlo. Se prepara un mezcla de antibidticos a base de penicilina G sal sédica
¥ Kanamicina de la siguiente manera:
Penicilina G 1000 000 U en 2 m! de agua destilada

Kanamicina t g en solucién 3 ml
Volumen total 5 m de estos se agrega Im! por cada 100 ml de suero descomplementado.
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Medio Bactocasitona (BC)

Bactocasitong-——-—-w—-—-_.20 £
Apgua destilada—————-.. 1000 mi

Esterilizar a 121°C durante 15 minutos, se deja enfriar y se agregan 0.3 mi de suero
neonato de bovino con antibiético. Se guarda en el congelador.

Medio Ringer

NaCl &g
KO — 0,075 ¢
CaClL; 0.1 g
NaHCO3-weemeaeecee e, | g
Agua destilada--e--—--—-1000 ml
pH 7.74

Esterilizar a 121°C durante 15 minutos, se deja enfriar y se agregar Enterobacter aerogencs
inactivada.
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ESTADISTICO

LLUVIAS SECAS
13 31
41 29
40 46
44 12
a3

Hipotesis

Ha: &f nimero de aislamientos de AVL durante [a estacion de lluvias es mayor
que durante la astacion de secas.

Ho: el nimero de aislamientos de AVL durante 1a estacidn de Huvias es menor
o0 igual gue duranie la estacién de sacas.

LLUVIAS SECAS

Media 342 29.5
Error tipico 5508214 6.95820858
Mediana 40 30
Moda #NIA #N/A

Desviacion estandar 12.5179871 13.9164172
Varianza de la muestra 156.7 193.668667
Curtosis 291899903 1.42301391
Coeficiente de asimetria -1.7181266 -0.21371754
Rango 3 34
Minimo 13 12
Maximo 44 46
Suma 171 118
Cuenta 5 4

Prueba z para medias de dos muestras

LLUVIAS SECAS

Media 342 295
Varianza {conocida) 156 193
Observaciones 5 4
Diferencia hipotética de las medias 0
z 0.52728167
P(Z<=z) una cola 0.25899551
Valor critico de z (una cola) 1.844853
Valor critico de z (dos colas) 0.59789102
Valor critico de z (dos colas) 1.95996108

Promadio de abundancia de las AVL presentes sn sl
acuifero def Vatie del Mozquital. !
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0.52

Conclusidn: como el valor experimental de Z (0.52) se encuentra dentro del
4rea de aceptacidn de Ho podemos concluir que no existen diferencias
significativas entre el nimero de aislamientos de AVL obtenidos durante la
estacion de lluvias y el obtenido durante la estacion de secas.
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