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RESUMEN

El agua subterranea es considerada una fuente inagotable y en general de buena
calidad. Sin embargo recientemente se ha observado que es susceptible de
contaminarse, ocasionando el deterioro de su calidad, aunado a condiciones
graves de decremento del nivel de los acuiferos; ademas de la disminucion de la
recarga natural. En el agua subterrdnea se han encontrado diversos
contaminantes que amenazan a la salud de los usuarios, por tal razon es
importante entender como es el proceso mediante el cual el agua subterranea se
contamina y el tipo de contaminantes, tanto fisicoquimicos como microbioldgicos,
gue pueden estar presentes en ella. Las Amibas de Vida Libre (AVL) son
protozoos cosmopolitas que habitan en ambientes como el suelo y el agua,
aunque también se pueden encontrar en el aire. Su eficiencia en el uso de los
recursos es un enlace fundamental entre niveles troficos superiores. Algunas AVL,
pueden causar enfermedades fatales en el humano y otros animales. Por lo cual,
los objetivos del trabajo fueron: Determinar la distribucién temporal de las amibas
de vida libre en los manantiales “Las Fuentes” y “El Tunel” del acuifero del valle de
Cuernavaca en el estado de Morelos y relacionar la presencia de las amibas con
algunos pardmetros fisicoquimicos. Se realizaron 12 muestreos mensuales de
mayo de 2005 a abril del 2006. Para la determinacion de la presencia de las AVL
se colectaron 500 ml de agua de los manantiales, en envases esterilizados y se
transportaron al laboratorio a temperatura ambiente. In situ se midieron los
parametros: oxigeno disuelto (O.D.), temperatura y pH. Se sembraron alicuotas
de las muestras de agua en placas del medio Agar no Nutritivo con la bacteria
Enterobacter aerogenes (NNE) para el aislamiento de las amibas. Las placas se
incubaron a 25°C y se revisaron después de siete dias para detectar el
crecimiento amibiano, usando un microscopio invertido. La cuantificacion de las
amibas se realiz6 utilizando una variante de la Técnica del NUumero Mas probable
(NMP), para lo que se utilizaron 3 volimenes de muestras (50, 10 y 1 ml) con 3
repeticiones de cada uno. Se encontré un mayor niamero de amibas en los meses
de mayo, junio y julio, presentandose un decremento en los meses anteriores y
posteriores a este periodo. Se obtuvieron amibas de los siguientes géneros:
Hartmannella, Naegleria, Vannella, Vahlkampfia, Rosculus, Dactylamoeba,
Platyamoeba y Filamoeba. En el manantial Las Fuentes se presentd la mayor
riqueza especifica amibiana, se aislaron amibas en siete de los doce muestreos y
el género mas frecuente fue Hartmannella con un 26.31%. Mientras que en el
manantial El Tunel, solamente se presentaron dos géneros: Hartmannella con
66.6% y Vahlkampfia con un 33.3%, aislandose amibas solamente en tres meses:
noviembre marzo y abril. El rango de los parametros fisico-quimicos fue similar en
los dos puntos de muestreo obteniendo un pH entre 5.7-7.3, un rango de O.D.
entre 2.4-6.8 y un rango de temperatura de 16-19°C. Estos pardmetros se
encuentran dentro de los rangos sefialados en la bibliografia para la presencia de
las AVL.



INTRODUCCION

El agua subterranea se considera una fuente inagotable y en general de buena
calidad, por lo que se ha usado ampliamente para uso doméstico y otros
propositos. Recientemente se ha observado que es muy susceptible de
contaminarse ademas de una sobreexplotacién de los mantos acuiferos (Garcia y
Pifia, 2003).

La sobreexplotacion de acuiferos en muchas zonas, asi como otras actividades
antropogénicas, han ocasionado deterioro de la calidad en algunos sitios y en
muchos otros, condiciones graves de decremento del nivel de los acuiferos;
ademas de la disminucién de la recarga natural debido a la elevada urbanizacion,
que también influye en la calidad del agua de recarga (lturbe y Silva, 1992).

De los recursos acuaticos existentes en México, el agua subterranea es una de las
principales fuentes de abastecimiento de agua potable. En el Valle de México, el
70 % de la poblacion se abastece con agua extraida a través de pozos. De
acuerdo con la Comision Nacional del Agua hasta ahora se han identificado en
México 459 acuiferos con mas del 20% de sobreexplotacidon, la extraccion
promedio anual de estos se calcula en 24 km® la cual es a través de 140 mil
aprovechamientos subterraneos. EI mayor nimero de estos se encuentran en el
noroeste del pais, sin embargo los que reciben una descarga significativa se
localizan en el sureste; de hecho a excepcidn de esta zona, existen problemas de
disponibilidad debido a que las recargas son menores a las extracciones, esto se
agrava aun mas por el deterioro de su calidad, debido a la contaminacion
(Campoy, 2001; CNA, 1994).

En el agua subterranea se han encontrado diversos contaminantes que amenazan
la salud de los usuarios. Remover algunos de estos contaminantes podria ser muy
costoso, por lo cual el agua resultaria virtualmente inservible para el consumo
humano, por tal razén es importante entender el proceso mediante el cual se
contamina el agua subterranea y el tipo de contaminantes, tanto fisicoquimicos
como microbioldgicos, que pueden estar presentes en ella. (Garcia y Pifia 2003).

En la microbiologia del agua subterrdnea, se pueden distinguir dos componentes,
los microorganismos que habitan en este ambiente (autéctonos) y los
microorganismos contaminantes relacionados con los problemas de salud publica.
Este dltimo tiene que ver con el estudio de la persistencia de los contaminantes
biolégicos en ambientes subsuperficiales y la dispersibn de enfermedades
hidrotransmisibles por medio del agua subterranea, lo que constituye un riesgo
para la salud de los usuarios (Bitton y Gerba, 1984; Chapelle, 1993).

Algunas AVL, ademas de estar en el ambiente, pueden causar enfermedades en
el humano y otros animales. Las especies con potencial patdgeno pertenecen a
los géneros Naegleria, Acanthamoeba y Balamuthia (Martinez y Visvesvara, 1997;
Schuster y Visvesvara, 2004



MARCO TEORICO
Acuiferos.

El acuifero es la formacién geoldgica que almacena agua y actia como depdésito y
reserva. La mayoria conforman grandes extensiones y su alimentacién es por el
aporte de aguas pluviales, corrientes superficiales y lagos que se infiltran a través
del suelo hacia el acuifero, el agua escurre debido a la gravedad desde las zonas
de recarga hacia la de descarga, las cuales pueden ser rios, lagos 0 manantiales.
La explotacion se efectia mediante el bombeo en pozos. En los acuiferos hay que
distinguir, normalmente, una zona de recarga que es la parte por donde entra
agua y otra zona de descarga que es por donde sale el liquido, pudiendo
localizarse estas zonas en la superficie o en otros acuiferos subterraneos (lturbe y
Silva, 1992; Jiménez, 2002).

Los acuiferos se clasifican, segun la estructura geoldgica, en libres,
semiconfinados y confinados. Un acuifero libre consiste en una zona impermeable
gue sirve de base a una zona permeable saturada de agua, sobre la que existe
una capa permeable sin saturar. Si el estrato esta cubierto por una capa también
impermeable, el acuifero recibe el nombre de acuifero confinado. Este tipo de
acuifero presenta una permeabilidad muy pequefia o nula y, a veces, al estar
limitado por estratos impermeables suprayacentes y subyacentes, impiden al agua
moverse mas alla de la region confinada. Cuando esto ultimo sucede y ocupa una
cuenca mas o menos extensa, se habla de cuenca artesiana. Aqui, el agua suele
estar sometida a fuertes presiones por lo que, en los pozos abiertos en estas
cuencas, denominados pozos artesianos, el agua asciende hacia la superficie, que
a menudo alcanza sin necesidad de bombeo, de ahi que el agua almacenada
pueda liberarse a través de manantiales y pozos. Existen pocos acuiferos
verdaderamente confinados; la mayoria recibe apreciables cantidades de agua por
filtracion, lentamente, durante largos periodos de tiempo, por una de las capas de
confinacion; reciben entonces el nombre de acuiferos semiconfinados (lturbe y
Silva, 1992).

Antes de los afios 70's el estudio de la biologia del agua subterranea, fue
relativamente limitado, sin embargo se hizo cada vez mas obvio que la eliminacion
de desperdicios contaminaban ambientes subsuperficiales, esto condujo a un
creciente interés en el estudio de este tipo de ambientes; ademas de los
organismos gue se encontraban en estos, para llevar a cabo la degradacion de
contaminantes potenciales es decir la biorremediacion (Leclerc y Moreau 2002).

Las fuentes de contaminacion quimica y microbiolégica son numerosas. Estas
fuentes incluyen la practica de disposicion en el suelo de los efluentes de agua de
desecho, lodos, desechos sélidos, efluentes de tanques sépticos y escurrimientos
urbanos (Gerba y Bitton, 1984., Zoller, 1994). Mas de 200 sustancias organicas e
inorganicas sintéticas se han identificado en suministros de agua subterranea
(Zoller, 1994). Con respecto a la contaminacion por microorganismos patégenos,
la contaminacion bacteriana parece ser el problema mas comun; aunque también



se han detectado problemas de salud por brotes de algunos virus como el de la
hepatitis y la gastroenteritis (Craun, 1984; Cullimore, 1992; Chapelle, 1993;
Zellikson, 1996).

En el caso de los protozoarios, no se cuenta con mucha informacion acerca de su
presencia en el agua subterranea. Se ha observado que su niumero es muy bajo,
pero en aguas contaminadas organicamente, su nimero se incrementa debido al
aumento de la poblacién bacteriana, que es el principal alimento de los diferentes
grupos de protozoarios, entre los que se destacan las amibas de vida libre por su
voracidad para consumir bacterias (Chapelle, 1993; Ramirez et al., 2001).

Amibas de vida libre.

Las Amibas de Vida Libre (AVL) son protozoos cosmopolitas que habitan en
ambientes como el suelo y el agua, aunque también se pueden encontrar en el
aire, medio que utilizan como forma de dispersion. En los ecosistemas acuaticos
desempefian un papel muy importante en el mantenimiento de flujo de energia y
el reciclado de los nutrimentos. Su eficiencia en el uso de los recursos las
convierte en un enlace fundamental entre los organismos desintegradores y
aquellos pertenecientes a niveles troficos superiores. (Schuster y Visvesvara,
2004).

Algunas AVL, ademas de estar en el ambiente, pueden causar enfermedades en
el humano y otros animales. Las especies reportadas hasta el momento como
patégenas pertenecen a los géneros Naegleria, Acanthamoeba, Balamuthia y
Sappinia (Martinez y Visvesvara, 1997; Schuster y Visvesvara, 2004).

Naegleria.

El género Naegleria vive principalmente en el suelo, en ambientes acuaticos como
aguas termales y aguas calentadas artificialmente (piscinas), aunque también se
puede encontrar en estanques, cascadas, manantiales, lagos y rios con
temperaturas menores a los 30°C.

Las especies patégenas se observan con mayor frecuencia en cuerpos de agua
con temperaturas mayores a los 30°C y aguas naturales de los trOpicos y
subtropicos. Los factores ambientales favorables para el desarrollo de este género
son: intervalos de temperatura entre los 30°C y 45°C, niveles 6ptimos de oxigeno
(minimo 2 mg/l), pH cercano a la neutralidad y alimento suficiente (bacterias y
materia organica); sin embargo, en su forma de quiste, pueden soportar
variaciones amplias de los parametros antes mencionados. Un hallazgo
interesante a este respecto, es que hasta el momento todas las especies
patégenas que se han aislados han sido termotolerantes, aunque no todas las
termotolerantes han sido patdgenas (Rodriguez, 1994).

Naegleria fowleri es la Unica especie patégena para el humano, que se ha
detectado en este género; causa una infeccibn aguda que afecta al sistema



nervioso central (SNC) llamada Meningoencefalitis Amebiana Primaria (MEAP) o
Naegleriosis. Es una enfermedad aguda y casi siempre fatal, la mayoria de los
individuos mueren en la primera o segunda semana después de la manifestacion
de los primeros sintomas, dependiendo del manejo y resistencia del paciente, asi
como de la virulencia de las amibas. Se presenta principalmente en individuos
jovenes y sanos con antecedente de natacion (Bonilla et al., 2004; Martinez y
Visvesvara, 1997; Schuster y Visvesvara, 2004).

Naegleria fowleri es una especie que durante su ciclo de vida puede presentar 3
estadios morfologicos: el trofozoito, el quiste y el estadio de flagelado. Los
trofozoitos son activos y por lo general se encuentran elongados, que se conoce
como forma limax, presenta un pseudopodo ancho denominado lobopodo, su
citoplasma es granular y contiene vacuolas. La etapa flagelar se forma del
trofozoito y presenta dos flagelos. Los quistes son por lo general esféricos, lisos
con una doble capa, su tamafio se encuentra entre 7-15 ym de diametro; esta
estructura se forma cuando las condiciones ambientales son adversas (Martinez y
Visvesvara, 1997).

La puerta de entrada es la aspiracion por las fosas nasales de agua contaminada;
las amibas alcanzan el techo de la cavidad hasta llegar a la mucosa olfatoria,
migran al nervio olfatorio, atraviesan la lamina cribiforme y avanzan hasta el
espacio subaracnoideo. En el cerebro, las amibas provocan necrosis por
produccion de hidrolasas lisosomales y fosfolipasas que degradan la mielina y
provocan que la persona invadida sufra dafios graves e irreversibles. Las amebas
penetran el tejido del SNC y ocasionan necrosis hemorragica y edema, que son
las caracteristicas histopatologicas de la MEAP (Bonillay Ramirez, 2004).

A nivel mundial se habian reportado hasta el 2001, 196 casos de MEAP, de los
cuales 29 casos corresponden a México. Aungque el niameros de casos pueden
parecer bajos, la exposicion a estos organismos puede ser relativamente comun
(Marshall et al., 1997; Martinez, 2001).

Acanthamoeba.

Acanthamoeba es otro de los géneros de amibas de vida libre al que pertenecen
varias especies potencialmente patdgenas para el humano. Se encuentra
distribuida en todos los ambientes, y probablemente es la amiba con mayor
distribucion en la naturaleza, debido a la gran resistencia de su quiste. De las AVL
potencialmente patdgenas, Acanthamoeba es la Unica especie que se ha aislado
de muestras de aire extra e intramuros, asi como de conductos de aire
acondicionado (Bonilla et al., 2004; Martinez y Visvesvara, 1997).

El ciclo de vida de Acanthamoeba tiene dos estadios el trofozoito y el quiste, los
trofozoitos presentan pseudopodos parecidos a espinas, denominados
acantopodos, los cuales le permiten la movilidad al organismo. Los quistes son
circulares con una doble membrana, donde la capa interna puede tener formas
estrelladas o hexagonales con dos o mas poros. Acanthamoeba es mayor que
Naegleria llegando a medir de 10-50 mp de diametro, este tipo de organismos se



dividen por fisién binaria (Bonilla et al., 2004; Schuster y Visvesvara, 2004).

Acanthamoeba es una amiba oportunista capaz de producir Encefalitis Amibiana
Granulomatosa (EAG) también conocida como acanthamoebosis; es una
enfermedad subaguda o crénica. Se presenta en individuos inmunosuprimidos o
inmunodeficientes, como alcohdlicos cronicos, embarazadas, VIH positivos,
enfermos con SIDA, con lupus eritematoso sistémico o cancer; aunque también se
han descrito casos de EAG sin ninguna predisposicion.

La puerta de entrada al torrente sanguineo puede ser a través de los pulmones via
neuroepitelio olfativo y lesiones de la piel. Las lesiones que produce
Acanthamoeba son granulomatosas, encontrdndose en ellas trofozoitos y quistes.

Los datos clinicos comparados con los que provoca Naegleria son menos intensos
y de un curso mas lento.

Otra infeccidon importante causada por Acanthamoeba spp., es la Queratitis
amebiana (QA). Esta es una inflamacién cronica en la cornea que puede causar la
pérdida del ojo. Se caracteriza por un dolor ocular severo asociado con fotofobia,
generalmente unilateral, vision borrosa y congestion de la conjuntiva. Los
principales factores de riesgo son el uso de lentes de contacto suaves, uso de
soluciones salinas caseras, exposicion a agua contaminada y traumatismos
menores del 0jo. Otros factores que favorecen el establecimiento de la Queratitis
amibiana (QA) son la produccion de lagrimas con baja actividad microbiana y la
contaminacion bacteriana secundaria (Bonilla et al., 2004; Marshall et al., 1997;
Schuster y Visvesvara, 2004).

Balamuthia.

Otra de las especies de AVL que se ha detectado como patdgena es Balamuthia
mandrillaris la cual se desarrolla preferentemente en cultivos de tejido y en un
medio axénico muy especifico, su blusqueda en el ambiente ha sido escasa y no
se conoce exactamente su habitat (Bonilla et al., 2004).

Durante los afios 80's, en Estados Unidos, la amiba se aislo por primera vez de un
mandril de zoolégico que murié por encefalitis, a lo que debe su nombre. Los
estudios de microscopia electrénica, las pruebas de patogenicidad en animales y
los patrones de inmunofluorecencia sugirieron que se trataba de una nueva
especie de ameba de vida libre, llevando a la propuesta de un nuevo género;
Balamuthia con una sola especie B. mandrillaris, perteneciente a la familia
Leptomyxidae (Schuster y Visvesvara, 2004).

Un cuadro muy similar al descrito para Acanthamoeba es producido por B.
mandrillaris. Sin embargo, no esta claro si Balamuthia se comporta como
organismo oportunista o si es un patdégeno primario letal, que no depende del
estado del hospedero. La informacion al respecto es escasa y los cuadros
observados se han presentado principalmente en individuos
inmunocomprometidos (Bonilla et al., 2004).



Sappinia.

Recientemente se reporté un caso de EAG causado por Sappinia diploidea en un
paciente de 38 afios inmunocompetente, en el cual se aislaron trofozoitos de la
masa cerebral. EI examen histopatolégico del tejido cerebral mostrd trofozoitos
pero no quistes y no se observo ninguna evidencia de reaccion granulomatosa. Se
extrajo quirdrgicamente la Unica lesién que se aprecio por resonancia magnética y
se le dio tratamiento con azitromicina, isotionato de pentamidina, itraconazol y
flucitosina, con lo que el paciente se recuperd sin secuelas neuroldgicas. Se cree
que la puerta de entrada fue a través del tracto respiratorio, porque el paciente
presentd una infeccién nasal importante. Los sintomas en el caso reportado fueron
dolor de cabeza, vision borrosa, ataques, fotofobia y vomito (Gelman et al., 2003).

Esta amiba habia sido aislada del medio ambiente en heces humanas, de bisontes
y del ganado pero no se habia detectado como patbégena. S. diploidea presenta un
tamafo mayor, llegando a medir de 45 a 85 um con pseudépodos indistintos y una
pelicula que se puede ondular cuando la amiba esta en movimiento. Un caracter
distintivo de la amiba es la presencia de 2 ndcleos los cuales estan colocados muy
cerca uno del otro; esta caracteristica también se encuentra presente en el quiste
(Schuster y Visvesvara, 2004).



ANTECEDENTES

A la fecha son relativamente pocos los estudios de amibas de vida libre realizados
en agua natural, entre los que se pueden mencionar los siguientes.

O"Dell citado por Sawyer et al.,, 1993, realiz6 una investigacién acerca de la
distribucion estacional de AVL en el fondo de un lago en Nebraska, E.U., llevando
a cabo muestreos mensuales a lo largo de un afo, encontrando que
Acanthamoeba fue la amiba mas frecuente en el sedimento litoral y que al menos
una especie de este género estuvo presente en el 60% de las estaciones del
muestreo; lo que probablemente se debi6 a la temperatura registrada, la cual de
acuerdo al reporte se mantuvo en un intervalo medio de 38 a 40°C. de acuerdo
con lo reportado por el autor.

Dive y colaboradores citados por Kyle y Noblet, 1986, realizaron un estudio acerca
de las AVL termotolerantes en un estanque de enfriamiento el cual estaba ubicado
en una planta de energia eléctrica en Francia a través de el ciclo anual, reportando
un cambio importante en el tipo de amibas presentes en el agua. A menores
temperaturas se presentaron amibas del género Vahlkampfia y alrededor del
verano cuando la temperatura se incrementd, aparecieron algunas amibas
patégenas de la especie Naegleria fowleri.

Kyle y Noblet en 1986 realizaron un estudio cuantitativo para conocer la
distribucion estacional de las AVL termotolerantes en un lago célido en el sur de
Carolina, E. U.; analizaron la relacién entre los parametros fisicoquimicos con la
presencia o ausencia de las amibas, en tres diferentes habitats del lago (bentos,
plancton y neuston). Encontraron que las densidades poblacionales de AVL
presentaron un aumento durante los meses de verano en los tres habitats; pero la
riqueza especifica era distinta entre ellos. Ademas observaron que el hébitat
principal para las AVL fue el sedimento del litoral; presentando un aumento en el
mes de agosto para Acanthamoeba y Naegleria, en julio para Hartmannella y en
mayo para Vahlkampfia.

El género amibiano mas abundante en el bentos fue Acanthamoeba,
presentandose en un 82%. Las poblaciones de AVL en el bentos presentaron
cambios drasticos en respuesta a los cambios climaticos estacidénales.

Los patrones de distribucion y composicidon de especies de las AVL en el agua de
la superficie fueron similares a los del sedimento litoral; sin embargo un mayor
porcentaje de Naegleria se encontré en la superficie. Se aislé un gran namero de
AVL de la zona del neuston, observandose que en la parte central del lago el
namero de AVL aisladas en la superficie fue mayor que el encontrado en la zona
subsuperficial.

Durante el verano, la poblacion de AVL fue mas alta en el plancton, el cual se
encontraba a una profundidad de 3 a 3.4 metros, reportandose un alto porcentaje
de Naegleria en esta capa. Los autores sugirieron que esto tal vez se debid a que



los ameboflagelados de Naegleria fueron capaces de migrar en respuesta a una
reduccién de los nutrientes o a la presencia de anoxia en otras zonas del lago.

Finalmente, concluyeron que las condiciones ambientales tuvieron un papel
importante en la distribucion de las AVL en los diferentes habitats del lago.

Sawyer y colaboradores en 1993 examinaron sedimentos marinos en la Bahia de
Raritan, Nueva York, en la cual eran vertidas aguas residuales sin tratar.
Reportando la predominancia del género Acanthamoeba con la presencia de las
especies A. castellanii, A. comandoni, A. hatchetti, A. lenticulata, A. polyphaga,
A. rhysodes y Acanthamoeba spp. Las cuales fueron reportadas a temperaturas
de 38-40°C. Ademas, se reportd una nueva especie, la cual se nombré
Acanthamoeba stevensoni.

Anderson y Rogerson en1995 estudiaron las amibas de vida libre en los estuarios
de Hudson y Clyde en los Estados Unidos, en el periodo de noviembre de 1992 a
noviembre de 1993. Reportando que en el estuario de Hudson las AVL
presentaron un decremento importante durante los meses de invierno, asi como
un aumento de la poblacién en los meses de verano precedido por un incremento
en la primavera.

Un incremento similar se presento en el estuario de Clyde en primavera (abril y
mayo). Con esto se sugiere que los patrones estaciénales de la abundancia de
amibas son similares en localidades geograficas separadas. Los autores
recomendaron que debido a que alrededor del 50-60% de las amibas encontradas
presentaron una longitud menor a las 10um, el estudio de los protozoos del
plancton debe de ser muy cuidadoso para que estas amibas pequefias no pasen
desapercibidas.

En un estudio realizado por Anderson en 1997 en la capa superficial de una poza
poco profunda, ubicada en el noroeste de los Estados Unidos, se estudidé durante
un afo a intervalos mensuales, la abundancia y la diversidad de las
Gymnamoebae (amibas desnudas). La abundancia de amibas se mantuvo en un
intervalo de 81 amibas/ml en enero a 1568 amibas/ml en junio y 1813amibas/ml en
octubre. Este ultimo es equivalente a 1.8 millones por litro, por lo cual es uno de
los valores mas altos reportados para las Gymnamoebae de agua dulce. La
diversidad méxima se presentod en los meses de abril, julio y agosto.

Novarino y colaboradores en 1997, realizaron un estudio en el acuifero llamado
El Cabo en el estado de Massachussets, E. U.; reportando aislamientos de amibas
desnudas pertenecientes a los géneros, Acanthamoeba, Hartmannella, Mayorella,
Rosculus, Vahlkampfia, Vannella y Platyamoeba.

Bonilla y colaboradores en el 2000, reportan el estudio que se realizo6 en la zona
de la Huasteca Potosina, México. En este estudio se tomaron muestras de 12
sitios utilizados para la natacion como albercas, cascadas y lagunas; durante las



temporadas de secas y lluvias. Se obtuvo un total de 54 aislamientos amibianos
en 9 de los 12 lugares muestreados, siendo los géneros Naegleria y
Acanthamoeba los mas frecuentes. Hubo un mayor numero de aislamientos
durante la temporada seca y ademas de que un 70% de las amibas fueron
aisladas de las albercas. Se presentaron 5 cepas de Naegleria, 4 de
Acanthamoeba y 3 de Hartmannella las cuales resultaron patdgenas en ratones
por via intracerebral.

De los pocos estudios realizados para las AVL en agua subterranea, se encuentra
el realizado en el acuifero del Valle del Mezquital, Hidalgo, México; el cual es un
acuifero que ha sido contaminado organicamente durante muchos afios. Se
obtuvieron 289 aislamientos, predominando las amibas del género Acanthamoeba
en un 67.3%, de las cuales 6.5% fueron patogenas en raton (Campoy, 2001;
Ramirez, et al., 2001).



JUSTIFICACION

De todos los ambientes, la biologia del agua subterranea es una de las menos
estudiadas. Hasta hace relativamente poco tiempo se consideraba que la
posibilidad de que ocurrieran procesos biologicos en el agua subterranea era poca
y no significativa. Sin embargo en las ultimas décadas algunos estudios han
reportado que los microorganismos existen en el agua subterranea profunda y que
pueden realizar funciones importantes.

Especificamente se conoce poco de los aspectos microbiolégicos de la
contaminacion que ocurre en este ambiente en comparacion con las aguas
superficiales, principalmente debido a la creencia de que este tipo de agua era
esencialmente limpia por la accion filtrante del medio poroso por el cual pasa el
agua, por lo que la determinacién del numero de bacterias en el agua subterranea
se consideraba no necesaria (Gerba y Bitton, 1984).

El interés en las investigaciones de la microbiologia del agua subterranea se ha
incrementado por la creciente demanda de esta fuente, ya que se requiere que no
exista riesgo a la salud por el uso de ella (Iturbe y Silva, 1992).

Un caso interesante es el acuifero del Valle de Cuernavaca porque se ha dado
una continua degradacion en la calidad fisicoquimica y microbiolégica del agua
debido a que se descargan aguas residuales domésticas y municipales sin
tratamiento en arroyos y rios, que debido a la alta vulnerabilidad de los materiales
que van circulando, infiltran y alteran la calidad del agua subterranea. En algunos
pozos de la porcion Sur del valle de Cuernavaca se han identificado
concentraciones de nitratos que superan los limites permisibles de acuerdo con
las normas oficiales mexicanas establecidas (CNA, 2002).

A fines de la década de los 70’s y principios de los 80’s se elaboraron y ejecutaron
estudios para un mejor conocimiento geohidrolégico, con el objetivo principal de
determinar su funcionamiento hidraulico y disponibilidad de agua subterranea y
con base en ello establecer normas y criterios para un manejo racional del
acuifero, aunque los estudios no consideraron la descarga de manantiales ni
aspectos de contaminacion microbiologica (CNA, 2002).

Otro aspecto importante del estudio es que debido al desarrollo del valle de



Cuernavaca, los usuarios de algunos ramos como el industrial y el agricola han
solicitando incrementos de agua. Asimismo, el desarrollo de la poblacion demanda
nuevas fuentes de abastecimiento de agua como apoyo a las ya existentes, por lo
gue es necesario que las fuentes sean de buena calidad.

La presente investigacion contribuird al conocimiento de las poblaciones
microbianas presentes en el agua subterranea, especificamente de las amibas de
vida libre patdégenas. Ademas se conocera la calidad ameboldgica de los
manantiales monitoreados, ya que en el caso de presentarse amibas con potencial
patdgeno se pueden presentar repercusiones para la salud de los usuarios.

AREA DE ESTUDIO
Localizacion.

El acuifero del valle de Cuernavaca se localiza entre las coordenadas geograficas
de 18° 47' y 19° 07' de latitud Norte y los 99° 07' y 99° 25' de longitud Oeste del
meridiano de Greenwich. Colinda en la porciébn Norte con las Cuencas
Hidrologicas del Valle de México y del rio Lerma. Al Este y Sur colinda con los
acuiferos de Cuautla-Yautepec y Zacatepec, respectivamente, ambos en el estado
de Morelos. Al poniente colinda con la subcuenca del rio Chalma en el estado de
México (figura 1).
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Figura 1. Localizacién del acuifero de Cuernavaca en el estado de Morelos.



Los municipios que se incluyen en la zona acuifera son: Huitzilac, Cuernavaca,
Emiliano Zapata, Jiutepec, Temixco y la porcion Norte del municipio de Xochitepec
y al poniente de los municipios de Tepoztlan y Yautepec, todos en el estado de
Morelos.

La zona conurbada de Cuernavaca, Jiutepec, Temixco y Emiliano Zapata
concentra la mayor densidad de pozos y manantiales del acuifero. En el caso
particular de la zona ubicada entre Cuernavaca y Jiutepec, se presenta
permanentemente un cono de abatimiento local, con niveles de 40 metros por
debajo del nivel estatico, que ha dado como resultado que en los Ultimos tiempos
algunos usuarios de la zona hayan solicitado la reposicion de pozos profundos por
el abatimiento y niveles piezométricos que se presentan (CNA, 2002).

En la presente investigacién se estudiaron dos manantiales del acuifero del valle
de Cuernavaca. EI manantial “Las Fuentes” que se localiza en el municipio de
Jiutepec, el cual es un manantial superficial que se utiliza para fines recreativos y
el manantial “El Tanel” que se localiza en el municipio de Cuernavaca y que es un
manantial que no se encuentra a la intemperie, por lo que se ha tenido que realizar
una excavacion para su explotacion como suministro de agua potable.

Region Hidrolégica.

El acuifero del valle de Cuernavaca se ubica en la region hidrologica del 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 2).

GUCRREROQ

- T, i




Figura 2. Region hidrologica del Balsas.

En la porcién central de la cuenca del rio Amacuzac se incluye el acuifero del valle
de cuernavaca; la superficie de drenaje de dicha cuenca es de 9,470 km2 de los
cuales 4,392 km2 se localizan en el estado de Morelos. Las subcuencas que se
incluyen en esta cuenca hidrografica son: Chontalcuatlan, San Jerénimo, Chalma,
Tembembe, Apatlaco, Yautepec y Cuautla (CNA 2002).

Clima

El clima del estado de Morelos y especificamente en la zona del acuifero del valle
de Cuernavaca, esta dado principalmente por dos caracteristicas geograficas de la
zona: la altitud del Eje Neovolcanico (ENV) y la influencia de la Sierra Madre del
Sur (SMS). El ENV constituye una barrera orografica que bloquea el paso de los
vientos humedos provenientes del Océano Pacifico y la SMS da lugar a la
presencia de pequefios valles inter montafiosos.

Se presentan cuatro tipos de climas: semifrio, templado, semicalido y calido. Los
climas semifrio y templado se localizan en la porcion norte del valle y el clima
semicdlido y célido al centro y sur, respectivamente. El clima semifrio presenta
temperaturas que fluctian entre 5 a 12° C y ocurre en altitudes mayores de 2800
msnm. (CNA, 2002).

Aspectos econdmicos

En el Valle de Cuernavaca se ha dado un acelerado desarrollo urbano, industrial y
de servicios durante las ultimas dos décadas, por lo que se han generado
importantes demandas de agua. En el caso contrario, estan las actividades
agricolas, las cuales han tenido una disminucion, debido principalmente a que las
zonas urbanas se encuentran en constante crecimiento, por lo cual requieren un
mayor espacio, generando un cambio progresivo del uso de suelo y como
consecuencia del uso del agua. Entre las actividades agricolas que se han
desarrollado se encuentra la instalacibn de viveros o invernaderos, que
contribuyen con la demanda de flores y plantas de ornato para consumo de
centros de poblacion locales y mercados circunvecinos, aprovechando las
bondades del clima del valle de Cuernavaca (CNA, 2002).



OBJETIVOS

Objetivo general:

-Determinar la distribucion temporal de las amibas de vida libre en los
manantiales “Las Fuentes” y “El Tunel” del acuifero del valle de Cuernavaca en el
estado de Morelos.

Obijetivos particulares:

-Aislar las amibas de vida libre presentes en los manantiales.

-Cuantificar las amibas de vida libre presentes en los manantiales.

-Relacionar la presencia de las amibas de vida libre con los parametros
fisicoquimicos: temperatura, pH y oxigeno disuelto del agua.



CONCLUSIONES

*En Las Fuentes hubo una mayor riqgueza especifica y un namero de amibas
de vida libre mayor en comparacién con el manantial El Tanel.

*La abundancia y diversidad de especies encontrados en los manantiales
fueron relativamente bajos, comparado con lo reportado en otros acuiferos
como el del Valle del Mezquital.

*Los parametros fisicoquimicos observados, estuvieron dentro de los
parametros reportados para la presencia de las amibas.

*De las especies aisladas en ambos manantiales ninguna ha sido reportada
como patogena. En el caso de las amibas del género Naegleria que fueron
aisladas, probablemente pertenezcan a la especie N. gruberi por las
caracteristicas de su quiste, que es una de las especies no patégenas de este

grupo.

*No se encontraron amibas pertenecientes al genero Acanthamoeba las cuales
son comunes en la naturaleza.

*En cuanto a las AVL, el uso del agua de los manantiales tanto para fines
recreativos (natacion) y de consumo para los usuarios no representa peligro
debido a que no se detectaron amibas reportadas como patdégenas.



ANEXO
Medio de cultivo.

Agar no nutritivo con Enterobacter aerogenes (NNE).

NaCl------------=-=-memee-- 0.12¢g
MgSO47H,0------=-=----- 0.0049
CaCl, 2H,0--------------- 0.0049
Nao HPOgmmoo 0.142¢g
KH, PO, 01369
Bactoagar----------------- 15.0g
Agua destilada----------- 1000ml

Mezclar en seco todos los ingredientes, agregar 500ml. De agua destilada y
disolver, completar el volumen a 100ml. Y hervir hasta que se disuelva el agar
completamente. Esterilizar a 121°C durante 20 minutos. Se Vvierten
aproximadamente2 ml en cada pozo. Cuando el agar se ha solidificado se vierten
2 gotas de suspension 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 el refrigerador.

Fotografias de las amibas aisladas.



Quiste Naegleria 400x Quiste Hartmannella 400x

Trofozoito Hartmannella 400x Trofozoito Vahlkampfia 400x

Trofozoito Vannella 400x
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