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Resumen

Los protozoos en los sistemas de tratamiento de aguas residuales desempefian varias
funciones de importancia como consumidores de bacterias y materia organica, favoreciendo
el buen funcionamiento de los sistemas. Algunas especies son muy comunes en las aguas
contaminadas y también se encuentran frecuentemente en estos sistemas. Entre los
protozoos destaca el grupo de las gimnamebas, porque ademds de participar en la
microlimpieza del agua, son capaces de causar enfermedades.

Por tal motivo, el presente trabajo formé parte de un sistema de tratamiento ubicado en el
poblado de Matilde, Hgo., que consistié en detectar la presencia y determinar la abundancia
de Gimnamebas en agua residual doméstica en un tanque de sedimentacion (séptico) que
consta de 2 cdmaras, cuya finalidad es la separacion de los sélidos grandes mediante el
proceso fisico de sedimentacion, conformando la etapa del tratamiento primario.

El estudio se llevo a cabo mensualmente de enero a diciembre del afio 2002, donde se
colectaron muestras de sedimento de la 1™ cdmara y de agua residual de la 2* cdmara y
salida del tanque séptico. Se obtuvieron un total de 183 aislamientos, de los cuales se
identificaron 18 especies, distribuidas en 5 familias y 6 géneros, siendo Acanthamoeba el
género de mayor representacion con un 52%. Las especies que tuvieron mayor incidencia
fueron: Dactylamoeba stella, Acanthamoeba astronyxis, Acanthamoeba tubiashi,
Acanthamoeba triangularis y Vahlkampfia avara.

Las amebas fueron contadas mediante la técnica del Numero Mas Probable (NMP),
alcanzando una densidad promedio de 74,300 amebas/L. De los tres puntos de muestreo, la
1™ camara del tanque fue la que registré la mayor abundancia de hasta 240,000 amebas por
litro, en tanto que la salida present6 la menor densidad pero se observé un mayor nimero
de especies con 16 de las 18 especies identificadas. Mientras los meses en que se
observaron las cantidades mds altas de amebas fueron agosto, octubre y noviembre, este
ultimo presenté el pico de densidad maximo. Los resultados de este estudio también
demostraron que la abundancia de las gimnamebas estd estrechamente asociada con la
cantidad de materia orgdnica, pues esta se vio favorecida al presentarse el mayor nimero de
amebas en la muestra de sedimento colectada de la 1™ cdmara del tanque de sedimentacién,
es decir donde habia mayor cantidad de materia organica.

El pardmetro fisico-quimico que tuvo una correlacion significativa de tipo directa con la
abundancia de las gimnamebas fue el pH, en tanto que la temperatura, la conductividad y el
oxigeno disuelto no presentaron relacion.

Aunque las condiciones a las que estuvieron sujetas las gimnamebas no fueron muy
favorables, no impidieron la presencia de las especies amibianas pues estas fueron capaces
de resistir a pesar de que algunas no forman quistes como es el caso de los géneros
Dactylamoeba, Mayorella y Vannella, significando de manera considerable la adaptacion
para habitar este tipo de ambiente.



Introduccion

El agua ha sido, desde la creacion del mundo, un elemento imprescindible para todos los
seres vivos, ya que forma parte de su composicién y es necesaria para su mantenimiento,
ademds de ser habitat para multiples especies. Para la especie humana, a medida que se ha
desarrollado y ha crecido la poblacion en casi todas las dreas habitadas de la superficie
terrestre, las necesidades del agua han ido en forma creciente (Seoanez, 1995).

La eliminacién adecuada de los desperdicios humanos y domésticos es necesaria para
proteger la salud de la familia y de la comunidad. Para obtener resultados satisfactorios,
tales desperdicios deben eliminarse de manera que; a) no contaminen abastecimiento
alguno de agua potable, b) no den lugar a un peligro publico para la salud, al ser accesible a
roedores, insectos u otros posibles transmisores que puedan entrar en contacto con
alimentos o agua para beber c) no den lugar a un peligro publico para la salud, al ser
accesibles a personas, d) no violen leyes o reglamentos referentes a contaminacién de agua
o eliminacién de aguas negras, €) no contaminen las aguas de rios, lagunas, playas o
corrientes usadas con fines de abastecimiento de agua publicos o domésticos o para
motivos de recreo y f) no den lugar a molestias debidas a olores o apariencia antiestética
(SSPEUA, 1975).

Meéxico no es la excepcion, ya que tiene muchas y diversas necesidades en el uso del agua,
entre las cuales podemos incluir: suministro de agua potable, aplicaciones en la agricultura
y la industria, depdsitos de desechos y usos recreativos (OCDE, 1997).

Mis del 70% de las comunidades mexicanas poseen menos de 100 habitantes (OCDE,
1997), la mayoria de estas numerosas comunidades no poseen un sistema de tratamiento, ya
que los métodos existentes resultan costosos (Rivera y Calderén, 1993). Estos pequeiios
poblados producen aguas de desecho que no reciben ningiin tipo de tratamiento, lo cual
provoca la facilidad de dispersiéon de enfermedades gastrointestinales, en especial las
parasitarias. En muchos casos, el agua necesita un tratamiento y cada vez se hace mas
necesario tratarla mediante el uso de tecnologias que sean accesibles y no requieran de
mantenimiento constante y especializado para que puedan contribuir a la sustentabilidad del
suministro de agua (OCDE, 1997).

Todas las casas habitacion que estdn equipadas con agua corriente e instalaciones modernas
de tuberia, se enfrentan al problema de la eliminacion de los desperdicios que acarrea el
agua. Particularmente en regiones rurales y suburbanas escasamente desarrolladas que no
cuentan con albafiales municipales, se ha resuelto esta necesidad mediante la instalacion de
sistemas individuales para la eliminacién de las aguas negras. El tipo mds comun de
sistema individual en la eliminacién de esta agua consta de un tanque (fosa o cdmara)
séptico, ya que ha resultado mds sencillo, mas conveniente y satisfactorio -al menos durante
el periodo en que el sistema funciona correctamente- para la eliminacién de los
desperdicios dentro de lo confines de un lote en particular. Sin embargo, en algunas partes,
su aplicacion incorrecta ha originado situaciones intolerables con respecto a la estética y la
salud publica (Cotteral y Norris,1975). Es por este motivo, que las fosas se deben disefiar y
construir adecuadamente para que sean efectivas en el desempefio de su funcion evitando
problemas de sanidad (SSPEUA, 1975).



La principal fuente de contaminacion acudtica son las aguas negras o residuales, estas son
aguas de abastecimiento de una poblacién que son contaminadas por diversos usos. Su
origen resulta de la combinacion de los liquidos o desechos arrastrados por el agua de las
casas habitacion, edificios comerciales e instituciones, junto con los provenientes de los
abastecimientos industriales y las aguas subterrdneas superficiales o de precipitaciéon que
puedan agregarse (Departamento de Sanidad, 1990).

Una de las cuatro fuentes fundamentales de aguas residuales, son las aguas domésticas o
urbanas (Ramalho, 1993), compuestas principalmente por materia orgdnica (MO), en forma
de carbono organico disuelto (COD) y carbono organico particulado (COP), que comprende
el 60% del total de 1a MO y el cual puede ser removido por sedimentacion (Bitton, 1994).

Por tal motivo el hombre ha ideado a lo largo de la historia diferentes sistemas de
aprovechamiento y tratamiento, por lo tanto las aguas residuales plantean uno de los
mayores problemas con que se enfrenta la humanidad (Seoanez, 1995).

Los mecanismos que se emplean para el tratamiento de dichas aguas son una combinacién
de procesos fisicos, quimicos y bioldgicos (Crites y Tchobanoglous, 2000), los cuales estan
disefiados para la eliminacién o reduccién de la materia orgdnica, sustancias toxicas,
nutrientes como P y N, metales pesados y microorganismos patdégenos y pardsitos (Bitton,
1994). Uno de estos mecanismos es el tratamiento primario, que utiliza diversos procesos
como la sedimentacion, cuya finalidad es separar los s6lidos mediante el proceso fisico de
la gravedad; este proceso se realiza esencialmente en tanques sedimentadores (Metcalf y
Eddy, 1985).

En este tipo de aguas, se llevan a cabo diversas reacciones bioquimicas, cuyo propdsito es
degradar la materia orgdnica por medio de procesos aerobios y anaerobios. En ambos
mecanismos se realizan una serie de transformaciones y de procesos como la digestion,
asimilacion y metabolizacion del compuesto orgdnico, que es llevado a cabo por los
microorganismos saprofitos o saprozoicos tales como: bacterias, hongos y protozoos entre
otros (Robles et al., 1993).

Los protozoos son abundantes en los sistemas de tratamiento, ya que mas de 400 especies
se han reportado en dichos procesos y que algunas especies son muy comunes, ademas
tienen una respuesta rapida a los cambios ambientales; debido a esto, se les ha considerado
como indicadores de la calidad del agua. La funcién que desempefian en las aguas
residuales, es la de actuar esencialmente en el consumo de una gran cantidad de bacterias y
particulas orgdnicas presentes en cada paso de los sistemas de tratamiento (Curds, 1992).

La presencia de los protozoos en las aguas residuales, se debe a que toleran condiciones
como bajas concentraciones de oxigeno disuelto, elevadas concentraciones de amonio, CO,
y en algunos casos a la presencia de sulfuro de hidrégeno (Sleigh, 1989).

Entre los protozoos destacan las amebas de vida libre (AVL), porque aparte de realizar la
funcién de remocién de bacterias y materia orgdnica en las aguas residuales, algunas de
ellas son potencialmente patégenas (Bonilla y Ramirez, 1993). Tal es el caso de los géneros
Naegleria, Acanthamoeba y Balamuthia ya que son capaces de causar enfermedades en
humanos y otros animales. Estos géneros atacan principalmente a 6rganos como el ojo y al
sistema nervioso central, caso en que llegan a provocar la muerte (John, 1993; Martinez y
Visvesvara, 1997).



Antecedentes
Tratamiento del agua residual
El tipo de tratamiento del agua residual depende de los siguientes factores: Tipo de
contaminacion, grado de contaminacién, capacidad de difusién en el ambiente, calidad del

nuevo ambiente y uso que se le dard al agua resultante (Ramirez, 1998).

El tratamiento de las aguas residuales comprende los siguientes pasos:

TRATAMIENTO PRELIMINAR

Cribado o desbrozo
Desmenuzadores
Desarenadores

Tanque de preaereacion

TRATAMIENTO PRIMARIO

Sedimentacién
Flotacion

Separacion de aceites
Homogeneizacién
Neutralizacion

TRATAMIENTO SECUNDARIO O BIOLOGICO

Lodos activados

Lagunas de estabilizacién

Lagunaje con aireacion

Filtros bioldgicos (percoladores)
Discos biolégicos

Lechos de carrizos o humedales (MZR)
Tratamientos anaerobios

TRATAMIENTO TERCIARIO

Microtamizado

Electrodialisis

Intercambio i6nico

Adsorcién (carbén activado)

Precipitacién y coagulacion

Filtracién (lecho de arena, antracita, diatomeas)
Osmosis inversa

Procesos de reduccion de nutrientes

DESINFECCION
Cloracién
Ozonizacién
TRATAMIENTO DE LODOS
Espesamiento
Digestion

Lechos de secado
Secado por calentamiento
Incineracién

DISPOSICION DE LOS LODOS

Enterrado
Relleno
Aplicacién como fertilizantes

(Ramalho, 1993; Ramirez, 1998).



Tratamiento primario

El tratamiento primario implica la remocién de hasta un 90% de los s6lidos sedimentables
y del 40 al 60% de los s6lidos suspendidos. La DBO puede disminuir de 20 a 40%, de tal
manera que el efluente quede ausente de materiales sélidos de gran tamafio, ademds de
lograr una eliminacién de materia orgénica, para pasar al siguiente proceso de tratamiento
(Tillman, 1992).

Los tipos fundamentales de tratamientos primarios se basan en procesos fisicos como son:
la sedimentacion, la flotacion, la neutralizaciéon, la homogenizacién y la separacion de
aceites (Ramalho, 1993).

En este caso, el proceso que trataremos es la sedimentacion, la cual consiste en la
separacion de las particulas suspendidas més pesadas del agua, mediante la accién de la
gravedad; esta operacion se utiliza para la eliminacién de los sdlidos sedimentables, asi
como de los flotantes. Es una de las operaciones unitarias mas utilizadas en el tratamiento
de las aguas residuales, que tiene como propdsito fundamental el obtener un efluente
clarificado (Metcalf y Eddy, 1985). En algunos casos la sedimentacién es el tdnico
tratamiento al que se somete el agua residual y que puede realizarse en una o varias etapas
del tratamiento (Ramalho, 1993).

Pueden considerarse cuatro tipos de mecanismos o procesos de sedimentacion,
dependiendo de la naturaleza de los s6lidos presentes en suspension (Ramalho, 1993).
Sedimentacion discreta: Las particulas que se depositan mantienen su individualidad, es
decir que no son sometidas a un proceso de coalescencia con otras particulas. En este caso,
las propiedades fisicas (tamaifio, forma, peso especifico) de las particulas no cambian
durante el proceso. La deposicién de particulas en los desarenadores es un ejemplo tipico
de sedimentacion discreta (Ramalho, 1993).

Sedimentacion con floculacion: Cuando la aglomeracién de las particulas va acompafiada
de cambios en la densidad y en la velocidad de la sedimentacion o precipitacion. Este
tipo de sedimentacion se lleva acabo en los clarificadores o sedimentadores primarios.
Sedimentacion por zonas: Las particulas forman una especie de natas que se sedimentan
como una masa total presentando una interfase distinta con la fase liquida. Un ejemplo de
este proceso incluye la sedimentacién de lodos activados en clarificadores secundarios
(Ramalho, 1993).

Sedimentacion por compresion: Las particulas estin concentradas de tal manera que se
forma una estructura y solamente puede darse la sedimentaciéon por compresion de la
estructura. La compresion tiene lugar por el peso de las particulas, que se van afiadiendo
constantemente a la estructura por sedimentacion desde el liquido sobrenadante. Se produce
en las capas inferiores de una masa de fango de gran espesor, tal como ocurre en el fondo
de los decantadores secundarios profundos y en las instalaciones de espesamiento de fangos
(Metcalf y Eddy, 1985).

Los principales dispositivos para el tratamiento primario son los tanques de sedimentacién
o clarificadores, como resultado del disefo de los tanques sépticos, que son modificados no
sO0lo para retener el agua residual, sino también para separar los sélidos por medio de
camaras que se instalan dentro del tanque, ademds de que tienen la funcion adicional de
servir para la descomposiciéon de los sdlidos sedimentados, lo cual se conoce como
digestion de lodos (Departamento de Sanidad, 1990).



El concepto ideal de un tanque de sedimentacién simple, estd basado en el modelo
seleccionado para un sedimentador de forma rectangular que consiste en cuatro zonas:

1. Zona de entrada. En la cual el flujo puede considerarse laminar, donde las
particulas se distribuyen uniformemente segin la seccién de entrada.

2. Zona de sedimentacion. Aqui las particulas dejan de estar en suspension, cuando
llegan al fondo de esta zona.

3. Zona de salida. El agua residual se recoge aqui antes de su paso al tratamiento
posterior.

4. Zona de lodos. Es la reservada para la retirada de los lodos (Ramalho, 1993).

Son diversos los tanques que se utilizan en el proceso de sedimentacidn, a continuacién se
mencionan algunos de los mas utilizados.

Tanques sépticos. El tanque séptico es uno de los dispositivos mds antiguos de tratamiento
primario (Departamento de Sanidad, 1990), se remonta alrededor de 1860, en Francia, por
John Louis Mouras (Crites y Tchobanoglous, 2000). Se utilizan principalmente para el
tratamiento de aguas residuales de viviendas individuales. Los sistemas de tanques sépticos
han permanecido, basicamente, sin cambios durante sus mds de 100 afios de uso. En
esencia, el método proporciona la recoleccion de los desperdicios domésticos por el agua en
una béveda subterrdnea donde las heces, la grasa y los sélidos que se asientan se separan
del liquido por la accién de la gravedad (Cotteral y Norris, 1975).

La fosa séptica estd disefiada para mantener a las aguas negras en condiciones anaerobias,
por un periodo de 12 a 24 horas durante el cual se efectua una gran eliminacion de sélidos
sedimentables (Departamento de Sanidad, 1990). Cuando se proyecta para una sola
vivienda se utiliza un periodo de detencion de 24 horas, en instalaciones mayores que den
servicio a instituciones o a varias familias, es permisible un periodo de retencién mas corto
(Metcalf y Heddy, 1985).

Tres funciones tienen lugar dentro de las fosas sépticas:

Eliminacion de solidos.- A medida que el agua negra procedente de la casa entra en la fosa,
su velocidad de flujo se reduce de tal forma que los s6lidos mayores se hunden al fondo o
suben a la superficie, estos sélidos se retienen en el depdsito y el efluente clarificado es
descargado. Digestion.- Los solidos o liquidos son sometidos a descomposicién por
procesos naturales y bacterioldgicos. La MO retenida en el fondo se somete a un proceso de
descomposicién anaerobia y facultativa, transformdndose en compuestos y gases mds
estables como el diéxido de carbono (CO,); metano (CHy) y sulfuro de hidrégeno (H,S).
Esta descomposicion en condiciones anaerobias es “séptica”, de aqui el nombre de la fosa;
el agua negra que ha sido sujeta a tal tratamiento causa menos atascamientos que el agua no
tratada que contenga la misma cantidad de sélidos en suspension. Almacenamiento de
cieno y natas.- El cieno es una acumulacion de sélidos en el fondo de la fosa, mientras que
las natas son un conjunto, parcialmente sumergido, de sélidos flotantes que pueden
formarse en la superficie del liquido (SSPEUA, 1975; Crites y Tchobanoglous, 2000).

Debido a la fundamental importancia que tienen los tanques sépticos dentro de los sistemas
in situ para el manejo de las aguas residuales, a continuacién se presenta de manera general
una descripcion del disefo, operacidon y mantenimiento de estas unidades.



Las fosas sépticas deben ubicarse donde no puedan provocar contaminacién de algin pozo,
manantial u otra fuente de abastecimiento de agua. La contaminacién subterrdnea
generalmente se mueve en la misma direcciéon que el movimiento normal del agua fredtica
de la zona, por esta razon, las fosas deben localizarse colina debajo de pozos y manantiales.
Las fosas no deben estar a menos de 15 m de cualquier fuente de abastecimiento de agua;
mayores distancias son preferibles donde sea posible. No deben situarse a menos de 1.5m
de cualquier edificio, ya que pueden ocurrir dafios estructurales durante su construccion,
como las filtraciones. Tampoco deben construirse en zonas pantanosas, ni en dreas sujetas a
inundaciones. En general, la fosa debe localizarse donde se disponga de la mayor area para
el campo de eliminacién. También debe considerarse la ubicacién desde el punto de vista
de limpieza y mantenimiento, ademds donde se piense instalar en el futuro, alcantarillado
publico donde deben tomarse providencias en el sistema de fontaneria de la casa para poder
conectarlo al alcantarillado (SSPEUA, 1975).

Contrariamente a la creencia popular, las fosas sépticas no efectian en alto grado la
eliminacion de bacterias. Aunque las aguas negras experimentan tratamiento al pasar por la
fosa, esto no significa que se eliminen agentes infecciosos; por lo tanto el efluente no debe
considerarse potable. El liquido que se descarga es en cierto aspecto peor al que entra; es
séptico y maloliente, esto sin embargo no demerita la funcién de la fosa, cuya funcién
primordial es la separacion de los s6lidos de tamafio grande (SSPEUA, 1975).

La capacidad es una de las consideraciones mds importantes en el disefio de una fosa

séptica, las capacidades de liquido recomendadas son las siguientes:
Niimero de personas Capacidad minima Capacidad equivalente por
persona
2 6 menos 2840 litros 1420 litros
3 3410 litros 1135 litros
4 3785 litros 950 litros

Por cada persona adicional, afiddanse 950 litros (SSPEUA, 1975).

Si por cualquier razén se decide utilizar un unico tanque mds pequeiio que el correctamente
disefiado, el propietario debe estar alerta con la acumulacién de lodos, pues estos tendran
que ser extraidos con mucha més frecuencia (Crites y Tchobanoglous, 2000).

Deben ser impermeables al estar construidas con materiales no susceptibles de sufrir
corrosion o deterioro. En general, para su construccidn se usan materiales como el concreto
o la fibra de vidrio. En la actualidad no se permite el uso de materiales como el acero y la
madera en la construccién de los tanques sépticos. Para lograr una méxima integridad
estructural, las paredes y el fondo del tanque deben ser unidos monoliticamente al igual que
la cubierta, utilizando el refuerzo en acero que sobresale de los muros, evitando colocar la
cubierta sobre el tanque puesto que se pueden presentar separaciones cuando ocurren
asentamientos diferenciales (Crites y Tchobanoglous, 2000).

Aunque a menudo se usen fosas de una sola cdmara, el tipo adecuado consiste en dos 0 més
camaras en serie, estas pueden ser unidades separadas, ligadas entre si o secciones
encerradas en un cascaréon continuo. El primer compartimento se utiliza para la
sedimentacion, digestion y almacenamiento de fango, el cual debe tener un volumen dos
veces mayor al segundo compartimento que proporciona sedimentacion y capacidad de
almacenamiento de fango adicional y, por tanto, sirve para proteger contra la descarga de
fango u otro material que pueda escaparse de la primera cdmara (Metcalf y Eddy, 1985).




Cada compartimiento debe tener una dimensién minima en planta de 60 cm con una
profundidad del liquido que varie de 75 a 150 cm. Un pozo de visita debe proveerse en cada
compartimiento y ventilaciéon entre compartimentos para permitir el libre paso del gas
(SSPEUA, 1975). La limpieza, se efectia generalmente cada dos a tres afios, bombeando el
contenido de la fosa dentro de un camidén cisterna, el fango extraido se descarga
normalmente en una estacién depuradora cercana para su tratamiento (Metcalf y Eddy,
1985); también puede enterrarse en sitios no habitados o vaciarse en un sistema sanitario de
alcantarillado con permiso de la autoridad apropiada. Nunca debe ser vaciado en drenes de
tormenta o descarga directamente en una corriente de agua. Las fosas no deben lavarse ni
desinfectarse después del bombeo, un pequeiio residuo de cieno debe dejarse para
propositos de inoculacion. Las fosas sépticas abandonadas deben llenarse con tierra o roca
(SSPEUA, 1975).

El funcionamiento de las fosas no se mejora con la adicién de desinfectantes u otras
sustancias quimicas, en general no se recomienda. Algunos productos contienen hidréxido
de sodio o hidréxido de potasio como agente activo, tales compuestos pueden provocar un
aumento de cieno y un notable incremento de la alcalinidad y pueden interferir con la
digestion. El uso de jabones, detergentes, blanqueadores, limpiadores de drenaje,
normalmente usados en el hogar, no tendrdn efectos adversos apreciables en el sistema, si
las fosas son grandes como las recomendadas debido a la dilucién serd suficiente para
desvanecer cualquier efecto dafiino de estos materiales que de otra forma podrian ocurrir
(SSPEUA, 1975).

En general es aconsejable vertir todos los desperdicios domésticos normales de una
descarga doméstica a una fosa séptica, tales como los que se refieren a la lavanderia, el
bafio y la cocina. Desagiies del techo, drenes de la cimentacién o drenaje de otras fuentes
que producen grandes volimenes intermitentes y constantes de agua simple no deben ser
entubados dentro de la fosa, estos grandes volimenes de agua agitardn el contenido de la
fosa y arrastrardn algunos de los sélidos hacia la tuberia de la salida (SSPEUA, 1975).

Tanques de doble acciéon. Estos tanques se idearon para corregir los dos defectos
principales del tanque séptico, en la forma siguiente: a) Impedir que los sélidos que se han
separado de las aguas negras se mezclen nuevamente con ellas, permitiendo la retencién de
estos solidos para su descomposicién en la misma unidad y b) proporcionar un efluente
adecuado a un tratamiento ulterior. El contacto entre las aguas negras y los lodos que se
digieren anaerobiamente queda pricticamente eliminado y disminuye el periodo de
retencion en el tanque. El ejemplo de este tipo es el Tanque Imhoff.

Tanques de sedimentacion simple. Como se ha mencionado con anterioridad, son tanques
cuya funcidn principal es separar los sélidos sedimentables de las aguas negras, mediante el
proceso de sedimentacion. Los sélidos asentados se substraen continuamente a intervalos
frecuentes, para no dar tiempo a que se desarrolle la descomposicion con formaciéon de
gases (Departamento de Sanidad, 1990).

Dentro de los tipos de clarificadores simples, se clasifican segin su geometria de su seccion
horizontal en rectangulares y circulares. Estos a su vez se pueden clasificar de acuerdo a su
forma de alimentacién en tanques con alimentacion central y con alimentacidn periférica,
encontrando asi: clarificadores rectangulares, clarificadores circulares con alimentacion
central y clarificadores circulares con alimentacion periférica (Ramalho, 1993).



El estudio de los protozoos

Mientras miraba a través de sus mas de 300 microscopios que habia construido, el holandés
Anthony van Leeuwenhoek en el afio de 1674, fue el primero en descubrir a los
microorganismos, entre éstos se encontr6 con los protozoos (Ford, 1998).

Desde aquel entonces, se ha estimado que hay mas de 100,000 especies descritas y que
aun faltan todavia cientos de especies mas por descubrir (Margulis et al., 1993).

En general, los protozoos son organismos microscOpicos, eucariontes unicelulares, de
formas muy variadas, heterétrofos y autétrofos, aerobios y anaerobios, reproduccion sexual
y asexual, de origen polifilético, que no forman tejidos ni 6rganos. Su distribucion es
cosmopolita, porque han sabido aprovechar cualquier espacio donde exista una pelicula de
agua (Lee et al., 1985; Sleigh, 1989).

Caracteristicas de las amebas

Dentro del grupo de los protozoos, encontramos a los Sarcodarios, mejor conocidos como
amebas, cuyo caricter distintivo es el de poseer seuddpodos (falsos pies), que son
proyecciones del protoplasma que sirven como 6rgano locomotor y para la captura de
alimento. Su citoplasma esta diferenciado en un ectoplasma y endoplasma, se reproducen
asexualmente por fisién binaria, gemacién y plasmotomia. En su ciclo de vida pueden
presentarse como trofozoito, que es la etapa por la cual se alimentan y se reproducen,
ademads de la de quiste, que es una etapa inactiva y de resistencia, logrando asi, permanecer
en el ambiente, cuando las condiciones no son las adecuadas (Sleigh, 1989; Schuster,
1990). Aunque algunas amebas llegan a desarrollar una tercera fase, conocida como “etapa
flagelada”, en particular la mayoria de los géneros de la familia Vahlkampfiidae (Page,
1988).

De esta manera, los Sarcodarios pueden comprender grupos muy variados, uno de estos
son las Gimnamebas o “amebas desnudas”, se les llama asi porque no presentan una
cubierta o concha. Las podemos encontrar en forma libre o como parésitos (Sleigh, 1989).

En especial nos enfocaremos a las pequefias amebas de vida libre desnudas (AVL), que
cominmente conocemos como amibas (Villagrana, 1994). Las AVL, habitan en una gran
diversidad de ambientes acudticos, terrestres y aéreos (Rodriguez-Zaragoza, 1994; Urban y
Vega, 2002). Algunas de estas, se les denomina amebas anfizoicas (del griego amphi: en
ambos lados), es decir, que son capaces de vivir libremente en la naturaleza y también
como endopardasitos (John, 1993).

Historia

La descripcion de una ameba por vez primera se debe al francés Félix Dujardin en el afio
de 1841, esta fue aislada en el rio Sena, a la cual nombré Amoeba limax (Martinez, 1985).

En el ambiente las AVL, han sido aisladas de los sitios menos imaginados como: aguas
naturales termales (Rivera er al., 1989a), aguas subterrdneas (Matuz, 2001), aguas
residuales (Gogate y Deodhar,1984), descargas de aguas termales contaminadas (De
Jonckheere, 1981), aguas minerales embotelladas (Rivera et al., 1981), lagos de agua dulce
(Kyle y Noblet, 1986), manglar (Bhattacharya er al., 1987), de estuarios (Anderson y
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Rogerson, 1995), en suelos (Bischoff y Anderson, 1998), agua marina, sedimentos
ocednicos, agua helada de piscina, aguas industriales, composta, piscinas cloradas, unidades
de didlisis, unidades de tratamiento dental, tubos de lavado gastrico y lentes de contacto
(De Jonckheere, 1991).

Ademais de lo ya dicho, las podemos encontrar suspendidas en el aire (Rivera et al., 1991),
en muestras de polvo en ambientes extra e intramuros provenientes de casas habitacion
(Urban y Vega, 2002), también en comedores, recimaras y cuartos de descanso de
hospitales, en heces fecales de humanos, perros, ganado, en dreas recreativas y deportivas
(Mergeryan, 1991).

En organismos vivos, han sido aisladas de vegetales, hongos, peces, reptiles, aves,
mamiferos y cultivos celulares (De Jonckheere, 1991). En el humano, se han aislado de
cavidades nasales, boca y quemaduras (Rivera et al, 1986b; 1989b), en garganta,
intestinos, tejidos infectados de cerebro, pulmon, piel y cérnea (De Jonckheere, 1991).

AVL aisladas en sistemas de tratamiento de aguas residuales

De marzo a diciembre de 1981, se realizé un estudio para aislar amebas en un sistema de
Lagunas de Estabilizacion, en Sto. Tomds Atzingo, Edo de México. Se seleccionaron 6
estaciones de las cuales se tomaron 20 muestras (superficie y fondo), 2 por mes. De las 13
especies amibianas aisladas e identificadas, 10 especies correspondieron a amebas de vida
libre, entre estas estuvieron: Acanthamoeba astronyxis, Amoeba proteus, Hartmannella
exundans, Hartmannella vermiformis, Pelomyxa palustris, Vahlkampfia avara,
Vahlkampfia russelli, ademds se aislaron amebas patogenas para el hombre como;
Acanthamoeba castellanii, Acanthamoeba polyphaga y Naegleria sp (Rivera et al., 1986a).

En la India, en la ciudad de Bombay, en 1984, se colectaron 87 muestras de suelo de
diferentes sitios, 48 muestras fueron de lodo de aguas residuales, donde se aislaron 277
cepas de amebas; 56 cepas correspondientes a Schizopyrenus russelli, 74 de Hartmannella
vermiformis, 4 de Echinamoeba exundans, 3 de Vannella cutleri, 4 de Acanthamoeba
astronyxis, 70 de Acanthamoeba rhysodes y 66 de Acanthamoeba culbertsoni. Mientras que
en una muestra de agua dulce se encontré Naegleria aerobia (Naegleria fowleri). También
hicieron estudios sobre patogenicidad en ratones a las cepas de A, rhysodes, A. culbertsoni
y N. aerobia resultando patégenas (Gogate y Deodhar, 1984).

Basu y colaboradores, en enero también de 1984, colectaron muestras de aguas residuales,
tanto de lodo como de agua, en un suburbio de Calcuta, India. Aislaron 5 especies
pertenecientes a los géneros; Greeffia, Acanthamoeba y Echinamoeba. Las especies fueron
G. soli, A. rhysodes, A. palestinensis, A. astronyxis y E. exundans (Basu et al., 1987).

En 1991, se realiz6 un estudio para determinar la presencia de las AVL, en una planta de
lodos activados en Middlesex, Inglaterra. Se aislaron 13 especies de amibas, pertenecientes
a 11 géneros: Echinamoeba silvestris, Hartmannella vermiformis, Mayorella viridis,
Naegleria gruberi, Rosculus ithacus, Saccamoeba stagnicola, Vahlkampfia avara, Vannella
simplex, Vexillifera bacillipides, Willaertia magna, Acanthamoeba culbertsoni,
Acanthamoeba polyphaga y Acanthamoeba castellanii. Estas tres ultimas especies del
género Acanthamoeba, mostraron diversos grados de patogenicidad en ratones, sobre todo
A. polyphaga, que result6 la més virulenta (Ramirez et al., 1993).
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Otro estudio realizado en 1991, en Cheshire, Inglaterra, enfocado a aislar AVL patégenas y
no patégenas, pero ahora en un sistema de tratamiento basado en el Método de la Zona de
la Raiz (MZR), arrojé los siguientes resultados. Fueron aisladas 13 especies de AVL,
correspondientes a 9 géneros, entre las cuales estan: Echinamoeba exundans, Hartmannella
cantabrigiensis, Hartmannella vermiformis, Mayorella sp Paramoeba sp Platyamoeba
placida, Rosculus ithacus, Vahlkampfia avara, Vahlkampfia ustiana y Vexillifera sp.
Ademads tres especies de AVL potencialmente patdgenas pertenecientes al género
Acanthamoeba fueron aisladas durante este estudio; A. polyphaga, A. rhysodes y A.
astronyxis, todas fueron patégenas en ratones (Rivera et al., 1993).

De junio a octubre de 1993, se llevo a cabo un estudio piloto a pequefia escala, en el cual se
utilizaron humedales artificiales de Phragmites sp plantados en diferentes sustratos, para
ver el grado de remocién de microorganismos patégenos de las aguas residuales. Este
estudio se realizd en invernaderos del Jardin Botanico de la UNAM, en la Ciudad de
Meéxico, en un invernadero se representd un clima subtropical y en otro un clima tropical.
Se aislaron 22 géneros de AVL del afluente y efluente, el nimero de cepas aisladas fueron:
Vahlkampfia (24), Naegleria (23), Rosculus (19), Platyamoeba (17), Hartmannella (14),
Vannella (13), Thecamoeba (12), Acanthamoeba (11), Dactylamoeba (10), Mayorella (6),
Guttulinopsis (4), Acrasis (4), Cochliopodium (3), Glaeseria (3), Cashia (3), Vexillifera (2),
Pocheina (2), Flamella (1), Paratetramitus (1), Filamoeba (1), Saccamoeba (1) y
Dermamoeba (1) (Rivera et al., 1995b).

Aspectos ecologicos

La ubicuidad de las AVL, incluyendo a las especies patdgenas, ocupan una extensa
variedad de hdbitats (agua, suelo, aire y sedimentos marinos) (Martinez, 1985).

Se presentan en las interfases: agua-suelo, agua-organismo, agua-planta, agua-aire y aire-
organismo, de donde se alimentan de bacterias, hongos, algas, materia orgdnica y otros
protozoos, incluyendo a otras amebas (Rodriguez-Zaragoza, 1994).

Las AVL son los principales reguladores de las poblaciones bacterianas del suelo, pues
forman parte fundamental de las cadenas troficas actuando como consumidores voraces de
bacterias, donde liberan alrededor del 35% del material ingerido, participando en la
recirculacion de nutrimentos (nitrégeno y fosforo), con lo cual aceleran la descomposicion
de la materia orgdnica, ademds de incrementar la mineralizacion haciéndolos mas viables
para las plantas. Esto se debe a que las AVL conforman cerca del 50 al 90% de los
protozoos del suelo y de la materia orgdnica en descomposicién. Esto es posible porque
poseen cuerpos flexibles, permitiéndoles llegar a los espacios porosos mds diminutos
(Bamforth, 1980; 1985).

Las condiciones bdsicas que necesitan las amebas para sobrevivir en cualquier ambiente
son alimento (bacterias y MO), oxigeno, agua y temperatura adecuada. Las temperaturas
extremas estan por debajo de los 4°C y por encima de los 37°C, algunas son capaces de
sobrevivir a temperaturas mayores de 45°C. En general algunas de las especies patdgenas
como Acanthamoeba y Naegleria toleran temperaturas mayores de 40°C (Bonilla y
Ramirez, 1993). Cabe notar, que todas las especies patdgenas son termotolerantes, pero no
todas las termotolerantes son patégenas (Martinez, 1985).
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En el suelo, pueden resistir amplias variaciones de pH desde de 3.9 hasta 9.7, mientras que
en los ambientes acudticos se encuentran en un intervalo de pH entre 4.5 y 9.5 (Bonilla y
Ramirez, 1993).

Las amebas del suelo son ttiles, porque se ha observado que algunas tienen selectividad
por ciertas bacterias y hongos, lo que sugiere que podrian ser utilizadas como control
biologico (competencia, producciéon de ciertos metabolitos o depredacién). También
indican las condiciones de acidez de la lluvia en una region determinada, pues reaccionan
rapidamente disminuyendo su nimero y diversidad cuando el suelo se acidifica a causa de
la lluvia (Lugo y Sanchez, 1995).

También es importante mencionar que las AVL son capaces de establecer relaciones
simbidticas, porque sirven como vehiculos de multiplicacién y dispersién de bacterias,
incluyendo a las patégenas (Hoffman y Michel, 2001). Tal es el caso de los géneros
Acanthamoeba, Hartmannella, Vahlkampfia y Naegleria, que han sido encontrados en
asociacion con la bacteria patégena Legionella pneumophila (Martinez y Visvesvara, 1997;
Rodriguez-Zaragoza, 1994), ademés de otros microbios como bacteroides, virus, viriones y
micoplasmas (Rodriguez-Zaragoza, 1994).

Igualmente sucede con otros géneros bacterianos patégenos como Listeria, Mycobacterium,
Pseudomonas, Salmonella y Vibrio, que no solo llegan a sobrevivir como endosimbiontes,
sino que también pueden multiplicarse en el ambiente intracelular de las amebas llegando a
provocar la lisis de la ameba, incluso se ha observado que Vibrio cholerae sobrevive atn
dentro de los quistes de Naegleria (Barker y Brown, 1994), al igual que Legionella
pneumophila se encuentra en quistes de Acanthamoeba (Newsome et al., 2001).

Enfermedades que causan las AVL

La mayoria de las personas asocia la palabra ameba a los pardsitos gastrointestinales tan
frecuentes en nuestro pais, sin embargo la gran mayoria (11 300) de las especies no son
patdgenas para los humanos (Lugo y Sdnchez, 1995). Ademads de las amebas intestinales
existen otro tipo de amebas llamadas anfizoicas causantes de otros tipos de enfermedades
(Page, 1988), que como oportunistas, pueden producir infecciones serias en el ojo y el
sistema nervioso central (Ramirez y Bonilla, 1995).

Las amebas anfizoicas pertenecientes a los géneros Naegleria, Acanthamoeba 'y
Balamuthia, son las responsables de causar enfermedades en el humano y en otras especies
de animales (Martinez y Visvesvara, 1997).

Estos géneros de amibas adquirieron importancia médica cuando se reporté el primer caso
de infeccién en el afio de 1965 ocurrida en Australia, cuando Fowler y Carter aislaron una
ameba a la cual, posteriormente la identificaron como Naegleria fowleri (John, 1993).

N. fowleri, es la causante de una enfermedad en el Sistema Nervioso Central (SNC),
llamada Meningoencefalitis Amebiana Primaria (MEAP), especificamente es una
enfermedad cerebral aguda, fulminante y fatal que llega a provocar la muerte en un periodo
de 3 a 7 dias (Martinez y Visvesvara, 1997).
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La via de entrada al humano mads frecuente la constituyen las fosas nasales, donde se
instalan en la mucosa nasal y de ahi migran directamente al encéfalo a través de los nervios
olfatorios (Ma et al., 1990). Debido a que la invasién es muy rdpida hay necrosis y
hemorragias en gran parte del encéfalo. Los signos y los sintomas clinicos se caracterizan
por confusién mental con alucinaciones, severos dolores de cabeza, fiebre, nausea, vémito,
cuello rigido, pérdida del apetito, disturbios en el sentido del olfato y gusto, coma
profundo y finalmente la muerte (John, 1993; Martinez y Visvesvara, 1997). Muchos de los
casos reportados han ocurrido en personas jovenes que gozan de buena salud y el contagio
se ha relacionado con actividades acuédticas (Visvesvara y Stehr-Green, 1990).

El otro género que también provoca enfermedad en el SNC, es Acanthamoeba, la cual se
comporta como oportunista y que cuenta con varias especies patdgenas como son; A.
culbertsoni, A. castellanii, A. palestinensis, A. polyphaga, A. rhysodesy A. astronyxis (Ma
et al., 1990; John, 1993), que causan una infeccién conocida como Encefalitis Amebiana
Granulomatosa (EAG), que igualmente afecta al cerebro pero que a diferencia de la
producida por N. fowleri es una enfermedad crénica subaguda con un curso prolongado de
varios meses que ocurre predominante en pacientes inmunodeprimidos, como sucede en los
pacientes infectados de SIDA (Visvesvara y Stehr-Green, 1990; John, 1993).

La ruta de entrada y penetracion puede ser a través de la piel o mucosas, asi como mediante
la aspiracidn nasal. Una vez en el organismo, se establece una lesion primaria desde la cual,
por via hematdgena las amebas llegan al sistema nervioso (Ma et al., 1990). Entre los
sintomas mds relevantes destacan alteraciones del estado mental como alucinaciones,
letargia, somnolencia y cambios en la personalidad, dolor de cabeza, fiebre, semiparalisis y
coma. El diagnéstico se confirma mediante el aislamiento de los trofozoitos o quistes en el
liquido cerebro-espinal (John, 1993; Martinez y Visvesvara, 1997).

Ademads de oportunista, también ataca a individuos sanos, como es el caso de una infeccion
en la cornea del ojo referida como Queratitis amibiana (QA), esta infeccién se asocia con
trauma, exposicion del ojo con agua contaminada y al uso de lentes de contacto suaves,
debido principalmente a la elaboracién de soluciones de limpieza hechas en casa sin las
medidas de higiene requeridas (Ma et al., 1990; John, 1993).

Son cinco especies asociadas a este tipo de padecimiento; A. castellanii, A. culbertsoni, A.
polyphaga, A. hatchetti y A. rhysodes. La sintomatologia se caracteriza por un fuerte dolor
agudo generalmente unilateral, enrojecimiento, irritacién con sensacién de cuerpo extraio y
fotofobia (John, 1993; Martinez y Visvesvara, 1997).

Acanthamoeba se asocia también con otro tipo de padecimientos que incluyen tlceras en la
piel, enfermedades en el higado, neumonias, falla renal, tuberculosis, inflamacién de la
mucosa nasal y de la faringe (Rivera et al., 1995a).

En 1989 se demostré la existencia de otra especie, esta vez se trata de una ameba
Leptomyxida y que posteriormente en 1993 fue nombrada Balamuthia mandrillaris, por
haber sido aislada de un mandril que muri6 de encefalitis y que al igual que Acanthamoeba
es causal de la EAG (Visvesvara et al., 1993; Martinez y Visvesvara, 1997).

La habilidad de estas amebas para adherirse a los tejidos es un factor importante de
virulencia, ademds de su locomocién ameboidal que le permite una invasién rdpida
principalmente en N. fowleri (Ferrante, 1991).
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Estas infecciones normalmente se adquieren durante la natacién o al estar en contacto
con agua contaminada; sin embargo existe la evidencia de que también pueden adquirirse
por la inhalacion de aire contaminado por estas amebas (Bonilla y Ramirez, 1993).

En nuestro pais la baja casuistica de estas infecciones, se debe en parte a que no se tienen
en mente a las AVL como agentes etiolégicos, por lo que se sospecha que muchos casos
han pasado desapercibidos (Ramirez y Bonilla, 1995). Otra dificultad que existe en el
conocimiento de estas infecciones es la falta de métodos especificos para detectar e
identificar al organismo asi como al diagnéstico diferencial de los signos clinicos, de tal
manera que muchas de estas infecciones se han reconocido post-mortem (Marciano-Cabral
y Bradley, 2001). Colectivamente, los estudios que sugieren que las amebas sirven como
hospederos intracelulares a una variedad de bacterias patogenas, significando
adicionalmente un riesgo potencial para la salud humana (Newsome et al., 2001).

Métodos de Cuantificacion de las AVL

Los estudios cuantitativos de las AVL en el ambiente presentan dificultades debido a las
diferentes etapas en su ciclo de vida. Sin embargo, la estimacién en el nimero de las
amebas cae en una de las siguientes categorias: conteos directos y serie de diluciones en
medios de cultivo (Rodriguez-Zaragoza, 1994).

El Método de conteo directo al microscopio, aunque evita la selecciéon de los medios de
cultivo, no ha tenido la suficiente aceptacion, esto se debe a dos razones principales; una es
porque el numero de amebas puede llegar a ser demasiado pequefio, que no pueda permitir
su conteo y la otra consiste a la dificultad de apartarlas de las particulas ya que se fijan
firmemente y pueden pasar desapercibidas (Singh, 1955).

Por tales razones, el Método de dilucioén, con sus respectivas modificaciones ha sido
considerado y utilizado ampliamente, como la mejor opcién para el conteo de estos
organismos.

Los primeros intentos para contar a las AVL, tuvieron dificultades al no contar con medios
de cultivo adecuados. Este problema fue resuelto por Cutler y Svertzova, quienes
propusieron el uso de agar no-nutritivo en placas, donde adicionaron bacteria como fuente
de alimento y asi poder obtener un medio adecuado para el desarrollo de las amebas.
También trabajaron en la diferenciacion de las etapas fisiologicas de estas, al usar HCI al
2% y una temperatura de 60°C por una hora, para la eliminacién de la etapa de trofozoito
(Rodriguez-Zaragoza, 1994).

Fue el mismo Cutler y colaboradores en 1922, que publicaron el primer método de conteo
de protozoos y que ha sido estadisticamente aprobado, aunque es limitado en exactitud,
debido a la dificultad de obtener suficientes réplicas, se necesita un amplio nimero de
diluciones usualmente 15, ya que el nimero de amebas puede variar de unos cientos a
cientos de miles y por otro lado al examinar las muestras de toda la superficie de la placa es
facil omitir la presencia de pequefios nimeros de protozoos (Singh, 1955).

Esta problemadtica, se superd gracias a los trabajos de Singh en 1955, que propuso el
Método de los Anillos, basado en gran parte a los trabajos de Cutler y Svertzova.
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En el Método de los Anillos, se utilizan diferentes diluciones, comenzando 1:5, 1:10
seguida de 14 diluciones mds, hasta 1:81920, se toman alicuotas de 25ul y de estas
diluciones se inoculan usando ocho réplicas en cajas petri con agar no-nutritivo o gel silica
y E. coli muerta por calor, que tienen anillos de pléstico o vidrio de 1.5 cm de didmetro y
Icm de alto. Las cajas petri se incuban de 7 a 10 dias a 25, 30 y 42°C (Singh, 1955;
Rodriguez-Zaragoza, 1994).

También en 1955, Takatsy ide6 el Método de la microdiluciones, que es frecuentemente
utilizado en virologia, donde se preparan una serie de diluciones sucesivas, puestas en
micropozos de estireno transparente (Darbyshire et al., 1974).

Para 1964, Collins y su Método del niimero mas probable, utilizado para muestras de suelo,
prepard, una serie de 5 diluciones dobles con cinco réplicas de cada dilucién, empleando un
medio mineral salino o caldo nutritivo (Darbyshire et al., 1974).

El Método del Numero Mdas Probable (NMP), es usado profusamente en pruebas de
bacteriologia, este método consiste en preparar una serie de tubos de diluciéon mudltiple, los
resultados numéricos de las pruebas de estos tubos, se obtienen anotando los tubos
positivos de cada dilucién como un cédigo de tres digitos, que se buscan en las tablas
elaboradas para tal fin y que marcan el 95% de limites de confianza para cada valor de
NMP determinado. Los resultados se reportan como el nimero mds probable de organismos
por 100ml de muestra, NMP/100ml (CIECCA,1985).

Con el conocimiento de los diferentes métodos de cuantificacion ya mencionados,
Darbyshire y colaboradores (1974), los utilizé para comparar los resultados obtenidos de
cada método. Trabaj6é basandose, en el método de dilucion descrito por Singh (1955), que
lo modificé para nombrarlo el método de la pipeta, después hizo lo mismo con el método
de las microdiluciones de Takatsy y el método del NMP de Collins. Los resultados que
arrojaron estos tres métodos, fueron casi similares, encontrdndose que no existen
diferencias significativas entre el método de la pipeta y el método de las microdiluciones.
Al igual que compard el Método del NMP y el de la modificacion del método de las
microdiluciones, encontrando también que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre ambos métodos.

Estos métodos fueron utilizados originalmente para estimar poblaciones de protozoos
provenientes de muestras de suelo. No obstante se han adecuado y utilizado para las
muestras acudticas.

Asi pues, el método de las diluciones en medios enriquecidos, ha sido aplicado
exitosamente en sedimento, suelo y agua. Un ejemplo de su uso fue estimar la abundancia
de Gimnamebas muestreando la capa superficial de un estanque de agua dulce, en Nueva
York, obteniendo datos numéricos acerca de su abundancia, la cual fue en total como valor
minimo de 81/ml en enero a valores pico de 1568/ml en junio y 1813/ml en octubre. La
abundancia fue baja en los meses de invierno, alcanzando fluctuaciones en la densidad de
organismos/ml en primavera y verano y un segundo pico en otofio (Anderson, 1997).
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Justificacion

Las amebas desnudas o Gimnamebas prefieren ambiente aerobios (John, 1993) y cuando
las condiciones del ambiente son adversas tienen la capacidad de formar una estructura de
resistencia llamada quiste, la cual les permite mantenerse viables hasta que las condiciones
son nuevamente favorables (Sleigh, 1989). Sin embargo, se han encontrado indicios de que
algunas amebas que no tienen la capacidad de formar quistes, pueden estar presentes en
ambientes con condiciones adversas como concentraciones bajas de oxigeno disuelto
(microaerdfilas), temperaturas bajas y presencia de algunos compuestos toxicos, que se
encuentran en los desechos organicos en descomposicion y en el agua residual (Page, 1988;
Rodriguez-Zaragoza, 1994).

Por tales razones, este trabajo estd enfocado a detectar la presencia y abundancia de las
amebas desnudas (formadoras y no formadoras de quistes), en un hébitat en condiciones
microaerofilas como es el agua residual de un tanque sedimentador, que por disefio y
finalidad, no favorece la existencia de concentraciones altas de oxigeno.

Objetivo General

Detectar la presencia y determinar la abundancia de Gimnamebas en agua residual
doméstica en un tanque de sedimentacion.

Objetivos particulares

Aislar Gimnamebas de un tanque de sedimentacion.

Identificar Gimnamebas mediante su morfologia.

Cuantificarlas con el método del Nimero Mds Probable (NMP).

Relacionarlas con algunos pardmetros fisicos y quimicos (pH, temperatura,
conductividad y oxigeno disuelto).

Determinar su distribucién espacial de las Gimnamebas.

e Determinar la distribucion estacional y temporal referente a la abundancia durante
el periodo de estudio.
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Descripcion de la zona de muestreo

Ubicacion Geogréfica.

El poblado de Santa Matilde, se encuentra ubicado en el Municipio de Pachuca, en el
Estado de Hidalgo. Santa Matilde se localiza en las coordenadas 98°
48" 12” de longitud oeste y 20° 01~ 47 latitud norte (Fig. 1). Con una altura aproximada
de 2360 msnm. Como referencia se localiza a tan s6lo 11.5 km de la capital Pachuca de
Soto (SPP, 1984).

Clima

El tipo de clima que se presenta es BS1k'w”, semiseco templado (Garcia, 1981). Con una
temperatura media anual de 14.7°C y una precipitacion media anual de 378 mm. El periodo
de lluvias se presenta de Abril a Septiembre (INEGI, 2002).

Vegetacion.
La vegetacion con que cuenta es de matorral desértico micréfilo inerme, con vegetacion
secundaria y pastizales inducidos (SPP, 1984).

Edafologia.

Con un suelo feozem de tipo Aplico (Hh) con partes de calcarico (HC) fino, con una clase
textural que va de mediano a fino, en una fase fisica dirica. El limite del suelo, tiene una
profundidad de 26 cm. con un limite de cementacién. El Horizonte A, tiene una
denominacién Molico, con una textura media en forma de bloques de tamafio muy fino, con
un desarrollo débil (SPP, 1984).

Geologia

La zona presenta rocas sedimentarias de tipo arenisca (ar), en relieve de lomerio con capas
masivas de edad del Terciario Superior de permeabilidad mediana, asi como arenisca de
baja compactacion con uso de relleno, rodeado por rocas igneas de brecha volcédnica
baséltica (Bub) y por suelos de aluvion (al) (SPP, 1984).

Uso del suelo

Se lleva a cabo la actividad agricola de temporal y anual (SPP, 1984), con cultivos de
maguey y cebada. La tenencia de la tierra, en su mayoria es ejidal, siguiendo la pequeiia
propiedad (INEGI, 2002).
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Descripcion del sistema de tratamiento

El sistema estd disefiado y construido por el propietario de la casa (Ing. Héctor Lugo), para
tratar las aguas residuales de una vivienda habitada por 5 personas, ubicado en el poblado
de Santa Matilde, Hgo.

Esta constituido en su primera fase, por un tanque de sedimentacién que funciona de fosa
séptica y es utilizado para el tratamiento primario, el cual tiene la funcién de retirar de las
aguas los solidos orgdnicos e inorgdnicos sedimentables, mediante el proceso fisico de
sedimentacion.

La segunda fase del tratamiento consta de un humedal artificial subsuperficial de flujo
horizontal, que tiene 1.70 m de ancho por 5 m de largo, una profundidad de 45 cm y una
pendiente del 2%, con plantas macroéfitas del género Phragmites sp (carrizos) y Typha sp
(tules) plantadas a todo lo largo y ancho en grava como sustrato, asi pues el agua es tratada
aerobicamente por la actividad bioquimica microbiana en los rizomas y anaerobiamente en
el suelo circundante (Ramirez, 1998). Este lecho de macrofitas, se conoce como el Método
de la Zona de la Raiz (MZR) y forma parte del tratamiento secundario o bioldgico. El agua
tratada pasa finalmente a una fosa de almacenamiento y esta agua es reutilizada para el
riego de arboles (Fig. 2y 3).

Es importante sefialar que el poblado todavia no cuenta con un sistema de alcantarillado y
drenaje, el cual permita el desagiie de sus aguas residuales hacia un canal. Por lo tanto la
casa cuenta con su propio drenaje llevando el agua residual a este sistema de tratamiento ya
descrito. Este tipo de sistema, es una buena opcién en el tratamiento de las aguas de
desecho, ya que el costo de fabricacién es econdmico, ademds de que no requiere un
mantenimiento especializado, ofreciendo asi una alternativa en la descarga y tratamiento de
las aguas residuales domésticas.

Descripcion del tanque de sedimentacion

El tanque de sedimentacion es de forma rectangular con una longitud de 2 m por Im de
ancho y una profundidad de 1.50 m, cuenta con la capacidad de almacenar un volumen total
de 1.5 m’.

Esta dividido en dos cdmaras por una mampara, la cual tiene una abertura de 35 cm para el
paso del agua. La primera cdmara tiene una longitud de 1.15 cm y se encarga de sedimentar
la mayor parte la materia s6lida de gran tamafio, mientras que la siguiente cdmara cuenta
con una longitud de 70 cm la cual recibe el agua con poca materia, de tal forma, de que, ni
el fango del fondo ni el flotante de una cdmara pase a la siguiente, cumpliendo de manera
significativa con el propdsito del tratamiento primario (Fig 4).

Para su construccion se hizo una excavacién de acuerdo con las dimensiones requeridas

para el tanque, utilizando concreto en las paredes y en la losa superior e inferior para evitar
filtraciones al subsuelo.
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Fig 2. Descripecidn del sistema de tratamiento de agua
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Diagrama de flujo de la Metodologia

Muestreos de Enero a Diciembre
del afio 2002 en Matilde, Hgo.
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Material y Métodos
Muestreos
Se realizaron doce muestreos mensuales de enero a diciembre, correspondientes al afo
2002, en el poblado de Santa Matilde, Municipio de Pachuca, Estado de Hidalgo.

Obtencion de las muestras

El material utilizado tanto para la toma de muestras, como el de laboratorio se esteriliz
previamente, en una autoclave a 15 libras de presién durante 15 minutos.

Las muestras se tomaron de la primera y segunda cdmara del tanque sedimentador asi como
de la salida (Fig. 2).

En la primera cdmara del tanque sedimentador, debido a la poca disponibilidad de agua, se
obtuvo muestra de sedimento, mediante un tubo de cobre de 50 cm. de largo y con una
abertura de 2 cm. de didmetro.

Mientras que las muestras de agua residual se obtuvieron de la segunda cidmara y de la
salida utilizando botellas de color dmbar; en seguida se realizé in situ, la medicion de los
siguientes pardmetros fisicos 'y quimicos: pH, Temperatura, Conductividad
(CONDUCTRONIC PC 18) y Oxigeno disuelto (OXIMETRO YSI MOD 51B).

La muestra de sedimento, asi como las de agua se trasladaron a temperatura ambiente al
laboratorio de Microbiologia Ambiental del Proyecto CyMA, para su inmediato
procesamiento.

Procesamiento de las muestras

Se obtuvieron aproximadamente 3 gramos de la muestra de sedimento, los cuales se
resuspendieron agregando agua destilada estéril hasta completar un volumen de 50 ml.

Para las muestras de agua residual se agitaron y se tomaron volimenes de 50 ml de cada
muestra.
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La muestra de sedimento y agua residual, se concentraron utilizando una centrifuga
(BECKMAN-MODELO TJ-6) a 2500 r.p.m., durante 15 minutos para posteriormente
desechar el sobrenadante y asi obtener 5 ml de pastilla, que sirvié para el cultivo de las
amebas.

Diluciones

Para la cuantificacion de las amebas, se utilizaron alicuotas de 1.0, 0.1 y 0.01 ml, con tres
repeticiones respectivamente. En la primera linea se inoculé 1ml de la muestra directa y en
la subsiguientes 100ul de las diluciones 0.1 y 0.01 ml.

Cultivo

La muestra directa, asi como las diluciones se cultivaron en placas de pléstico de 12 pozos
con agar NNE (medio axénico) y dos gotas de una suspension bacteriana de Enterobacter
aerogenes muerta por calor (ver anexo), como fuente de alimento para las amebas.

Incubacion

Para el desarrollo de las amebas, las placas se dejaron incubar, en la estufa a una
temperatura de 30°C y para detectar el crecimiento se empezaron a revisar al tercer dia, con
un invertoscopio Zeiss a 10x y 20x aumentos, dejandose incubar hasta el séptimo dia.

Conteo

Una vez que se detectd el crecimiento, se prosiguié al conteo para estimar la densidad de
las amebas en sedimento y agua, mediante el seguimiento de los valores de la tabla del
Indice del Ndmero Mds Probable (NMP) y limite confiable al 95% para varias
combinaciones de tres repeticiones y tres diluciones de resultados positivos y negativos
(CIECCA, 1985). Se tomaron en cuenta los pozos que resultaron positivos, es decir, los
que presentaron crecimiento, tanto de trofozoitos como de quistes, para obtener los valores
correspondientes.

Identificacion

Se realizaron preparaciones en fresco utilizando Medio Ringer (ver anexo) para hacer un
lavado y un ligero raspado en el agar con un asa de siembra, de esta suspension se tomo una
gota y se coloc6 en un portaobjetos para su observacion en un microscopio de contraste de
fases Zeiss a 40x y 100x.

Para la identificacion y determinacién del género asi como de la especie se utilizé la clave
de Page (1988), basdndose en la morfologia, en la cual se midi6 la longitud y ancho de los
trofozoitos y del didmetro de los quistes de las amebas.

Andlisis estadistico

Para saber si existen diferencias significativas entre los pardmetros y el nimero de amebas
en cada punto de muestro, se llevé a cabo un anélisis de varianza (ANOVA «a=0.05) y en
caso de haber diferencias significativas se realiz6 la prueba de comparacion de medias de
Tukey (0=0.05).

Se aplico el método estadistico de andlisis de Coeficiente de Correlacion Lineal Producto-
Momento de Pearson, que permitiera establecer de una manera vélida las relaciones entre el
nimero de amebas y los diferentes parametros fisicoquimicos (Statistica 10.0).
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Resultados y Discusiones

De las muestras de sedimento de la primera cdmara, asi como de las muestras de agua
residual doméstica de la segunda cdmara y de la salida, muestreadas de enero a diciembre
del 2002, se identificaron un total de 18 especies de gimnamebas, distribuidas en 5 familias
y 6 géneros como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Esquema taxondmico de las Gimnamebas aisladas.

REINO: Protista Haeckel, 1866
SUBREINO: Protozoa Goldfuss,1818, emend von Sieblod, 1846
PHYLUM: Sarcomastigophora Honigberg & Balamuth, 1963
SUBPHYLUM: Sarcodina Schmarda, 1871
SUPERCLASE: Rhizopoda von Siebold, 1845
CLASE: Lobosea Carpenter, 1861
SUBCLASE: Gymnamoebia Haeckel, 1862
ORDEN: Amoebida Ehrenbreg, 1830
*FAMILIA *GENERO *ESPECIE
Hartmannellidae Hartmannella vermiformis
Volkonsky, 1931; emend. Alexeieff, 1912; emend. Page, 1967
Page, 1974 Page, 1974
Vannellidae Vannella platypodia Glasér, 1912
Bovee, 1979 Bovee, 1965 simplex
Wohlfarth-Botterman, 1960
lata Page, 1988
Paramoebidae Dactylamoeba stella Schaeffer, 1926
Poche, 1913; emend. Korotneff, 1880
Page, 1987 Mayorella microeruca
Schaeffer, 1926 Bovee, 1970
ORDEN: Schizopyrenida Singh, 1952
Vahlkampfiidae Vahlkampfia avara Page, 1967
Jollos, 1917 Chatton & Lalung-Bonnaire,1912 aberdonica Page, 1974
ORDEN: Acanthopodina Page, 1976
Acanthamoebidae Acanthamoeba astronyxis
Sawyer & Griffin, 1975 Volkonsky, 1931 Ray & Hayes, 1954
tubiashi Lewis & Sawyer,1979
lugdunensis
Pussard & Pons, 1977
mauritaniensis

Pussard & Pons, 1977
castellanii Douglas,1930
polyphaga

Puschkarew, 1913

quina Pussard & Pons, 1977
triangularis

Pussard & Pons, 1977
royreba

Willaert, Stevens & Tyndall, 1978
lenticulata

Molet & Ermolieff-Braun, 1976

(Levine et al., 1980; *Page, 1988; 1991)
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Riqueza especifica

Las especies pertenecientes al género Acanthamoeba fueron las de mayor riqueza con diez
especies, en segundo lugar se encontré el género Vannella con tres especies, en tercer lugar
estuvo el género Vahlkampfia con dos especies, mientras que los demds géneros como
Hartmannella, Dactylamoeba y Mayorella sélo presentaron una especie respectivamente
(Tabla 1).

En la figura 5, se observa el porcentaje de representacion que tuvo cada género amibiano,
donde se muestra que el género Acanthamoeba resultd ser el que mayor representacion
obtuvo con el 52% del total de los aislamientos, le siguieron los géneros Vahlkampfia con
un 22% y Dactylamoeba con el 14%. Con menos porcentajes, se presentaron los géneros
Hartmannella con el 8%, Vannella con un 3% y por dltimo el género Mayorella con el 1%.

Figura 5. Representacion de los géneros de gimnamebas aisladas.
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Page (1988), sefiala que el género Acanthamoeba esta distribuido extensamente en la
bidsfera, siendo la ameba de vida libre (AVL) més frecuentemente aislada y posiblemente
el mds comin de los protozoos. Esta misma opinién la comparte De Jonckheere (1991),
donde menciona que este género es la AVL que se encuentra presente en todos los tipos de
ambientes del mundo.

La predominancia de Acanthamoeba y por ende su mayor porcentaje sobre las demads
amebas en estudios realizados en diversos ambientes ha sido reportado por varios autores
(Kyle y Noblet, 1986; Rivera et al., 1989b; Mergeryan, 1991; Rivera et al., 1991; Matuz,
2001; Hoffman y Michel, 2001; Urban y Vega, 2002; Gudifio, 2003).

La amplia distribucién que presenta Acanthamoeba en los diversos ambientes se debe en
gran medida a la resistencia de su quiste, cuya caracteristica principal es la de estar formado
por una doble pared; una capa externa (exoquiste) compuesta por fosfoproteinas y una capa
interna (endoquiste) de celulosa (Page, 1991). Dada la peculiaridad que presentan sus
quistes, se les ha considerado mads resistentes a varios componentes quimicos que a otros
quistes de amebas de vida libre (Kyle y Noblet, 1986).
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Otra caracteristica de este género es su resistencia a cambios extremos, permitiéndole
colonizar y mantener su poblacién en una gran variedad de microambientes (Rodriguez-
Zaragoza, 1994).

En lo referente en ambientes contaminados se ha reportado que existe una relacion directa
entre la presencia de Acanthamoeba y bacterias indicadoras de contaminacién fecal que han
sido encontradas en muestras de sedimento marino (Sawyer et al., 1982 citado en De
Jonckheere, 1991).

Los diversos trabajos realizados por Sawyer, (1980;1982;1990;1993), concernientes a la
contaminacion producida por las aguas residuales (citados en Nerad y colaboradores 1995),
proponen a las AVL que forman quistes -en especial al género Acanthamoeba- como
indicadores fiables de contaminacién por la dispersion de aguas residuales en rios, bahias,
costas y océanos. Los mismos autores sefialan que el uso de una combinacién de bacterias
entéricas y amebas formadoras de quistes es una buena opcién para el monitoreo de
diversos ecosistemas que son usados como vertederos de aguas de desecho. Incluso
detectaron nuevas especies de este género tales como A. jacobsi, A. stevensoni 'y A. pearcei;
su descubrimiento tuvo en comun que fueron aisladas en ambientes marinos contaminados
por la descarga de aguas residuales.

También se ha reportado una correlacion positiva de Acanthamoeba en sedimentos
ocednicos con la presencia de lodos de aguas residuales (Dagget et al., 1982, citado en Kyle
y Noblet, 1986).

No se debe olvidar que la presencia del género Acanthamoeba es un factor importante de
riesgo porque varias especies son de potencial patégeno ya que producen infecciones en el
sistema nervioso central, ojos, piel y pulmones en individuos sanos, asi como a los que
tienen el sistema inmune debilitado (Martinez y Visvesvara, 1997). Una de las formas mas
eficaces para tener un control sanitario es el empleo de cloro libre activo (hipoclorito de
sodio), en una concentracion de 2 mg/L, mata los trofozoitos y quistes tanto de Naegleria
como de Acanthamoeba. El problema subsiste si la materia orgénica que se introduce es
mucha, hablese de cabellos, tierra, grasa corporal y hojas entre otros, porque se neutraliza la
accion del cloro y los organismos logran subsistir (Rivera citado en Villagrana, 1994).

La mayoria de las gimnamebas producen quistes resistentes dentro de los cuales pueden
permanecer en estado latente durante los periodos en que las condiciones ambientales son
hostiles. Ademads los quistes son un excelente medio para la dispersion, lo que justifica su
amplia distribucién, pues de esta manera pueden ser transportados a grandes distancias
(Sleigh, 1989). Esta habilidad adaptativa surgié como respuesta a la variaciéon ambiental,
pues de esta manera son capaces de sobrevivir en condiciones de sequia, cambios de pH,
escasez de oxigeno y de alimento (Bonilla y Ramirez, 1993).

Las especies del género Vahlkampfia tienen un quiste con pared gelatinosa (Page, 1988),
caracteristica que explica su sobrevivencia en este ambiente, por esta razén representd el
22% de las gimnamebas y su aislamiento fue constante. Este segundo lugar que ocuparon
se debe a que se les considera como una de las amebas que son consumidores voraces de
bacterias pequefias, lo que favorece su proliferacién en aguas de desecho donde las
bacterias provenientes del tracto intestinal son abundantes (Bonilla y Ramirez, 1993).
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Las especies del género Hartmannella producen quistes con doble pared, cuya pared
interna es mas gruesa que la externa. Sin embargo no tuvo la suficiente adaptacién a las
variaciones ambientales, pues su quiste y trofozoito son menos resistentes (Page, 1988), por
lo tanto ocup6 un porcentaje del 8%.

El aislamiento de los géneros Vahlkampfia y Hartmannella no es casual, ya que se reportan
frecuentemente en los sistemas de tratamiento de aguas residuales (Gogate y Deodhar,
1984; Rivera et al., 1986a; Ramirez et al., 1993 y Rivera et al., 1993, 1995b).

La capacidad que tiene la mayoria de las amebas para formar quistes, representa una
caracteristica de vital importancia, ya que gracias a esta estructura de resistencia pueden
sobrevivir a las condiciones adversas que se presentan en las aguas residuales como
concentraciones de amonio, CO,, sulfuro de hidrégeno (H,S) y bajas concentraciones de
oxigeno disuelto.

La presencia de H,S se debe a que la mayor parte de la degradacion orgdnica sucede en
anaerobiosis, utilizdndose aceptores de hidrogeno distintos del oxigeno, por lo cual pueden
producirse grandes cantidades de sulfuro de hidrégeno y de amoniaco (Sleigh, 1989).

En tanto que Dactylamoeba stella, a pesar de no formar quistes (Page, 1998), se present6 en
el tanque. Su aislamiento es de destacarse, al ubicarse en tercer lugar con el 14% de los
aislamientos, ya que no s6lo logré sobrevivir, sino que también se aislé durante la gran
mayoria de los meses, asi como en todas las estaciones de muestreo, lo cual demuestra su
resistencia a condiciones ambientales adversas.

Page (1988), describe al género Vannella como una ameba que se ha aislado en ambientes
de agua dulce y marino de muchas partes del mundo. Este género es uno de los que
tampoco forma quistes y sin embargo pudo adaptarse al ambiente del agua residual al
aislarse en un 3%, también ha sido cultivada de materia orgdnica en basura de hojas.

Vannella simplex es una de las especies de amebas mds comunes que ha sido reportada de
una gran variedad de regiones; originalmente se ha descrito como una especie de agua
dulce, sin embargo también se ha reportado en ambientes marinos. Esta especie presenta
una cepa Vannella simplex Niva a la que recientemente se le ha descubierto la capacidad
de formar quistes, los cuales tienen la caracteristica de ser redondos con una sola pared y
un tamafio que va de 16 a 26pum de didmetro. Otra caracteristica es la de presentar una
superficie de apariencia rugosa, su aislamiento se registro no en agua dulce sino en agua
salobre, de la Bahia Niva, en el mar Baltico. La particularidad de formar quistes le permite
soportar cambios en las concentraciones de salinidad y oxigeno (Smirnov et al., 2002).

Otro género que no forma quistes es Mayorella (Page, 1988); el bajo aislamiento (1%) de
Mayorella microeruca nos indica que es mas susceptible a ser eliminada en condiciones
desfavorables o que haya sido recientemente introducida al sistema, ya que su aislamiento
fue poco frecuente.

Cabe senalar que no se obtuvo ningtin aislamiento del género Naegleria, al cual pertenecen
amebas muy patégenas, esto se debid a que estas amebas son muy sensibles a condiciones
ambientales extremas (Bonilla y Ramirez, 1993), de tal modo que su presencia en el agua
residual del tanque no se vio favorecida.
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Distribucion espacial

La distribucién espacial de las gimnamebas en cuanto al nimero de especies, estuvo dada
de la siguiente manera (Tabla 2). Se aislaron once especies de la caimara 1, doce especies de
la camara 2 y dieciséis de la salida. Este ultimo punto fue donde se presenté un mayor
nimero de especies de amebas, como se muestra en la figura 7.

Tabla 2. Lista de especies amibianas por punto de muestreo.

CAMARA 1 CAMARA 2 SALIDA
Acanthamoeba tubiashi Acanthamoeba tubiashi A. tubiashi
Acanthamoeba astronyxis | Acanthamoeba astronyxis | A. astronyxis
Acanthamoeba quina Acanthamoeba castellanii | A. lugdunensis
Acanthamoeba triangularis | Acanthamoeba quina A. mauritaniensis
Acanthamoeba royreba Acanthamoeba triangularis | A. polyphaga
Acanthamoeba lenticulata | Acanthamoeba royreba A. quina
Dactylamoeba stella Acanthamoeba lenticulata | A. triangularis
Hartmannella vermiformis | Dactylamoeba stella A. royreba
Mayorella microeruca Hartmannella vermiformis | A. lenticulata
Vahlkampfia avara Mayorella microeruca Dactylamoeba stella
Vahlkampfia aberdonica Vahlkampfia avara Hartmannella vermiformis

Vahlkampfia aberdonica Vahlkampfia avara
Vahlkampfia aberdonica
Vannella platypodia
Vannella simplex
Vannella lata

De los 183 aislamientos obtenidos, la primera cdmara fue el sitio donde se obtuvo el mayor
nimero con 74 del total de los aislamientos, mientras que en la segunda cdmara se
registraron 58 y para la zona de la salida se contaron 51 aislamientos (Fig 6).

Figura 6. Niimero de aislamientos por punto de muestreo.
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En este estudio se observé que el mayor nimero de aislamientos no se reflejo en el nimero
de especies aisladas de gimnamebas al ser menor en la primera y segunda cdmara a
diferencia de la salida en donde se registr6 el menor nimero de aislamientos, pero el
nimero de especies fue mayor con 16 de las 18 aisladas, ésto, al parecer se debid a que el
oxigeno influy6 en el nimero de especies, pues en la salida del tanque las concentraciones
de O, fueron mayores (hasta 1.4 mg/L), permitiendo la colonizacién y desarrollo de otras
especies amibianas.

Las diferencias en el nimero de aislamientos y el nimero de especies de gimnamebas en la
primera cdmara como en la segunda y salida, estuvo reflejada en su diferente composicion,
pues cabe indicar que la muestra obtenida de la cdmara uno, fue sedimento de aspecto
lodoso y que se obtuvo a una profundidad de 5 cm de la capa superficial del fango flotante
que se almaceno en esta cimara, durante el proceso de sedimentacién que se lleva a cabo en
el tanque, donde los materiales mds pesados se van al fondo mientras que los mas ligeros
tienden a flotar acumuldndose en la superficie, por lo tanto este material se puede
considerar de apariencia fina.

Estos datos concuerdan con Matuz (2001), en el estudio del acuifero del Valle del
Mezquital, Hgo., indicando que se obtuvo un mayor nimero de aislamientos amibianos, en
aquellos pozos de agua subterrdnea que son circundantes con terrenos irrigados con aguas
residuales, lo que incrementa la cantidad de bacterias y materia orgdnica que se filtra a los
pozos, dando al agua diferente composicion y de ahi que se observaran diferencias en el
ndmero de aislamientos.

El mayor nimero de aislamientos en la 1™ cdmara, tal vez se debié a que estas especies
estén mejor adaptadas para habitar este ambiente al tener menos competencia, de tal manera
que siempre se observaran las mismas especies y sus aislamientos fueran constantes.
Ademas, las particulas finas que conforman el sedimento tienen una medida de grano
menor a 100um y poseen numerosos espacios porosos de tamafio muy pequeflo, en este
micronicho las amebas experimentan menor competencia y depredacién con otros protistas,
ademds poseen la habilidad de penetrar las capas mds profundas debido a su tamafio y
forma (Butler y Rogerson, 1995).

Figura 7. Porcentaje de especies amibianas por estacion de muestreo.
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La variedad de amebas presentes en el agua residual depende del tipo de desechos
contenidos en ella. Esta variedad decrece cuando el agua contiene sustancias toxicas o el
oxigeno disuelto es escaso. Esto se confirmé en un estudio en una planta piloto en un
sistema a base de lechos de raices de carrizos, suministrado con agua sin tratar de tipo
doméstico-industrial, donde en la entrada apenas se registraron 4 géneros (Acanthamoeba,
Hartmannella, Rosculus y Vahlkampfia), mientras que en la salida del lecho se registraron
16 géneros (Bonilla y Ramirez, 1993).

Comparando el nimero de especies aisladas en el humedal de macrofitas con las aisladas en
el tanque de sedimentacion, se observé que en éste, el nimero de especies fue mucho
menor. Esto se entiende porque las condiciones ambientales del tanque no son las mismas
que las del humedal. Porque en el tanque sdlo existe un ambiente que es el agua de desecho
con concentraciones de oxigeno disuelto menores, en cambio en el humedal las amebas se
relacionan con dos ambientes: por un lado el agua de desecho y por otro el suelo que se
utiliza como sustrato (en este caso el sustrato utilizado es grava), de esta manera las amebas
del agua se ponen en contacto con las particulas del sustrato que contiene una poblacién
amibiana propia y en general mas diversa (Bonilla y Ramirez, 1993). También hay que
mencionar que los carrizos (Phragmites sp) y los tules (Typha sp) aportan oxigeno
atmosférico a la rizésfera a través de las hojas, tallos y rizomas de los vegetales, asi pues, el
agua residual se trata aerobiamente por la actividad bioquimica microbiana en la rizésfera y
anaerobiamente en el suelo circundante, de tal modo que las dreas proximas a las raices son
aerobias, mientras que las mds alejadas son anaerobias, permitiendo una gran variedad de
microbios (Rivera y Calderén, 1993).

Es por este motivo que en el humedal (que contintia del tanque de sedimentacién
estudiado), se encontraron mds especies, como lo muestran los estudios realizados
previamente también en Matilde, Hgo. De la Cerda y Lépez (2002), en el periodo de marzo
del 2000 a febrero del 2001, encontraron 32 especies representadas en 12 géneros
(Acanthamoeba, Dactylamoeba, Echinamoeba, Guttulinopsis, Hartmannella, Mayorella,
Naegleria, Platyamoeba, Rosculus, Thecamoeba, Vahlkampfia y Vannella); mientras que
Gudifio (2003), en su estudio realizado de enero del 2001 a febrero del 2002, reporta un
total de 34 especies, pertenecientes a 14 géneros (Acanthamoeba, Acrasis, Dactylamoeba,
Echinamoeba, Filamoeba, Guttulinopsis, Hartmannella, Mayorella, Naegleria,
Platyamoeba, Protacanthamoeba, Saccamoeba, Vahlkampfia y Vannella).

Esta es la primera ocasién que se reportan gimnamebas del tanque sedimentador, pues en

los dos estudios ya mencionados no se habian tomado muestras del tanque,
complementando asi el estudio de toda la planta de tratamiento.
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Frecuencia de las gimnamebas aisladas

Las especies que presentaron mayor frecuencia en la primera cdmara del tanque
sedimentador fueron Acanthamoeba astronyxis y Dactylamoeba stella, pues estuvieron
presentes durante los doce meses de muestreos. Vahlkampfia avara se presentd en nueve
meses, mientras que Acanthamoeba tubiashi, Acanthamoeba triangularis y Hartmannella
vermiformis se encontraron en 8 de los muestreos y en siete ocasiones estuvo Vahlkampfia
aberdonica. En tanto que las especies Acanthamoeba royreba 'y Mayorella microeruca, tan
sOlo se presentaron en una ocasion (Tabla 3).

Tabla 3. Frecuencia de aparicion de las especies de amebas encontradas en la cdmara 1.

ENE ° ° ° . . ° 6
FEB ° ° ° ° ° 5
MAR . . . . . 5
ABR . . . . . 5
MAY ° ° ° ° ° ° o 7
JUN ° ° ° ° . ° ° ° 8
JUL ° . . . . ° 6
AGO ° ° ° ° ° ° ° ° 8
SEP . . . . 4
OCT ° . . . . . . 7
NOV ° . ° ° o o 6
DIC . . . . . . 7
Frecuencia 12 8 5 8 1 3 12 8 1 9 7

ESPECIE
Dactylamoeba stella
Hartmannella vermiformis
Mayorella microernca
Vablkampfia avara
Vablkampfia aberdonica

Numero de especies

Acanthamoeba astronyxis
Acanthamoeba tubiashi
Acanthamoeba quina
Acanthamoeba triangularis
Acanthamoeba royreba
Acanthamoeba lenticulata

Nuevamente Dactylamoeba stella fue la que estuvo presente con mayor frecuencia en la
segunda cdmara, ya que se presentd en 9 ocasiones, seguida de Acanthamoeba tubiashi con
ocho ocasiones y con siete estuvieron Acanthamoeba astronyxis y Vahlkampfia avara. Las
especies que tan sélo se presentaron en una ocasién fueron Acanthamoeba castellanii y
Mayorella microeruca (Tabla 4).

Con respecto a la salida, la especie mds frecuente fue Vahlkampfia avara que se presentd
ocho veces; en seguida aparece Acanthamoeba triangularis con seis meses. En esta zona
varias especies sOlo se presentaron en una ocasion, estas fueron; A. lugdunensis, A.
mauritaniensis, A. polyphaga, A. royreba, Vannella simplex y Vannella lata (Tabla 5).
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Tabla 4. Frecuencia de aparicion de las especies de amebas encontradas en la cdmara 2.
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Es de llamar la atencién que las especies del género Vannella y tres especies del género
Acanthamoeba (A. mauritaniensis, A. polyphaga y A. lugdunensis) sélo estuvieron
presentes en la salida.

De acuerdo con Sleigh (1989), los géneros mds comunes de AVL del suelo corresponden a
Acanthamoeba, Naegleria y Hartmannella. En este estudio los géneros mads frecuentes
tanto en sedimento como en agua fueron Acanthamoeba, Dactylamoeba 'y Vahlkampfia. Se
esperaria que las AVL mds comunes del suelo también lo fueran en el agua, no obstante se
observan algunas diferencias con los géneros registrados (Dactylamoeba y Vahlkampfia) 1o
cual pudo deberse a la capacidad de sobrevivencia de cada género y a las condiciones
particulares del tanque.

Figura 8. Porcentaje de frecuencia de las gimnamebas aisladas por estacion de muestreo.
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Las especies pertenecientes al género Acanthamoeba que mas frecuencia tuvieron fueron
A. astronyxis, con el 100% en la cdmara 1, en la cdmara 2 un 58% y 16% en la salida,
esta fue la especie con el mayor porcentaje de frecuencia de todas las acanthamebas.

El segundo lugar lo comparten A. tubiashiy A. triangularis, primordialmente en la cdmara
1, con un valor de 66% para ambas especies. En tercer lugar estuvo A. quina que registro
una incidencia del 41% en las tres zonas de muestreo. Estas especies tuvieron el mayor
porcentaje de incidencia tanto en las muestras de sedimento como también en las muestras
de agua, durante el periodo de muestreo, como se observa en la figura 8.

Los miembros del género Acanthamoeba, incluyendo A. culbertsoni, A. rhysodes y A.
astronyxis, siempre han sido encontradas por ser un grupo dominante de las gimnamebas de
suelo de manglar, lo que significa que estas especies son capaces de resistir condiciones
extremas como periodos de sequia, cambios de salinidad y altas concentraciones de materia
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orgdnica. Su abundancia podria estar relacionada con el papel que desempefian como
microdepredadores en el sistema suelo-basura (Bhattacharya et al, 1987). Estos datos
ofrecen una explicacion del porque A. astronyxis fue resistente y en consecuencia el alto
porcentaje de frecuencia que alcanzo.

La otra especie que también ocupé un lugar sobresaliente en frecuencia fue Dactylamoeba
stella, que al igual que A. astronyxis, también presentd el 100% en la primera cidmara,
mientras que en la segunda cdmara estuvo con un 66%, disminuyendo a 41% en la salida,
siendo la especie que presentd el mayor porcentaje de incidencia de todas las amebas
aisladas, destacando primordialmente en la muestra de sedimento durante los doce meses
en que se llevo a cabo el estudio (Fig 8).

El alto porcentaje de frecuencia que registré Dactylamoeba stella es un dato interesante
pues tuvo la capacidad de adaptacion para resistir este tipo de condiciones desfavorables
que son tipicas en las aguas residuales y que a diferencia de otras especies amibianas que si
forman quistes como en este caso Vahlkampfia y Hartmannella tuvieron una menor
frecuencia.

Vahlkampfia, fue el otro género que tuvo un mayor porcentaje de frecuencia, la especie
que mads sobresale es V. avara, pues presentd un 75% en la primera cdmara, un 58% en la
segunda cdmara y un 66% en la salida, en tanto que V. aberdonica tuvo mayor frecuencia
en la primera cdmara con un 58% (Fig 8). La alta frecuencia que alcanz6 V. Avara contrasta
con lo registrado por Rivera y colaboradores (1986a), quienes la reportan con una
frecuencia del 20%, en un sistema de Lagunas de Estabilizacion.

Abundancia de gimnamebas

El niimero de amebas present6 variaciones durante los doce meses en que se llevo a cabo el
estudio, asi pues, se registraron valores promedio minimos en enero de 21,100 amebas/L y
en febrero de 13,600 amebas/L hasta valores promedio médximos de 132,000 amebas/L en
noviembre y 117,433 amebas/L en octubre, para un promedio anual de 74,300 amebas/L
(Tabla 6).

Tabla 6. Nimero de gimnamebas por litro.

MES CAMARA 1 | CAMARA 2 | SALIDA | Promedio
por mes
ENE 46,000 15,000 2,300 21,100
FEB 24,000 7,500 9,300 13,600
MAR 46,000 24,000 110,000 | 60,000
ABR 110,000 2,300 24,000 45,433
MAY 110,000 2,300 2,300 38,200
JUN 240,000 46,000 2,300 96,100
JUL 240,000 24,000 2,300 88,766
AGO 240,000 46,000 24,000 | 103,333
SEP 240,000 24,000 9,300 91,100
OCT 240,000 110,000 2,300 117,433
NOV 240,000 110,000 46,000 | 132,000
DIC 240,000 4,300 9,300 84,533
Promedio por 168,000 34,616 20,283 | 74,300
punto de muestreo
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La prueba estadistica empleada (ANOVA 0=0.05) mostr6 que no existen diferencias
significativas entre los valores promedio en la cantidad de amebas registradas
mensualmente.

Las abundancias correspondientes a los tres puntos de muestreo se muestran en la tabla 6 y
figura 9, donde la cdmara 1, fue en la que se obtuvo la mayor abundancia de amebas con
dos valores maximos, uno de 240,000 amebas/L. durante los meses de junio a diciembre y
un valor de 110,000 amebas/L en abril y mayo. El valor minimo correspondié al mes de
febrero con tan s6lo 24,000 amebas/L. En la segunda cdmara del tanque se obtuvo un valor
maximo de 110,000 amebas/L en los meses de octubre y noviembre, el valor minimo fue de
2,300 amebas/L correspondientes a los meses de abril y mayo. La menor abundancia se
presentd en la zona de la salida con un valor maximo de 110,000 amebas/L en el mes de
marzo y un valor minimo de 2,300 amebas/L en enero.

En promedio el nimero de amebas por litro registré valores de 168,000 para la primera
camara, 34,616, para la segunda cdmara y 20,283 para la zona de la salida (Tabla 6). Cabe
indicar que en este estudio las cantidades de amebas en la zona de la salida fueron bajas a
diferencia de las obtenidas por Gudifio (2003), con un valor promedio de 105,625
amebas/L, esto significa que se tuvo un descenso en el nimero de amebas durante el
periodo transcurrido entre los dos estudios para esta zona, que para fines practicos viene
siendo la zona de entrada al humedal.

Figura 9. Abundancia de gimnamebas en cada punto de muestreo.
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Las pruebas estadisticas aplicadas (ANOVA a=0.05 y Tukey a=0.05) mostraron que la 1™
camara difiere significativamente de la 2* y de la salida, en cuanto a las abundancias
obtenidas en estos tres puntos. Sin embargo, la 2* cdmara y la salida no presentaron
diferencias significativas entre el promedio de ambos valores.

En general, las densidades de gimnamebas registradas en las muestras de sedimento como
en las de agua residual del tanque fueron significativas pues estuvieron en un intervalo de
2,300 hasta 240,000 organismos por litro dando un promedio anual de 74,300 células/litro,
a pesar de las condiciones poco favorables que tuvieron que resistir estos organismos.
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Este promedio de 74,300 amebas/LL. que se registré durante los doce meses de estudio, es
bajo en comparacion con el registrado por Gudifio (2003) en el humedal, cuyo promedio
fue de 238,000 amebas/L, alcanzando cantidades de hasta 1,000,000/L; sin embargo, estas
cantidades estan atin por debajo a las reportadas por Rivera y colaboradores (1986a) en un
estanque de Estabilizacion, localizado en el Estado de México, promediando la cantidad de
2,035,000 amebas/L.

Aunque estos sistemas tratan aguas residuales de origen doméstico y se basan en procesos
biologicos (humedales y lagunas de estabilizacién), se observa que en este tipo de
tratamientos las concentraciones de amebas son mayores a las registradas por el tanque de
sedimentacion que estd basado principalmente en procesos fisicos.

Esta diferencia también puede ser notada en plantas purificadoras ubicadas en Alemania,
para el suministro de agua potable de uso doméstico, en un estudio que llevaron a cabo
Hoffman y Michel (2001) para obtener datos sobre la concentraciéon y distribucién de
amebas durante los procesos de purificacion. Estas plantas utilizan procesos como
floculacién, sedimentacidn, filtracion y para la obtencién de agua pura procesos de
ozonizacién y cloracion. Los autores reportan diferencias en la cantidad de amebas, donde
se nota que para el agua sin tratar proveniente de pozos subterrdneos enriquecidos por un
rio, se registraron las densidades mas altas de 90,000 amebas/L, mientras que en las plantas
que usan reservorios de agua se registraron 3,000 amebas/L. Después de los procesos de
floculacién, sedimentacion y filtracién, la concentracion de amebas disminuy6
considerablemente, contabilizando 4,000/L para el agua proveniente de los pozos
subterraneos y de 300 amebas/L en los reservorios. En tanto que las densidades mas bajas
se observaron en las muestras de agua pura con valores de 0 a 100 amebas por litro, donde
seflalan que en este tipo de agua purificada no se aislaron amebas de los géneros
Acanthamoeba y Naegleria.

El papel de las amebas en los sistemas de tratamiento de aguas residuales estd poco
estudiado, ya que la mayoria de los estudios sobre protozoos en este tipo de aguas se han
enfocado principalmente a los flagelados y ciliados (Rodriguez-Zaragoza, 1994). Por tal
razon y debido a los escasos trabajos en que se reportan cantidades de amebas en sistemas
de tratamiento de aguas residuales, los resultados de este estudio se compararon con los
realizados en diferentes ambientes en los que se han utilizado distintas técnicas de cultivo y
de conteo, por lo tanto estos estudios se tomaron como referencia para darnos una idea
aproximada acerca de la poblacién de amebas desnudas que se presentan en distintos
habitats de la biosfera.

Bhattacharya y colaboradores (1987), reportan densidades para Acanthamoeba rhysodes de
hasta 256,000 organismos por gramo de suelo en un Manglar de la India. En un manglar de
Florida, USA, se han reportado cantidades de amebas que van de 2,000 a 104,000 por litro
(Rogerson y Gwaltney, 2000). Anderson (1997), reporta en un estanque superficial de agua
dulce rico en contenido orgdnico localizado en Torrey Cliff, N.Y, cantidades de 81,000 a
1,813000 amebas/L. En el estuario Hudson, USA, Anderson y Rogerson (1995) reportan
abundancias de 7639 amebas/L, incluso han sido reportadas cantidades de hasta 2,048
amebas/L en aguas de la costa Antartica por Mayes y colaboradores (citado por Rogerson y
Gwaltney, 2000).
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En muestras de sedimentos marinos de Escocia, Butler y Rogerson (1995), en promedio
hallaron 2,224 amebas/cm’ en sedimentos finos, en tanto que en muestras de sedimento
arenoso el promedio fue de 874 amebas/cm’. En sitios tropicales, como el reportado por
Anderson (1998), registr6 en sedimentos de diferentes hdbitats acudticos costeros en
Bermuda, densidades que van de 28,761/g hasta 17,597 amebas/g en dos sitios marinos
respectivamente, mientras que en un estanque de agua salobre se encontraron 40,590
amebas/g y Smirnov (2002), reporta para la capa superior de 2 cm de profundidad en
sedimentos de la Bahia Niva del Mar Baltico, no menos de 166,000-195,000 gimnamebas
por litro.

Ademids de los trabajos reportados en ambientes acudticos, se encuentran los estudios
realizados en distintos tipos de suelo. Rodriguez-Zaragoza y Garcia (1997), reportan en
suelos de desierto del Valle de Tehuacan, México, cantidades de amebas desnudas de hasta
4206/g en los primeros 10 cm, lo cual es normal porque estos protozoos son mas
abundantes en los primeros 15 cm de profundidad. Los mismos autores también reportan
cantidades de 18,333 amebas por gramo de raiz, asociadas a la cacticea Escontria chiotilla.

Bischoff y Anderson (1998), reportan cantidades promedio de amebas que van de 1,044/g
hasta 5,660/g en seis suelos con diferente composicion localizados cerca de Palisades,
Nueva York, asi como el de Bass y Bischoff (2001), que reportaron nimeros de
gimnamebas en tres tipos de suelo de un transepto corto en Georgia, USA. Donde en un
suelo compactado se registré un promedio de 1,464 amebas/g, mientras que para un suelo
moderadamente compactado se obtuvo un promedio de 852 amebas/g, en tanto que el valor
mads alto se registré en suelo suelto promediando 1,655 amebas por gramo, debido al grado
de compactacion, pues en el suelo suelto los espacios porosos son de gran tamafio,
favoreciendo de cierta manera la abundancia de las amebas.

Se puede notar que las amebas son mucho mds abundantes en aquellos ambientes
(manglares y estanques), donde la materia organica se encuentra en gran cantidad, de tal
manera que en fuentes enriquecidas por detritus orgdnico, como son las aguas residuales,
muestran que la poblacion de AVL sea considerablemente mas alta (Basu et al., 1987).

Debemos entender que las amebas son raramente observadas directamente en muestras
frescas o recién colectadas, por lo que no son facilmente visibles debido a que muchas son
pequenas, transparentes y usualmente estdn asociadas con superficies. Es por eso, que para
su observacion se han desarrollado diversos medios de cultivo enriquecidos pues de esta
manera, se facilita su observacion y por consiguiente permite el conteo de estos organismos
(Butler y Rogerson, 1995; Rogerson y Gwaltney, 2000; Smirnov, 2002).

También hay que aclarar que la técnica de conteo utilizada, en este caso el Numero Mas
Probable (NMP) no distingue entre trofozoitos y quistes, por lo tanto los resultados
obtenidos reflejan la abundancia total de estas etapas de vida que presentan las amebas.
Ademads de que subestima el nimero total de las amebas presentes en una muestra por
alrededor del 30%, no obstante, este método de conteo es considerado por ser una técnica
confiable y disponible para la enumeracion de amebas (Rivera et al., 1993).
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Con respecto a la abundancia de amebas por tipo de muestra, el sedimento fue la de mayor
concentraciéon con un porcentaje del 76% del total de las amebas cuantificadas, el 24%
correspondi6 a las muestras de agua de la cdmara 2 y salida, esta ultima zona tuvo la menor
concentracién con un 9% de la muestra de agua residual (Figura 10).

Figura 10. Concentracién de amebas por tipo de muestra.
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Del porque en el sedimento se encontrd la mayor densidad de gimnamebas a diferencia de
las muestras de agua, es porque los trofozoitos necesitan superficies para alimentarse y
desplazarse sobre particulas donde la riqueza de materia orgdnica y bacterias suele ser
mayor que en la columna de agua, es por este motivo que en el sedimento se obtuvo un
mayor porcentaje (76%) de amebas y por ende que la gran cantidad de amebas se registrara
en la muestra de sedimento. Estos resultados confirman lo reportado por Kyle y Noblet
(1986), quienes sefialaron que en los cuerpos acudticos, las amebas generalmente se
encuentran adheridas en mayor proporcion a las particulas flotantes de la microcapa
superficial, en menor cantidad se les encuentra en la columna de agua y en los sedimentos
se les encuentra en forma de quiste.

Butler y Rogerson (1995), sefialan que las amebas son mucho mds abundantes en las capas
superficiales de sedimentos marinos, porque tienen la facilidad para moverse a través de los
intersticios pequefios debido a su forma aplanada y alargada, ademds reportan que son
mucho mds abundantes en sedimentos finos que en sedimentos arenosos. Similarmente
sucede en la columna de agua de estuarios, donde se les encuentra en gran nimero al estar
unidas sobre particulas suspendidas de gran tamaifo (Anderson y Rogerson, 1995), este
mismo parecer es apoyado por Anderson (1998), el cual sefiala que en sedimentos de
estanques de agua salobre generalmente se encuentran las mds altas concentraciones de
amebas desnudas que en sedimentos costeros marinos en habitats acudticos de Bermuda.

Esta observacion se fundamenta en que los sedimentos de estanques son mds ricos en
materia organica lo cual favorece de manera significativa al incremento de la poblacién de
amebas por ser consumidores de bacterias y algas como su principal fuente de alimento en
este tipo de hdbitats. Rogerson y Gwaltney (2000), reportan grandes cantidades de
gimnamebas en la columna de agua en manglares de Florida, indicando que la abundancia
estd relacionada con la cantidad de materia suspendida en la columna de agua, es decir, que
a mayor cantidad de particulas suspendidas mayor es la abundancia.
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En sedimentos marinos se ha observado que estos organismos son mds abundantes en las
capas superficiales, esto se debe principalmente a que la disponibilidad de oxigeno va
disminuyendo conforme aumenta la profundidad de tal manera que las amebas se
encuentran en ‘“burbujas” microaerdfilas (Butler y Rogerson, 1995). De igual forma,
Smirnov (2002), sefnala en su estudio realizado en sedimentos profundos de la bahia Niva,
que existe una clara disminucién en la abundancia y diversidad de gimnamebas cuando la
muestra de sedimento proviene paulatinamente de los estratos mds profundos.

Es indudable que la abundancia de las amebas desnudas este relacionada directamente con
la cantidad de materia orgdnica presente en un determinado ambiente, en este caso, no esta
de maés repetir que la finalidad del tanque sedimentador es la separacion de los sélidos de
tamafo grande, por lo que en la primera cdmara y con base a la observacion de campo, este
compartimento fue donde se almacen6é gran cantidad de materia y que ésta fue
disminuyendo en la parte de la salida. Por consiguiente, las abundancias mas altas se
registraron en la 1™ y 2° cdmara dada a las elevadas concentraciones de materia organica.

Una semejanza se observa en el trabajo de Gudifio (2003), donde indica que en un principio
el tanque estaba desprovisto de la mampara, por lo que en esta primera etapa comprendida
de enero a mayo del 2001 el promedio en el nimero de amebas fue mayor (191,200/L),
mientras que a partir de la segunda etapa (cuando se realiz6 la instalacion de la mampara),
el nimero promedio disminuyd (44,500 amebas/L). El hecho de que se registrara una
menor cantidad de amebas en la segunda etapa en la zona de entrada al humedal, signific
que la mampara colocada en el tanque ayudo6 favoreciendo la sedimentacién y permitié la
reduccidn de los sélidos. Por lo que estos datos corroboran que la abundancia de las amebas
esta estrechamente asociada con el aumento de la MO.
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Distribucion estacional y temporal

El ciclo anual de las gimnamebas se caracterizé por varios picos de densidad al inicio de la
época calida (marzo, abril y mayo) donde se observan picos de densidad que se fueron
incrementando a partir de la mitad del afio (junio), teniendo como méaximas densidades en
agosto (103,333 amebas/L), octubre (117,433 amebas/L) hasta alcanzar un pico maximo en
noviembre (132,000/L) que al mes siguiente (diciembre) disminuyen considerablemente.
Durante la época fria (enero y febrero) se observaron las densidades mas bajas con 21,000
y 13,600 amebas por litro respectivamente (Figura 11).

Figura 11. Distribucién que mostraron las gimnamebas en los tres puntos de muestreo
durante el afio 2002.
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Anderson y Rogerson (1995), en el estuario Hudson, reportan densidades pico de abril a
octubre, donde el pico de densidad mas alto se observo en junio. Anderson (1997), reporta
que las densidades mas altas alcanzadas en un estanque artificial de agua dulce en Torrey
Cliff, NY, se registraron también de abril a octubre, pero en este tltimo mes se registré el
pico de densidad mads alto. Basss y Bischoff (2001), en mayo reportan el pico mds alto de
densidad de gimnamebas en un transepto corto de subsuelos con diferente grado de
compactacion.

En sistemas de tratamiento de aguas residuales, Rivera y colaboradores (1986a), reportaron
en el mes de junio la mayor densidad de amebas en una planta de tratamiento a base de
lagunas de estabilizacién localizada en el Estado de México. En tanto que Gudifio (2003),
reporta para un humedal de macrofitas, que durante los meses de marzo a mayo se
presentaron las més altas cantidades de amebas, donde en mayo se presento el pico maximo
de densidad.

Hoffman y Michel (2001), reportan en plantas potabilizadoras de agua, ubicadas en

Alemania, que las mds altas concentraciones de amebas fueron observadas durante los
meses de agosto a octubre.

40



Aunque los ambientes estudiados fueron diferentes tanto en su composicién como en su
ubicacion geogréfica, se puede notar una similaridad en el patrén de distribucién de los
picos de abundancia de las gimnamebas durante los meses en que se registraron las
temperaturas mds altas. Anderson y Rogerson (1995), establecen que las abundancias de las
amebas estdn relacionadas directamente con la temperatura del agua de ahi que se observe
una variacion estacional.

En los paises templados y frios las amebas proliferan mejor durante los meses mas calidos,
lo que lleva a un patrén estacional. No ocurre lo mismo en los paises tropicales y
subtropicales donde las condiciones son favorables durante todo el afio, como ocurre en la
mayor parte de nuestro pais (Ramirez y Bonilla, 1995).

Por ejemplo, en manglares de Florida, USA, Rogerson y Gwaltney (2000), sefialan que no

se encontraron diferencias en la variacién temporal, lo cual no es sorprendente para aguas
subtropicales, donde las temperaturas siempre marcan arriba de los 21°C.

Parametros fisicos y quimicos

Tabla 7. Valores de los parametros fisicos y quimicos del agua residual medidos

mensualmente.
CAMARA 2 SALIDA
MES T°C| pH | Cond (0)) T°C| pH | Cond (0))
(dia) (uS/cm) | (mg/L) (nS/cm) | (mg/L)

ENE (15) | 18.2 | 7.31 | 1300 0.4 14.8 | 7.32 | 1200 0.2
FEB (14) | #%% | %% Hkk Hkk 17.4 | 7.30 | 1250 0.8
MAR (5) | 19.8 | 7.40 | 1270 04 19.5 (7.37| 1200 0.6
ABR (9) | 20.6 | 7.31| 1570 0.2 20.0 | 7.36 | 1500 0.4
MAY (14) | 224 | 7.13 | 1390 0.4 22.1 | 7.15| 1340 0.6
JUN(17) | 21.1 | 7.13 | 1240 0.2 21.6 [ 6.95 | 1240 0.4
JUL (16) | 19.9 | 7.20 | 1200 0.2 19.9 | 7.16 | 1050 0.4
AGO (27) | 21.6 | 7.17 | 1090 0.6 24.8 | 7.07 | 1240 1.4
SEP (24) | 18.6 | 7.70 | 1150 0.6 18.8 | 7.82 | 1060 0.8
OCT (14) | 19.5|7.69 | 1380 0.6 19.7 | 7.61 | 1130 0.4
NOV (11) | 19.3 [ 8.05| 1200 0.4 19.217.94| 1020 0.6
DIC (4) | 17.5]7.36| 1240 0.4 17.017.39| 1190 0.4
Promedio | 19.8 | 7.40 | 1275 0.4 19.5 | 7.37 | 1201 0.6
*** No se tomaron medidas
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Temperatura

En la cdmara 2, el valor maximo de temperatura correspondié al mes de mayo con 22.4°C,
seguidos de los meses de abril, junio y agosto 20.6, 21.1 y 21.6°C respectivamente, en tanto
que las temperatura bajas se registraron en enero con 18.2 y diciembre con 17.5°C. Con
respecto a la zona de la salida, en el mes de agosto se registr6 como medicién médxima
24.8°C a continuacion le siguen los valores de 19.8, 20, 22.1, 21.1 y 19.9°C durante los
meses de marzo a julio (Figura 12).

En la tabla 7 se observa el promedio registrado para los 12 muestreos entre la cdmara 2 y la
salida los cuales tuvieron un comportamiento estable, sin que se presentaran cambios
drésticos, ya que registraron promedios de 19.8 y 19.5°C respectivamente. El andlisis
estadistico utilizado (ANOVA =0.05), mostr6 que no se encontraron diferencias
significativas entre estos dos valores.

Figura 12. Temperaturas registradas durante los doce meses de muestreo.
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La temperatura es uno de los factores que tiene un efecto directo en la supervivencia y
abundancia de los organismos, ya que llega a tener efectos adversos al limitar la actividad
de los protozoos cuando se presentan temperaturas bajas (Sleigh, 1989). Aunque
estadisticamente la temperatura no presentd correlacion significativa con la abundancia,
quizd esto se debid a que en la relacion abundancia-temperatura se pudo observar en
términos generales varios comportamientos. En enero y febrero, cuando la temperatura fue
la mé4s baja, también la abundancia fue la menor. De junio a noviembre, cuando las
temperaturas fueron las mas elevadas, las abundancias correspondieron a las mads altas. Este
comportamiento estd de acuerdo con la distribucion estacional reportada en otros trabajos,
en donde se ha visto una relacion positiva de las amebas con la temperatura, pero hubieron
meses que se salieron de este patrén de comportamiento. Asi tenemos que en marzo, abril y
mayo, cuando las temperaturas marcaron 19, 20 y 22°C respectivamente, las abundancias
fueron las segundas mds bajas y en diciembre cuando la temperatura fue de 17°C la
abundancia fue media. Esto pudo deberse a algiin otro factor que no se determind en el
estudio.
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pH

Los valores registrados en la cdmara 2 estuvieron entre 8.05 como valor maximo
correspondiente al mes de noviembre y 7.13 como valor minimo en mayo y junio, mientras
que la salida present6 valores entre 7.94 como medida maxima también en noviembre y
6.95 en junio como medida minima (Figura 13).

El promedio obtenido para las dos muestras de agua presenté valores homogéneos, pues la
camara 2 promedi6é 7.40 y 7.37 fue para la salida (Tabla 7), sin observarse diferencias

significativas.

Figura 13. Valores de pH registrados mensualmente.
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El intervalo adecuado de pH para la existencia de la vida bioldgica es en general entre pH
5 y 9. Las aguas residuales con valores de pH menores a 5 y superiores a 9 son de dificil
tratamiento mediante procesos bioldgicos (Crites y Tchobanoglous, 2000).

De tal manera que los valores obtenidos, se encuentran en el intervalo satisfactorio para la
actividad bioldgica de los organismos, asi como también, estos valores permiten en este
tipo de agua residual el siguiente proceso de tratamiento mediante procesos bioldgicos, por
lo que no dificulta su posterior tratamiento en el humedal artificial con plantas macrofitas,
que es utilizado como tratamiento bioldgico.

Asi pues, los valores registrados en el agua residual tanto de la cdmara 2 como de la salida
estan dentro de los limites que permiten el crecimiento adecuado de la gimnamebas, ya que
en los ambientes acudticos se encuentran en un intervalo de pH entre 4.5 y 9.5 (Bonilla y
Ramirez, 1993), por lo que este factor no fue limitante para el desarrollo de estos
organismos.
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Conductividad

La conductividad del agua se refiere a la medida de la capacidad de una solucién para
conducir la corriente eléctrica por medio de las sales disueltas (Crites y Tchobanoglous,
2000). Para la segunda cdmara se registré6 como valor maximo 1570 uS/cm en el mes de
abril y como valor minimo, 1090 puS/cm en agosto. La salida presentd un valor maximo de
1500 puS/cm también en abril, en tanto que los valores minimos fueron 1050, 1060 y 1020
puS/cm en los meses de julio, septiembre y noviembre respectivamente (Figura 14).

Los valores promedio de la solucién del agua residual de la 2* cdmara fueron de 1275
puS/cm y 1201 pS/cm para la salida (Tabla 7), sin que tampoco existan diferencias

significativas entre ambos valores.

Figura 14. Valores de la conductividad por mes de muestreo.
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El valor de la medida de la conductividad eléctrica (CE) también es usado como parametro
sustituto de la concentracion de sélidos disueltos totales (SDT), en la actualidad, el
parametro mas importante para determinar la posibilidad de uso de una agua para riego es
la conductividad eléctrica, es asi como la salinidad de determinada agua residual tratada
que se desea usar para riego se establece mediante la medicién de la CE (Crites y
Tchobanoglous, 2000). De tal manera las concentraciones de SDT son menores en la
salida (excepto en agosto) que las contenidas en la cimara 2 del tanque como se observa en
la figura 14, estos valores demuestran la remocién de los s6lidos disueltos que se llevé a
cabo en el tanque de sedimentacion.

Por consiguiente el empleo del tanque sedimentador es de fundamental importancia para la
depuracién in situ de las aguas de desecho, que aunque esta se lleva a pequeia escala, tiene
la finalidad de reducir los sé6lidos orgdnicos e inorgdnicos, esta operacion depende en gran
medida del éxito de la siguiente etapa de tratamiento. Ya que si no se hubiera instalado el
tanque sedimentador (séptico), el agua que proviene de la casa entraria sin previo
tratamiento al humedal, provocando un mal funcionamiento, por lo que acabaria frustrando
el propdsito del humedal.
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En un estudio realizado por Preston y King (1984), in vitro se observdé que a mayores
concentraciones de sales en el medio de cultivo las amebas se adherian mejor al sustrato y
este fue un factor indispensable para su crecimiento ademds de presentar un mejor
desplazamiento

Oxigeno Disuelto

Los valores de O en la 2° cdmara fueron los més bajos, pues el valor mdximo alcanzado
fue de tan s6lo 0.6 mg/L. durante los meses de agosto a octubre, mientras que el valor
minimo apenas fue de 0.2 mg/L en abril, junio y julio, los demds meses registraron 0.4
mg/L.

Para la salida los valores tuvieron un comportamiento idéntico, pero esta zona presentd la
maxima concentracién alcanzando el valor de 1.4 mg/L en el mes de agosto, por su parte

los meses restantes, los valores fluctuaron entre 0.2 a 0.8 mg/L (Figura 15).

Figura 15. Valores de oxigeno medidos mensualmente.
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Estos valores dieron como promedio 0.4 mg/L. para la segunda cdmaray 0.6 mg/L para la
zona de la salida (Tabla 7). Tampoco se encontraron diferencias significativas entre ambos
promedios.

Las condiciones microaerdfilas presentes en el tanque se deben a que hay abundantes
bacterias las cuales consumen la mayor parte del oxigeno para la oxidacién de grandes
cantidades de materia orgédnica, dando como resultado que el medio contiene oxigeno
exclusivamente en una estrecha zona superficial del tanque y a medida que se va
descendiendo en los estratos profundos, la concentracién de oxigeno va disminuyendo hasta
encontrarse en condiciones de anoxia (Sleigh, 1989). Ademas del oxigeno que demandan
los microorganismos, existe el que requiere un desecho por medio de la oxidacién quimica
(Robles et al., 1993).

45



Rivera y colaboradores (1986a) reportan valores nulos de oxigeno disuelto en un sistema de
tratamiento de lagunas de oxidacion, en el Edo de México, a pesar de que no se detectd
oxigeno se aislaron amebas, los autores sospecharon que se podian hallar concentraciones
de oxigeno debido a la incidencia de fitoflagelados y algas microscépicas en el sistema,
ademds de la presencia de amebas estrictamente aerobias como Amoeba proteus y
Pelomyxia palustris, pues requieren un nivel 6ptimo de 10ppm de O, para desarrollarse y
reproducirse. Esto significa que los bajos niveles de oxigeno presentes se debieron al
consumo inmediato por los organismos aerobios o por los compuestos en proceso de
oxidacién.

Las gimnamebas a diferencia de Entamoeba son aerobias, por esta razon requieren oxigeno
para su sobrevivencia. Sin embargo, cuando las concentraciones de oxigeno disminuyen las
formas troficas y flageladas sufren un cambio a la formacién de quiste como proteccion
natural (John, 1993). Por ello la medida de la concentracién de oxigeno disuelto (OD) en el
agua nos puede indicar la etapa en que se encuentran estas amebas.

El ambiente microaerofilo (bajos niveles en la concentracion de oxigeno) al que estuvieron
sometidas las gimnamebas en el tanque, pudiera haber sido un factor limitante que influyera
en su presencia, debido a que estas amebas habian sido consideradas aerobias estrictas. Sin
embargo, fue notable que no solamente amebas capaces de formar quistes estuvieran
presentes en el tanque, sino también amebas que no tienen esta capacidad, como son las del
género Dactylamoeba, Mayorella y Vannella. Este hallazgo es importante porque nos
sugiere que estas amebas pueden soportar condiciones pobres de oxigeno en su forma
tréfica.

Estos datos también coinciden con el estudio realizado por Gudifio (2003), en el sistema del
humedal, que registré niveles bajos de oxigeno (0.2-1.5 mg/L), donde estuvieron presentes
con mayor frecuencia algunas amebas que no forman quiste como Dactylamoeba y
Vannella que otras como Naegleria, que a pesar de presentar dicha estructura de
resistencia, su frecuencia de aparicion fue mas baja.

La prevalencia de las amebas del género Acanthamoeba se pudo deber a que tienen varios
mecanismos de adaptacidon que presenta este género a la presencia de H,S y anoxia. Como
por ejemplo A. castellanii tiene dos mecanismos de proteccion contra el dcido sulfhidrico
(H,S), eso se debe a la habilidad de oxidar el H,S y al uso de una via alterna en el
transporte de electrones que no son inhibidos por el H,S. El otro mecanismo por el cual se
adapta a las bajas concentraciones de oxigeno, es debido a que puede ajustar la velocidad
en el transporte de electrones para emparejar el suministro de oxigeno (Lloyd et al., 1981;
1983 citados por Kyle y Noblet, 1986).
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Resultados del Analisis de Coeficiente de Correlacion Lineal Producto-Momento de
Pearson.

Tabla 8. Correlaciones entre la abundancia y los pardmetros fisico-quimicos en la cdmara 2.

STAT. Correlaciones
BASIC Nivel de significancia a p < 0.05000
STATS N=11
Variable Temperatura pH Conductividad Oxigeno Amebas
Temperatura 1.000 -0.483 0.168 -0.170 0.009
p= p=0.132 p=0.621 p=0.618 p=0.979
pH -0.483 1.000 -0.122 0.407 0.683
p=0.132 p= p=0.720 p=0.214 p=0.021
Conductividad 0.168 -0.122 1.000 -0.380 -0.209
p=0.621 p=0.720 p= p= 0.249 p=0.537
Oxigeno -0.170 0.407 -0.380 1.000 0.347
p=0.168 p=0.214 p=0.249 p= p=0.296
Amebas 0.009 0.683 -0.209 0.347 1.000
(abundancia) p=0.979 p=0.021 p=0.537 p=0.296 p=

Los resultados del andlisis de correlacion entre los pardmetros fisicos y quimicos medidos y
las densidades de las gimnamebas correspondientes a la cimara 2 del tanque sedimentador,
sefalaron una correlacién significativa (r= 0.61 p< 0.05) de tipo directa entre el pH y la
abundancia de las gimnamebas (Tabla 8), es decir que a mayores valores de pH se esperaria
un incremento en el nimero de amebas.

Tabla 9. Correlaciones entre el nimero de amebas (abundancia) y los pardmetros fisico-
quimicos en la salida.

STAT. Correlaciones
BASIC Nivel de significancia a p < 0.05000
STATS N=12
Variable Temperatura pH Conductividad Oxigeno Amebas
Temperatura 1.000 -0.389 0.214 0.613 0.069
p= p=10.212 p=0.504 p=0.034 p=10.31
pH -0.389 1.000 -0.504 -0.067 0.208
p=0.212 p= p=0.094 p=0.836 p=0.517
Conductividad 0.214 -0.504 1.000 -0.017 -0.034
p=0.504 p=0.094 p= p=0.959 p=10.917
Oxigeno 0.613 -0.067 -0.017 1.000 0.168
p=0.034 p=0.836 p=0.959 p= p=0.602
Amebas 0.069 0.208 -0.034 0.168 1.000
(abundancia) p=0.831 p=0.517 p=0.917 p=0.604 p=

En tanto que para la salida, ninguno de los pardmetros fisico-quimicos presentd relacion
con la abundancia de las gimnamebas, pero entre el oxigeno y la temperatura si se presentd
una relaciéon directa (r= 0.61 p<0.05), es decir que a mayor temperatura menor es la
concentracion del oxigeno (Tabla 9).
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Conclusiones

El ndmero de especies encontradas en el tanque de sedimentacion fue
menor que el encontrado en otros sistemas de tratamiento del agua
residual.

El género Acanthamoeba fue el mdas predominante al estar representado
por diez especies, las cuales mostraron una mayor resistencia para
soportar las condiciones adversas que se presentan en las aguas
residuales.

Las especies que tuvieron mayor porcentaje de frecuencia fueron:
Dactylamoeba  stella, Acanthamoeba astronyxis, Acanthamoeba tubiashi,
Acanthamoeba triangularis y Vahlkampfia avara.

La presencia de Gimnamebas en el tanque de sedimentacion que no
forman quistes, sugiere que estas amebas son capaces de soportar
condiciones microaerdfilas alin en su forma tréfica.

La zona de la salida fue la que present6 mayor numero de especies
con 16 de las 18 especies de Gimnamebas aisladas, aunque tuvo la
menor abundancia.

La muestra de sedimento, fue la que registr06 la mayor abundancia de
Gimnamebas.

Los meses en que se observaron las abundancias mds altas fueron:
Agosto, Octubre y Noviembre.

En general, las variables fisico-quimicas a las que estuvieron
sometidas las amebas, no tuvieron efecto en la presencia de éstas.

El pH, fue el unico pardmetro fisico-quimico que present6 relacién con
la abundancia de las amebas en la cdmara 2.
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Anexo
Medios de Cultivo

Agar no nutritivo con Enterobacter aerogenes (NNE).

NaCl 0.12 g
MgSO.. 7TH,O 0.0004 g
CaCl,. 2H,0 0.0004 g
Na,PO, dibasico anhidrido 0.142 g
KH,PO,4 monobasico 0.136 g
Agar bacterioldgico 150¢g
Agua destilada 1000 ml

Mezclar en seco los compuestos, agregar 500 ml de agua destilada y disolver hasta
completar un volumen de 1000 ml, se hierve hasta que se disuelva completamente el agar.
Esterilizar a 121°C durante 20 minutos y se vierten 2 ml en cada pozo, cuando se halla
solidificado se agregan 2 gotas de una suspension concentrada de la bacteria Enterobacter
aerogenes muerta por calor a 68°C, distribuyéndose sobre la superficie del agar. Antes de
su uso se almacenan en el refrigerador para su conservacion.

Medio Ringer
Solucioén isotdénica salina de cloruro de sodio-potasio.
NaCl 60g
KCl 0075 ¢g
CaCl, 001 ¢g
NaHCO; 0.1g
Agua destilada 1000 ml

Se mezclan los compuestos en seco y se agregan 500 ml de agua destilada para disolver
hasta completar los 1000 ml. Después se esteriliza a 121°C durante 20 minutos y se deja
enfriar para su conservacion en el refrigerador.
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VII

Iy Il. Acanthamoeba astronyxis (quistes). a. exoquiste b. endoquiste

llly IV. Acanthamoeba tubiashi (quistes). V. Acanthamoeba quina (quistes).
VI. Acanthamoeba triangularis (quistes).

VII. Hartmannella vermiformis (trofozoitos).

VIl y XIX. Dactylamoeba stella (trofozoitos).

X. Vahlkampfia aberdonica (quistes).

Microscopia de Contraste Diferencial de Interferencia 400X. (Microscopio Nikon).
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