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INTRODUCCION.

Cada afio caen aproximadamente 110 billones de m® de agua en forma de
precipitaciones pluviales sobre los continentes del globo terraqueo. La
poblacion del planeta es de 5700 millones de habitantes, lo que significa que
cada uno recibe en promedio cerca de 53000 litros de agua dulce por dia, y
esto sin considerar el agua que cae en forma de lluvia o nieve en los océanos.
Ciertamente, el agua deberia alcanzar para todos, sin embargo, a pesar de
ésta aparente abundancia de agua, a diario mueren miles de personas por
enfermedades asociadas a esquemas inadecuados de abastecimiento de agua
limpia. El problema ademas de la cantidad de agua y del nimero de personas
es la distribucién relativa de ambos, asi como el hecho de que el agua no llega

de manera regular a través del tiempo (Price, 2007).

El agua subterranea es una de las principales fuentes de abastecimiento de
agua en el pais. En el Valle de México, 70% de la poblacién se abastece con el
agua extraida a través de pozos. Sin embargo, los problemas de
sobreexplotacion de acuiferos en muchas zonas, asi como otras actividades
antropogénicas, han ocasionado deterioro en la calidad del agua subterranea
en algunos sitios, y en muchos otros condiciones graves de decremento del
nivel de los acuiferos y la disminucion de sitios de recargas naturales debido a
la elevada urbanizacién, lo que también influye en la afectacién de la calidad
del agua de recarga (lturbe y Silva, 1992).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (1995), considera que el agua
subterrdnea extraida de acuiferos profundos y bien protegidos generalmente
esta libre de microorganismos patdégenos, y en muchos paises la distribucion
de agua sin tratamiento es una practica comun. Esto exige que la zona de
influencia se proteja mediante medidas de reglamentacién eficaces y que el
sistema de distribucibn se proteja también suficientemente contra la
contaminacion secundaria por lixiviacion de sustancias téxicas, y organismos

de interés en la salud publica.



Como es el caso de las amebas de vida libre (AVL), protozoos cosmopolitas
qgue habitan en ambientes humedos como el suelo y el agua, aunque también
se pueden encontrar en el aire en forma de quistes (Bonilla et al., 2004). A la
fecha se han descrito como patbégenas las amebas: Naegleria fowleri,
Balamuthia mandirillaris, algunas del género Acanthamoeba y Sappinia
diploidea que recientemente fué renombrada como Sappinia pedata por
Qvarnstrom y colaboradores (2009). Naegleria fowleri es capaz de producir en
el hombre meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP) enfermedad
fulminante y mortal. Balamuthia mandrillaris, Sappinia pedata y algunas
especies del género Acanthamoeba pueden provocar encefalitis amibiana
granulomatosa (EAG). Acanthamoeba spp. también puede provocar
infecciones severas en pulmones, oidos, nariz y queratitis amebiana en ojos.
En comparacién con otras enfermedades causadas por protozoos, las
infecciones causadas por AVL destacan por su amplia distribucién, extrema
virulencia y falta de tratamiento efectivo (Bonilla et al., 2004).

Hasta hace relativamente poco, la biologia del agua subterranea permanecio
sin ser estudiada, de modo que se tenia poca informacién de los organismos
gue estaban presentes en esta agua, especialmente los protozoos, entre ellos
las amebas de vida libre. En acuiferos limpios el nUmero de estos puede ser
bajo o incluso de cero, mientras que en acuiferos contaminados organicamente
la abundancia de los protozoos es usualmente mucho mayor (Ramirez et al.,
2001)



MARCO TEORICO.

A) Amebas de Vida Libre

Las amebas de vida libre son un grupo de protozoos pertenecientes a los super
grupos Amoebozoa y Excavata (Adl et al., 2005). Algunas de ellas reciben la
denominacién de anfizoicas, porque son capaces de vivir en el medio ambiente y
actuar como parasitos en el ser humano. Se les puede encontrar en suelo, agua y
aire. El ciclo de vida de las AVL presenta 2 fases: trofozoito y quistico, ademas de
un estadio flagelar para Naegleria (Galarza et al., 2006).

En los ecosistemas acuaticos las AVL desempenan un papel fundamental en el
mantenimiento del flujo de energia y el reciclado de los nutrimentos, su rapido
crecimiento, el uso eficiente de los recursos y el hecho de ser un enlace
fundamental entre los desintegradores y niveles troficos superiores, los convierte
en un eslabon importante en las cadenas alimenticias acudticas. Las especies
patégenas son termotolerantes, aunque no todas las termotolerantes son
patégenas. Su habitat principal es el suelo y desde ahi pueden llegar a los cuerpos

de agua arrastradas por escurrimientos o a través del aire (Bonilla et al., 2004).

Naegleria es ubicua y tiene una distribucion mundial, vive principalmente en el
suelo y ambientes acudticos calentados natural o artificialmente, aunque también
se pueden establecer en estanques, cascadas, manantiales lagos y rios con
temperaturas menores. Se han aislado de agua de grifo, piscinas, aguas termales,
aguas de desecho, canales de riego, tinas de hidroterapia, lagos artificiales,
efluentes calientes de plantas hidroeléctricas, polvo y de la nariz de individuos
sanos. Los factores ambientales favorables para el desarrollo de este género de
amibas son intervalos de temperatura de entre 30°C y 45°C, niveles 6ptimos de
oxigeno, pH cercano a la neutralidad, alimento suficiente (bacterias y materia
organica) y un minimo de humedad. En temperaturas frias probablemente se
enquistan y permanecen en el fondo con los sedimentos (Bonilla et al., 2004;



Martinez y Visvesvara 1997). Recientemente Beltrdn (2008) y Limén (2008)
aislaron Naegleria de agua subterranea.

El habitat de Balamuthia mandrillaris no se conoce con exactitud, a sido aislada de
mandriles (Lee et al., 2000) y el unico aislado obtenido que tiene relacién directa
con un caso clinico se hizo de una maceta del jardin de la casa donde residia el
individuo afectado (Seas y Bravo, 2006), aunque Galarza (2006) considera que

probablemente Balamuthia mandrillaris también se encuentra en agua.

Acanthamoeba tiene la habilidad de sobrevivir en diversos ambientes y ha sido
aislada de distribuidores de agua publica, piscinas, agua embotellada, agua de
mar, estanques, agua estancada, lagos de agua dulce y salada, rios, ductos de
ventilacién, interfase aire-agua, unidades de aire acondicionado, agua residual,
composta, sedimentos, suelo, aire, vegetales, lentes de contacto, y de la
atmésfera, indicando la naturaleza ubicua de éstos organismos. Ademas
Acanthamoeba a sido aislada de muestras de hospitales, unidades de didlisis,
recipientes para lavado de ojos, cavidad nasal humana, tejido de pulmoén, lesiones
de piel, biopsias corneales, fluido cerebroespinal y necropsia de cerebro (Naveed,
2006).

Sappinia pedata ha sido reportada en un solo caso clinico en la literatura
(Schuster y Visvesvara, 2004), pero se a encontrado en agua dulce, suelo y
composta (Lee et al., 2000).

Bidlogos, médicos y observadores con conocimiento han realizado aportaciones
importantes sobre su existencia, se encuentran reportes de AVL en varios lugares
del mundo, en donde han sido encontradas en casos de infeccion humana. Estas
infecciones por amebas han ocurrido posiblemente, desde el amanecer de la
humanidad y su reconocimiento durante las ultimas décadas es el resultado del
enorme avance en el tratamiento de las enfermedades infecciosas en las areas

antimicrobianas. Sin embargo, las enfermedades producidas por AVL sélo se



reconocen, aparentemente a partir de 1948, cuando se comunicd el caso de un
soldado japonés que fallecié por una infeccion amebiana diseminada; Derrick,
realizo la autopsia, atribuyendo la causa de la muerte a un parasito casi idéntico a
lodamoeba buetschlii, agente que ha sido considerado posteriormente por algunos
como Naegleria y por otros como una Acanthamoeba. El segundo caso de
infeccién por AVL del que existe informacion, ocurrié en 1960, en Tucson Arizona,
Kernoham y col. publicaron el caso de una nifia de 6 anos que fallecié con una
lesidbn cerebral descrita como granuloma cerebral, la cual fue debida a
Acanthamoeba sp. (Oddé, 2006).

En 1958, Culberston da a conocer que las AVL eran patégenas para animales de
experimentacion, sin embargo, no es si no hasta el afno 1965 que Fowler report6 el
primer caso de infeccion humana por AVL (Naegleria). La primera infeccion
humana por Acanthamoeba fue descrita por Jager en 1972 y el primer caso
reportado por Balamuthia fue descrito por Visvesvara, en 1990 (Schuster y
Visvesvara, 2004). En el 2001 Gelman publicé el primer y Unico caso de encefalitis
amebiana causada por Sappinia pedata (Oddo et al., 2006).

B) Importancia Médica

Se ha establecido que algunas de las amebas de vida libre producen en el hombre
enfermedades de curso diverso, y son consideradas agentes infecciosos
emergentes, tanto patdogenos primarios como oportunistas, cuyo diagnéstico

resulta muy dificil desde el punto de vista clinico y morfolégico.

MENINGOENCEFALITIS AMEBIANA PRIMARIA (MEAP).

La meningoencefalitis amebiana primaria es producida por Naegleria fowleri y
corresponde a un cuadro agudo y fulminante que afecta a personas que tuvieron
antecedentes de haber realizado actividades acuaticas de 3 a 7 dias antes de
presentarse el cuadro. Los protozoos penetran a través del neuroepitelio olfatorio

originando una meningoencefalitis necrosante y purulenta con compromiso



predominante de la base del cerebro, tronco cerebral y la base del cerebelo; en los
cortes histolégicos se encuentran solo trofozoitos, especialmente perivasculares;
en el ser humano no se han observado quistes en los tejidos. La MEAP ocurre
principalmente en individuos sanos, nifios o adultos jovenes, el periodo de
incubacién dura de 3 a 7 dias, aunque en algunos casos es mayor a dos semanas.
Los sintomas comienzan abruptamente con fiebre leve y malestar general,
algunas veces acompafnados con rinitis y odinofagia; estos sintomas progresan
rapidamente, con acentuada cefalea y fiebre, seguida por vomitos rigidez de nuca
y signos de irritacibn meningea, algunos sintomas leves de compromiso
respiratorio superior pueden estar presentes. Al ingreso al hospital, el diagnostico
es generalmente de meningitis piégena; en el hospital, el cuadro clinico es de un
continuo deterioro, somnolencia y algunas veces convulsiones. La puncién lumbar
arroja un fluido turbio con presién elevada. El paciente fallece de insuficiencia
respiratoria en menos de 10 dias de iniciados los sintomas. Varias especies de
Naegleria han sido aisladas de las vias nasales y del tracto respiratorio superior de
los individuos sanos; algunos de estos aislados han sido identificados solamente
como Naegleria sp o Naegleria gruberi, una especie no patégena, pero unas
pocas han sido catalogadas como patégenas, pero el significado de estos
descubrimientos en la epidemiologia de estas infecciones permanece poco claro
(Oddo, 2006).

ENCEFALITIS AMEBIANA GRANULOMATOSA (EAG).

La encefalitis amebiana granulomatosa usualmente ocurre en personas
severamente enfermas y debilitadas, algunas de las cuales pueden estar
sometidas a terapias inmunosupresoras, algunas enfermedades han sido
reportadas con EAG, como la enfermedad de Hodgkin’s, el Lupus sistematico
eritomatoso, la diabetes mellitus, la deficiencia G6PD, el alcoholismo y el

sindrome de inmunodeficiencia adquirida (John, 1993).



El antecedente de inmuncompromiso es relevante en las infecciones por
Acanthamoeba spp., no asi en los casos producidos por B. mandrillaris. La puerta
de entrada de éstas es el tracto respiratorio o la piel desde donde siguiendo la via
hematdgena o una progresion local continuan hacia las vias nerviosas llegando
fulminantemente al sistema nervioso central. La enfermedad corresponde a una
encefalitis necrosante y hemorragica aguda, subaguda o cronica, multifocal con
angeitis necrotica y con presencia de trofozoitos y/o quistes parasitarios
caracteristicos. El compromiso del cerebro por acanthamebidas ocurre en todas
las edades, igual en ambos sexos y sin predileccion racial, pero en el caso de B.
mandrillaris existe una aparente predileccion de hispanoamericanos en California.
Las manifestaciones clinicas son variables pero en la mayoria de los pacientes se
presenta como una encefalopatia focal o difusa y con signos de irritacion
meningea. Los sintomas mas comunes son anormalidades del estado mental,
letargo, cefalea, hemiparesias y meningitis. El curso de la enfermedad es
subagudo o crénico, de 7 a 120 dias. De los casos de EAG solo uno ha sido
atribuido a S. pedata (Oddé, 2006).

QUERATITIS AMEBIANA (QA).

La queratitis amebiana corresponde a un proceso inflamatorio crénico activo
producido por Acantamoeba spp, que afecta la cérnea y a veces la conjuntiva y
otras estructuras oculares, asociado al antecedente de un traumatismo corneal y
la exposicion a agua contaminada. Los factores de riesgo para el desarrollo de la
enfermedad son el uso de lentes de contacto y su lavado con soluciones salinas
caseras (Oddo, 2006).

Las amebas entran al estroma de la cornea por rompimiento del epitelio
consecutivo a un traumatismo menor o abrasién del epitelio protector. En general,
afecta a un solo ojo y a menudo se confunde con una queratitis viral. Una vez
establecidas las amebas en el estroma corneal son dificiles de erradicar; puede
haber recurrencia de la infeccién cuando el tratamiento antimicrobiano se reduce o

suspende. Los pacientes pueden requerir de uno o mas transplantes corneales



para reparar el dafno y en el peor de los casos se tiene que realizar la enucleacion
(Bonilla y Ramirez, 2008).

Otros factores que favorecen el establecimiento de la queratitis acanthamebiana
son la produccion de lagrimas con baja actividad microbiana y la contaminacion

bacteriana secundaria (Bonilla et al., 2004).

INFECCIONES NASOFARINGEAS Y CUTANEAS.

Estas infecciones son causadas por Acanthamoeba y Balamuthia; se desarrollan
cuando las amebas, ya sea en forma de trofozoito o quiste, se introducen en una
lesién por la piel o por las fosas nasales. Pueden permanecer localizadas, pero en
general las amebas se diseminan a otras partes del cuerpo, en particular al
sistema nervioso central y no hay delimitacién definida entre estas infecciones y la
encefalitis (Bonilla y Ramirez, 2008)

Entre las infecciones cutaneas se encuentran la dermatitis acanthamebiana o
acanthamebiasis cutanea, una inusual infeccién oportunista producida por AVL del
género Acanthamoeba; la cual puede ser una lesion primaria de la piel o
manifestacion secundaria de una infeccidén diseminada. La mortalidad reportada de
la dermatitis acanthamebiana sin compromiso del sistema nervioso central es de
aproximadamente 73%; cuando ademas esta afectado el encéfalo, la mortalidad
llega a 100% (Oddé, 2006).

C) Acuiferos

Las formaciones rocosas o0 de material poroso capaces de proporcionar
cantidades significativas de agua se denominan acuiferos. Estos se forman con
rocas no consolidadas, grava y arena. La mayoria de los acuiferos se consideran
como grandes sistemas de almacenamiento de agua subterranea, en los cuales

este liquido entra al reservorio por recarga natural o artificial y sale a la superficie



a través de manantiales, pozos y galerias filtrantes (lturbe y Silva, 1992; Gordon
etal., 1987).

Las actividades humanas del hombre relacionadas con la disposicién de aguas
residuales en suelos, construcciones de rellenos sanitarios en sitios inadecuados,
escurrimientos superficiales en zonas urbanas, explotacion de acuiferos, etc.,
pueden ocasionar la contaminaciéon de suelos y acuiferos. La magnitud del
problema depende de las caracteristicas hidrogeoldgicas del sitio, del tipo de
contaminantes presentes de acuerdo con las actividades realizadas, asi como de

las condiciones de la zona (lturbe y Silva, 1992).

A partir de la mitad del siglo pasado, el uso del agua subterranea comienza a
tomar importancia en lberoamérica, principalmente a consecuencia del menor
costo de explotaciéon y la escasa disponibilidad de agua superficial en algunas
regiones. En las ultimas décadas se ha observado, en los paises desarrollados, un
incremento en el interés por conocer acerca de la contaminacién del agua
subterranea, desarrolldndose diversos sistemas de evaluacion de la vulnerabilidad
regional de acuiferos con objeto de elaborar mapas de sensibilidad y
vulnerabilidad, estos ayudan a establecer estrategias de proteccion del agua
subterranea ya que el uso de los mapas de vulnerabilidad permite determinar el
riesgo de contaminacién de las aguas subterraneas lo cual se puede utilizar para
identificar los acuiferos, o zonas de los acuiferos, mas vulnerables y establecer
aquellas actividades que pueden causar riesgo de contaminacién acudtica

(www.tierra.rediris.es/iberamred/).



ANTECEDENTES.

1) En 1997 Novarino public6 una revision sobre comunidades protistas en
acuiferos, donde encontraron amebas desnudas pertenecientes al género
Acanthamoeba, Hartmannella, Mayorella, Rosculus, Vahlkampfia, Vannella y
Platyamoeba.

2) De mayo del 2005 a abril del 2006, Campos (2007) determind la distribucion
temporal de las AVL en los manantiales “Las Fuentes” y “El Tunel” del acuifero del
Valle de Cuernavaca en el Estado de Morelos, obteniendo amibas de los
siguientes géneros: Hartmannella, Naegleria, Vannella, Vahlkampfia, Rosculus,
Dactylamoeba, Platyamoeba y Filamoeba. El género mas frecuente en ambos

manantiales fue Hartmannella.

3) Beltran (2008) en el mismo periodo detecté amibas de vida libre en 10 pozos
del acuifero de Cuernavaca, Morelos. Encontrando 19 especies pertenecientes a
14 géneros: Hartmannella, Naegleria, Vannella, Vahlkampfia, Rosculus,
Platyamoeba, Thecamoeba, Vexillifera, Nuclearia, Stachyamoeba, Echinamoeba,
Guttulinopsis, Cochliopodium y Acanthamoeba; siendo Hartmannella la que se
presenté con mas frecuencia con sus dos especies: H. vermiformis y H.

cantabrigiensis.

4) Del 2005 al 2006, Rubio (2007), Garcia (2007) y Monroy (2007) realizaron un
estudio fisico-quimico y bacteriolégico del agua subterranea del Valle de
Cuernavaca, Morelos, en las zonas norte, centro-oriente y sur respectivamente.
Concluyendo para la zona norte que el agua subterranea muestra en general
buena calidad, para la zona centro-oriente que los pozos en general no requieren
purificacion para el abastecimiento publico, y para la zona sur que las descargas
de aguas residuales a los suelos estan provocando que se degrade la calidad de
los mantos acuiferos, lo que implica una disminucién en la calidad del agua.



5) En el 2006 Ramirez y colaboradores publicaron un estudio en aguas
subterraneas sobre AVL, en el Valle del Mezquital, Hidalgo, una zona contaminada
por materia organica, aqui aislaron un total de 31 especies, representadas por
ocho diferentes géneros: Acanthamoeba, Echinamoeba, Hartmannella, Mayorella,
Platyamoeba, Vahlkampfia, Vannella, y Vexillifera. Acanthamoeba fue la mas

frecuente y 6.5% de éstas fueron patdégenas en animales de experimentacion.

6) Limoén en el 2007 reportd la distribucidn temporal y especial de las AVL en 8
pozos del acuifero de Zacatepec, Morelos donde encontré que Hartmannella
vermiformis fue la mas frecuente con el 41.5%, también encontré dos especies
patégenas de acanthamoebas; Acanthamoeba polyphaga y Acanthamoeba
royreba.



JUSTIFICACION.

El agua es un elemento esencial para cubrir los requerimientos vitales de todos
los organismos, las demandas de agua para la poblacién humana cada vez son
mayores debido al desarrollo poblacional y por consiguiente el uso del agua

subterranea también ha aumentado en los ultimos anos.

Los estudios acerca de la microbiologia del agua subterranea son escasos en
comparacién con los del agua superficial, ademas recientemente se ha
demostrado que el agua subterrdnea es vulnerable a la contaminacién por
diversos factores, entre ellos estan los microorganismos como las bacterias, los
virus y los protozoos como las AVL, las cuales han cobrado gran importancia
debido a su patogenicidad sobre el hombre y su amplia distribucién, sin
embargo aun no se conoce con exactitud aspectos sobre su ecologia y son
muy pocos los trabajos realizados con AVL en agua subterranea.

Es por eso que este trabajo pretende ampliar el conocimiento acerca de estos

organismos y su distribucién en la naturaleza.



OBJETIVOS.

Objetivo General:

Caracterizar las Amibas de Vida Libre presentes en pozos del acuifero de

Cuautla, Morelos.

Objetivos Particulares:

1. Determinar la riqueza especifica de las Amibas de Vida Libre presentes

en el Acuifero de Cuautla, Morelos.

2. Establecer su distribucion temporal y espacial.

3. Relacionar la presencia de éstas amibas con los parametros fisico-
quimicos registrados en el campo; pH, temperatura y oxigeno disuelto.



AREA DE ESTUDIO.

LOCALIZACION

El acuifero de Cuautla colinda en la porcion Norte con la Cuenca Hidrologica del
Valle de México, al Oeste con el acuifero Cuernavaca y Zacatepec, al Este con el
acuifero de Tepalcingo-Axochiapan en el Estado de Morelos y al Sur con la cuenca
del rio Amacuzac, en el estado de Morelos y Guerrero; bajo las coordenadas
geogréficas extremas: al norte 192 257, al sur 182 49 de latitud norte; al este 98°
57°; al oeste 99° 01" de longitud oeste. Es el centro econémico de mayor
importancia de la zona oriente del Estado de Morelos, dentro de las actividades

econémicas se encuentran las turisticas, las agricolas y las pecuarias.
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Figura 1. Localizacion de Cuautla en la Republica Mexicana.




El acuifero Cuautla-Yautepec cubre una superficie de 2,231.22 km? de los cuales
1,451.16 km? corresponden a la zona de recarga, con pendientes que varian de
fuertes a moderadas y 780.07 km? a la zona acuifera o de acumulacién. Presenta
un potencial hidrolégico muy importante. De manera natural aporta a través de
manantiales un caudal de 6,827 Ips (litros por segundo), que ha sido determinante

para el desarrollo de las actividades econémicas de la zona de Cuautla.
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Figura 2. Localizacién del Acuifero Cuautla-Yautepec.

CLIMA

En particular en el acuifero Cuautla-Yautepec se tiene clima templado en la parte
norte de la sierra y en la ladera de ésta, semicdlido en el piamonte y calido en la
parte baja de los valles. De acuerdo a la clasificacion de Kéeppen, modificado por
Enriqueta Garcia, el clima que predomina en el acuifero es el calido subhumedo
con lluvias en verano, con temperatura media anual de 20.0° C vy precipitacion

media anual de 1,003 mm, con un 5% de lluvia invernal.



TIPO DE ACUIFERO

Presenta tres tipos de acuiferos o unidades geohidrolégicas constituidos por uno o
varios tipos de roca que se caracterizan en mayor o menor grado por almacenar,
conducir y ceder agua subterranea. La primera unidad geohidrolégica, definida
también como acuifero libre, se ubica en materiales de las formaciones Tlayecac,
Depésitos Clasticos Continentales y Chichinautzin. Las dos primeras de regular
permeabilidad y de tipo granular mientras que la tercera de alta permeabilidad y de
tipo fracturado. Sobre estos materiales se encuentran alojadas las obras de
captacidén que explotan las aguas del subsuelo mediante pozos profundos y norias
en el estado de Morelos. Este tipo de acuifero tiene ademas importantes
descargas naturales mediante manantiales. La segunda unidad geohidroldgica,
definida como un acuitardo, se asocia con los materiales del Grupo Balsas y la
formacion Mexcala, materiales que tienen la capacidad de almacenar agua pero
no facilmente la ceden y funcionan como basamento del acuifero libre y barrera
impermeable entre el acuifero libre y la tercera unidad. El Grupo Balsas y la
formacion Mexcala se localizan a profundidades del orden de 150 metros, en la
porcion norte de Oaxtepec y al poniente de Cuautla. La tercera unidad
geohidroldgica se encuentra debajo del Grupo Balsas y la formacién Mexcala.
Constituye un acuifero regional o profundo, se encuentra semiconfinado y se aloja
en materiales calizos de las formaciones Morelos y Cuautla, siendo ademas el
basamento de la secuencia geohidrolégica. El agua subterrdnea se conduce a
través de fallas, fracturas o zonas de disolucién y se manifiesta y explota
unicamente en la porcidn del valle de Yautepec por la descarga natural del
manantial Las Estacas (CNA, 2002).



Los pozos muestreados se encuentran en los municipios de Tepoztlan,

Atlatlahucan, Yecapixtla, Cuautla, Ayala y Tlaltizapan (Figura 3) (Fotografias 1-9).
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Figura 3. Localizacién de los pozos muestreados.



POZO MUNICIPIO | ALTITUD PROFUNDIDAD OBSERVACIONES
(m.s.n.m) (m)
Panteon Tepoztlan 1643 150 Se encuentra a un costado de
una tabiquera y de un panteoén.
El Zarco Yautepec 1261 150 Se encuentra entre un
sembradio de cafa de azlcar y
casas.
Manantial Tlatizapan 960 brotante Es un balneario.
Santa Isabel
Tenextepango Ayala 1134 150 Esta frente a un cultivo de
cebolla y maiz.
Anenecuilco Ayala 1227 150 Esta rodeado por un cultivo de
cafna de azucar.
El Calvario Cuautla 1308 105 Es un predio en zona urbana.
Iztaccihuatl Cuautla 1369 150 Hay casas alrededor.
Yecapixtla Yecapixtla 1564 220 Se encuntra rodeado por
cultivos de maiz.
Km 88 Atlatlahucan 1575 250 Esta a la orilla de la carretera y

rodeada de pastizales.

Tabla 1. Localizacion y observaciones de los pozos muestreados.

Fotografia 3. Manantial Santa Isabel




Fotografia 8. Pozo Yecapix;tla



MATERIAL Y METODOS.

|. Trabajo de Campo.

Se realizaron 12 muestreos, uno por mes, llevados a cabo en 9 pozos del acuifero
de Cuautla Morelos, del mes de Marzo del 2008 a Febrero del 2009. Para la
determinacion de las amibas de vida libre, se recolectaron 1000 ml de agua
subterranea en envases esterilizados y se transportaron al laboratorio de
Microbiologia Acuatica en la UIICSE a temperatura ambiente para evitar cambios
en la estructura de las amibas. Los pozos muestreados se encuentran en uso para
consumo de agua potable, por lo que estan entubados, las muestras se tomaron
de la valvula que esta antes de la cloracion.

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

Il. Trabajo de laboratorio.

Aislamiento v cultivo de AVL.

Las muestras de 1000 ml se filtraron a través de membranas Millipore de 3.0 um
de poro en condiciones estériles. Las membranas se colocaron hacia abajo en
placas de medio agar no nutritivo con bacterias Enterobacter aerogenes (NNE)
para el aislamiento de las amibas (Limoén, 2007). Las placas se incubaron a 30°C
y se revisaron después de ocho dias para detectar el crecimiento amebiano,
usando un microscopio invertido marca Zeiss.

La identificacion de las amebas se realizé tomando en cuenta sus caracteristicas
morfolégicas tanto troéfica como quistica, observando las preparaciones al
microscopio de contraste de fases marca Zeiss, a 400 x y 1000 x, y siguiendo las
claves taxonémicas de Page (1988).



Prueba de tolerancia a la temperatura.

De las cajas que tuvieron presencia de amebas a 30°C, se realiz6 un resembrado
por duplicado las cuales se incubaron a 37°C y a 42°C por 48 horas para observar
el desarrollo de amebas. La identificacién de las amebas se realizé de la misma
manera que a 30°C tomando en cuenta sus caracteristicas morfoldgicas tréficas y
quisticas, observando las preparaciones al microscopio de contraste de fases a
400 X'y 1000 X y siguiendo las claves taxonomicas de Page (1988).

Analisis estadistico.

Para relacionar los parametros fisicoquimicos (pH, O.D., y Temperatura °C) con la
presencia de las amibas se utiliz6 el andlisis de Coeficiente de Correlacion Lineal
Producto-Momento de Pearson, el cual proporciona una medida de la asociacion
lineal entre las variables, los valores de la correlacion estan entre -1 y +1. Si las
variables estan perfectamente asociadas, entonces el coeficiente de correlaciéon
sera de 1 6 -1, si por el contrario, las variables no estan asociadas, entonces el
coeficiente tendra un valor cercano a cero (Duréan et al., 2003).

La tabla 2 servird como una guia general para dar una interpretacion de la

magnitud del coeficiente de correlacion (Duran et al., 2003).

Valor absoluto de R | Grado de Asociacion
0.8-1.0 Fuerte
0.5-0.8 Moderada
0.2-0.5 Débil

0-0.2 Insignificante

Tabla 2. Factor de correlacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Presencia de AVL

En la tabla 3 se puede observar la presencia de amibas de vida libre en los 9 sitios
de estudio, el pozo el Zarco tuvo presencia de AVL durante los doce meses del
muestreo, seguidos de éste, los pozos el Calvario, Panteén e lztaccihuatl
consecutivamente fueron los que mayor presencia de amibas tuvieron, contrario a
los pozos Anenecuilco y Yecapixtla, que de los doce meses solo tuvieron
presencia en 5.

Diciembre fue el Unico mes que tuvo presencia de amibas en todos los pozos, en

los otros meses de 1 a 3 pozos tuvieron ausencia de amibas.

Pozos Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ago | Sep | Oct | Nov | Dic | Ene | Feb
Panteén + + + - + + + + + + + -
El Zarco + + + + + + + + + + + +
Manantial

Santa Isabel | + + + + + |- - - + + |+ +
Tenextepango | + - + + - - + + ¥ ¥ + -
Anenecuilco | nm | - - + - + + - - + |+ -
El calvario + + + + + + - + + + + +
Iztaccihuatl + + + + + + + - + + - +
Yecapixtla - - + - + |- - + - + nm | +
Km 88 - + + + + nm | + + + + nm | +

+: presencia, -: ausencia, nm: no muestreado.
Tabla 3. Presencia de AVL en los 9 pozos del acuifero de Cuautla, Morelos.



Riqueza especifica total

La tabla 4 nos muestra las 29 especies pertenecientes a los 16 géneros diferentes

detectados en el acuifero de Cuautla, Morelos en el periodo estudiado.

El nimero de géneros y especies encontrados fue mucho mayor a los reportados
por Campos (2007), Limén (2007) y Beltran (2008) en acuiferos del estado de
Morelos. Pero similar a lo reportado en el acuifero del Valle del Mezquital (32
especies) por Ramirez y colaboradores (2001); aunque con la diferencia de que la
mitad de las especies aisladas en el Mezquital pertenecieron al género
Acanthamoeba. Este acuifero que se caracteriza por la extensa contaminacion

organica debido al uso de aguas residuales para la irrigacion.

De las Acanthamoebas encontradas A. castellanii ha sido reportada como
patégena en infecciones humanas del Sistema Nervioso Central, ojos, pulmones,
prostata, hueso, musculo, seno nasal y piel; mientras que A. polyphaga ha sido
detectada solamente como patégena en infecciones oculares (John, 1993).

Por su caracter labil y la temperatura de crecimiento (30°C y 37°C) las amibas
aisladas del género Naegleria, probablemente pertenecieron a la especie N.
gruberi, que no ha sido reportada como patégena.



SUPER GRUPO | 12 CLASE GENERO ESPECIE
Acanthamoeba | castellanii
Amoebozoa Acanthamoebidae lenticulata
polyphaga
Amoebozoa Flabellinea Cochliopodium | bilimbosum
Amoebozoa Tubulinea Echinamoeba | exundans
silvestris
Amoebozoa Filamoeba nolandi
Excavata Heteroloboseae Guttulinopsis nivea
Amoebozoa Tubulinea Hartmannella | cantabrigiensis
vermiformis
Amoebozoa Flabellinea Mayorella microeruca
vespertilioides
Excavata Heteroloboseae Naegleria sp
Excavata Heteroloboseae Rosculus ithacus
Thecamoeba | corrugata
Amoebozoa Flabellinea quadrilineata
striata
Amoebozoa Flabellinea Platyamoeba | placida
stenopodia
Amoebozoa Tubulinea Saccamoeba | stagnicola
Vahlkampfia aberdonica
Excavata Heteroloboseae avara
inornata
lata
Amoebozoa Flabellinea Vannella miroides
platypodia
simplex
Amoebozoa Flabellinea Vexillifera bacillipedes
Excavata Heteroloboseae Willaertia magna

Tabla 4. Riqueza especifica de amibas encontradas en el acuifero de Cuautla, Morelos
(Clasificaciéon taxonémica segun Adl et al. 2005).

Riqueza especifica por pozo

Las tablas 5, 6 y 7, nos muestran la riqueza especifica de cada pozo muestreado
en los 12 meses del muestreo, el manantial Santa Isabel y el pozo Iztacihualt
tuvieron la mayor riqueza especifica con 14 especies cada uno, la riqueza
especifica mas baja con solo cuatro especies la tuvieron los pozos Anenecuilco,
Yecapixtla y Km 88.



Pozos Marzo Abril Mayo Junio
Panteén H. vermiformis | H. vermiformis | H. vermiformis sC
Naegleria sp. P. placida
V. lata
El Zarco H. vermiformis | H. vermiformis | H. vermiformis | H. vermiformis
E. silvestris
T. corrugata
Manantial H. vermiformis | A. polyphaga | H. vermiformis | Naegleria sp
Santa Isabel | Naegleria sp | H. vermiformis | Naegleria sp | R. ithacus
V. miroides S. stagnicola
Tenextepango | H. vermiformis sC H. vermiformis | H. vermiformis
Anenecuilco nm sc sC H. vermiformis
El calvario H. vermiformis | H. vermiformis | H. vermiformis | H. vermiformis
Naegleria sp | V. aberdonica
Iztaccihuatl T. corrugata H. vermiformis | H. vermiformis | H. vermiformis
V. bacillipedes | V. inornata Naegleria sp
Yecapixtla sC nm H. vermiformis sC
Km 88 SC H. vermiformis | H. vermiformis | H. vermiformis

sc: sin crecimiento, nm: no muestreado.
Tabla 5. Rigueza especifica de los pozos de Marzo a Junio del 2008.

Pozos Julio Agosto Septiembre Octubre
Pante6n H. vermiformis | Naegleria sp H. vermiformis | M. microeruca
V. bacillipedes

W. magna
El Zarco H. vermiformis | H. vermiformis | H. vermiformis | H. vermiformis
M. microeruca
T. striata
V. bacillipedes
Manantial A. lenticulata
Santa Isabel A. polyphaga sC sC sC
V. simplex
Tenextepango sC sC H. vermiformis | H. vermiformis
Anenecuilco sC H. vermiformis | H. vermiformis sC
El calvario H. vermiformis | H. vermiformis SC 1. striata
Iztaccihuatl F. nolandi H. vermiformis | C. bilimbosum
P. stenopodia | H. vermiformis
V. bacillipedes | P. placida sC
T. striata
V. lata
V. miroides
Yecapixtla H. vermiformis sC SC V. avara
Km 88 H. vermiformis nm H. vermiformis | H. vermiformis

sc: sin crecimiento, nm: no muestreado.
Tabla 6. Rigueza especifica de los pozos de Julio a Octubre del 2008.




Pozos Noviembre Diciembre Enero Febrero
Panteo6n F. nolandi G nivea H. vermiformis
Naegleria sp V. bacillipedes | T. SC
V.bacillipedes quadrilineata
El Zarco H. vermiformis | H. H. vermiformis | G nivea
V. platypodia cantabrigiensis H. vermiformis
M. microeruca R. ithacus
Naegleria sp V. bacillipedes
Manantial H. A. castellanii G nivea V. platypodia
Santa Isabel | cantabrigiensis | T. corrugata M. R. ithacus
H. vermiformis vespertilioides
Tenextepango | H. G nivea G nivea
cantabrigiensis | H. H. vermiformis
cantabrigiensis | M. microeruca SC
H. vermiformis | R. ithacus
V. platypodia
Anenecuilco G nivea H. vermiformis
SC R. ithacus sc
V. bacillipedes
El calvario H. vermiformis | H. H. E. exundans
cantabrigiensis | cantabrigiensis | H. vermiformis
H. vermiformis | H.
vermiformes
Iztaccihuatl T. striata H. sC H. vermiformis
cantabrigiensis V. bacillipedes
Yecapixtla H. vermiformis | H. vermiformis H.
nm cantabrigiensis
H. vermiformis
M. microeruca
Km 88 sc H. vermiformis nm Naegleria sp
V. bacillipedes P. placida

SC: sin crecimiento, nm: no muestreado.

Tabla 7. Rigueza especifica de los pozos de Noviembre del 2008 a Febrero del 2009.




Frecuencia de géneros

En el grafico 1 se presenta la frecuencia de aparicién de los géneros de amebas
encontradas en los 9 pozos muestreados, en donde se observa que Hartmannella
presenté la mayor frecuencia (49%), coincidiendo con lo reportado por Campos
(2007), Limdn (2007) y Beltran (2008) en otros acuiferos del estado de Morelos,
esto, probablemente se debe a la cercania que existe entre los acuiferos por lo
que las condiciones fisico-quimicas son muy parecidas y por lo tanto también los

microorganismos que habitan en ellos.

La frecuencia de aparicién de los demas géneros fue menor al 8%, siendo los mas
bajos Cochliopodium con 0.7%, Saccamoeba con 0.7%, Willaertia con 0.7%,

Echinamoeba con 1.4% y Filamoeba con 1.4%.

*Otros géneros: Cochliopodium 0.7%, Echinamoeba 1.4%, Filamoeba 1.4%, Saccamoeba
0.7% y Willaertia 0.7%.
Grafico 1. Frecuencia de los géneros de AVL.



Los géneros Acanthamoeba, Cochliopodium, Echinamoeba, Filamoeba,
Guttulinopsis, Hartmannella, Mayorella, Naegleria, Platyamoeba, Rosculus,
Thecamoeba, Vahlkampfia, Vannella y Vexillifera, detectados en el acuifero de
Cuautla, también fueron reportados en los trabajos realizados por Beltran (2008),
Campos (2007), Novarino et al. (1997), Limén (2007) y Ramirez et al. (2006).

De los géneros encontrados Hartmannella, Vahlkampfia y Vannella han sido
asociadas a casos de meningoencefalitis y queratitis, pero no se ha comprobado
su patogenicidad (Aitken et al., 1996, Centeno et al., 1996, Dua et al., 1998, Inoue
et al., 1998, Lorenzo-Morales et al., 2007, Michel et al., 2000, Scheid, 2007 y
Solarte et al., 2006).

De los géneros reportados como patdgenos, se detecto Acanthamoeba, pero en
porcentajes muy bajos debido probablemente a que las temperaturas registradas
en el acuifero (16.76°C en promedio) fueron muy bajas para permitir su

crecimiento.

Distribucion temporal

En general, se observé una distribucion temporal variable de las amebas en el
manantial y en cada uno de los pozos estudiados. Asimismo, no se observaron

variaciones temporales similares entre ellos (graficos 2 a 10).



Gréfico 2. Distribucion temporal de AVL en el pozo Panteon.

Gréfico 3. Distribucion temporal de AVL en el pozo El Zarco.



Gréfico 4. Distribucion temporal de AVL en el Manantial Santa Isabel.

Gréfico 5. Distribucién temporal de AVL en el pozo Tenextepango.



Gréfico 6. Distribucion temporal de AVL en el pozo Anenecuilco. En Marzo no hubo

muestreo.

Gréfico 7. Distribucion temporal de AVL en el pozo El Calvario.



Grafico 8. Distribucion temporal de AVL en el pozo Iztaccihuatl.

Grafico 9. Distribucion temporal de AVL en el pozo Yecapixtla. En Abril y Enero no hubo

muestreo.



Gréfico 10. Distribucién temporal de AVL en el pozo Km 88. En Agosto y Enero no hubo

muestreo.

En cambio cuando se observd la distribucion temporal total de todos los pozos
durante el periodo de muestreo, los nimeros mas altos de aislamientos se dieron
en diciembre y febrero que corresponden a meses frios (grafico 11). Este
comportamiento también se manifestd en el trabajo realizado por Limoén (2007), en
donde se realizaron mas aislamientos en el mes de diciembre, contrario a Campos
(2007) en donde en el manantial Las Fuentes la temperatura alta de los meses
calurosos favorecié el crecimiento de las AVL aumentando los aislamientos en
mayo, junio y julio, y decreciendo hacia los meses templados y frios, lo que
probablemente se deba a que el manantial esta directamente influenciado por los
cambios climaticos estacionales al estar en contacto directo con la atmdésfera, o

que no ocurre en el agua subterranea.



Grafico 11. Distribucion temporal global de AVL de todos los pozos muestreados.

Distribucion espacial

La distribucion espacial fue muy variable, siendo diferentes pozos los que
presentaron mayor o menor numero de aislamientos a lo largo de los doce meses

de muestreo (Tabla 8).

Pozos Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ago | Sep | Oct | Nov | Dic | Ene | Feb
Panteén 3 1 2 0 1 3 1 1 3 2 2 0
El Zarco 3 1 1 1 1 1 1 4 2 3 1 4
Manantial 3 2 3 2 3 0 0 0 2 2 2 2
Santa Isabel

Tenextepango | 1 0 1 1 0 0 1 1 1 3 5 0
Anenecuilco nm |0 0 1 0 1 1 0 0 3 1 0
El calvario 1 1 2 2 1 1 0 1 1 2 2 2
Iztaccihuatl 2 2 1 2 1 3 6 0 1 1 0 2
Yecapixtla 0 nm | 1 0 1 0 0 1 1 1 nm |3
Km 88 0 1 1 1 1 nm |1 1 0 2 nm |2

nm: pozo no muestreado.

Tabla 8. Distribucion espacial de AVL durante los 12 meses muestreados.



Al obtener el numero total de aislamientos por lugar, se observé que en el Zarco
se registrd6 el mayor numero, seguido por el manantial Santa Isabel y el pozo
Iztaccihuatl; mientras que en los pozos Anenecuilco y Yecapixtla se registraron los
nameros mas bajos (grafico 12). Esto probablemente se deba a que en las
localidades donde se encuentran los pozos del Zarco e lIztaccihuatl, el sistema de
drenaje es muy deficiente o inexistente lo que puede constituir una fuente de
contaminacién organica a través de la filiracion de agua de desecho hacia el agua
subterranea favoreciendo la presencia de bacterias y amibas. En cuanto al
manantial al estar localizado en una zona abierta, las amibas se benefician
directamente con el aumento de temperatura y la materia transportada a través

del viento.

Gréfico 12. Distribucién espacial de AVL en los 9 sitios de estudio.



Prueba de tolerancia a la temperatura

Hartmannella vermiformis fue la amiba que presenté mayor termotolencia ya que
ademas de crecer a 30°C que fue la temperatura original, siempre crecio a 37°C y

casi siempre a 42°C (tablas 9 a 12).

De las Acanthamoebas encontradas que tienen antecedentes de patogenicidad
Acanthamoeba polyphaga no crecié a 42°C, contrario a Acanthamoeba castellanii
que si crecid a las 3 temperaturas de incubacion, esto hay que tomarlo con
reserva, porque se sabe que todas las amibas que han sido patégenas son
termdfilas, pero no todas las terméfilas son patégenas.

Naegleria muy pocas veces crecié a temperaturas de 37°C y nunca se desarrollo a

temperaturas de 42°C, probablemente debido a su caracter labil se trate de N.

gruberi que no ha sido reportada como patégena (Schuster y Visvesvara, 2004).

Marzo Abril Mayo
Pozos 30°C 37°C | 42°C 30°C 37°C | 42°C 30°C 37°C | 42°C
Pantedn H. vermiformis + + H. vermiformis + + H. vermiformis + +
Naegleria sp. + - P. placida - -
V. lata + --
El Zarco H. vermiformis + + H. vermiformis + + H. vermiformis + +
E. silvestris + --
T. corrugata -- --
Manantial H. vermiformis + + A. polyphaga + -- H. vermiformis + +
Santa Isabel Naegleria sp + -- H. vermiformis + + Naegleria sp + -
V. miroides + -- S. stagnicola -- -
Tenextepango | H. vermiformis + + - H. vermiformis + +
Anenecuilco nm - --
El calvario H. vermiformis + + H. vermiformis + + H. vermiformis + +
Naegleria sp + -
Iztaccihuatl T. corrugata -- -- H. vermiformis + + H. vermiformis + +
V. bacillipedes -- -- V. inornata -- --
Yecapixtla -- - H. vermiformis + +
Km 88 -- H. vermiformis + + H. vermiformis + +

+ crecimiento, -- ausencia, nm: sitio no muestreado.

Tabla 9. Prueba de temperatura. Marzo a Mayo del 2007.




Junio Julio Agosto
Pozos 30°C 37°C | 42°C 30°C 37°C | 42°C 30°C 37°C | 42°C
Pante6n -- H. vermiformis + + Naegleria sp -- --
V. bacillipedes + -
W. magna -- --
El Zarco H. vermiformis + + H. vermiformis + + H. vermiformis + +
Manantial Naegleria sp + -- | A. lenticulata + -
Santa Isabel R. ithacus -- - A. polyphaga + -- --
V. simplex + --
Tenextepango | H. vermiformis | + + - -
Anenecuilco H. vermiformis + + -- H. vermiformis + +
El calvario H. vermiformis + + H. vermiformis + + H. vermiformis + +
V. aberdonica -- -
Iztaccihuatl H. vermiformis + + F. nolandi -- -- H. vermiformis + +
Naegleria sp + - P. stenopodia -- -
V. bacillipedes -- -
Yecapixtla - H. vermiformis + + --
Km 88 H. vermiformis + + H. vermiformis + + nm
+ crecimiento, -- ausencia, nm: sitio no muestreado.
Tabla 10. Prueba de temperatura. Junio a Agosto del 2007.
Septiembre Octubre Noviembre
Pozos 30°C 37°C | 42°C 30°C 37°C | 42°C 30°C 37°C | 42°C
Pante6n F. nolandi - --
H. vermiformis + - M. microeruca + + Naegleria sp
V.bacillipedes
El Zarco H. vermiformis + + H. vermiformis + +
H. vermiformis + - M. microeruca + -- V. platypodia - --
T. striata + --
V. bacillipedes - --
Manantial H. cantabrigiensis + +
Santa Isabel -- - - -- H. vermiformis + +
Tenextepango | H. vermiformis + + H. vermiformis + + H. cantabrigiensis + +
Anenecuilco H. vermiformis + + -- -- -- --
El calvario -- T. striata + -- H. vermiformis + +
Iztaccihuatl C. bilimbosum - -
H. vermiformis -- --
P. placida - -- - T. striata - --
T. striata -- --
V. lata + -
V. miroides + --
Yecapixtla -- V. avara - -- H. vermiformis + +
Km 88 H. vermiformis + -- H. vermiformis + + --

+ crecimiento, -- ausencia,

Tabla 11. Prueba de temperatura. Septiembre a Noviembre del 2007.




Diciembre Enero Febrero
Pozos 30°C 37°C | 42°C 30°C 37°C | 42°C 30°C 37°C | 42°C
Pantedn G nivea + -- H. vermiformis + -- --
V. bacillipedes + -- T - --
quadrilineata
El Zarco H. + + G nivea - --
cantabrigiensis | - - H. vermiformis + + H. vermiformis + +
M. microeruca -- -- R. ithacus + +
Naegleria sp V. bacillipedes - --
Manantial A. castellanii + + G nivea - -- V. platypodia + --
Santa Isabel T. corrugata - - M. - - R. ithacus + +
vespertilioides
Tenextepango G nivea + --
G nivea + + H. vermiformis + +
H. + + M. microeruca - -- --
cantabrigiensis + + R. ithacus + +
H. vermiformis V. platypodia + -
Anenecuilco G nivea + +
R. ithacus + + H. vermiformis + + --
V. bacillipedes -- --
El calvario H. + + H. + + E. exundans + --
cantabrigiensis + + cantabrigiensis + + H. vermiformis + +
H. vermiformis H.
vermiformes
Iztaccihuatl H. vermiformis + +
H. + + - V. bacillipedes - --
cantabrigiensis
Yecapixtla H. + +
H. vermiformis + + nm cantabrigiensis + +
H. vermiformis - --
M. microeruca
Km 88 H. vermiformis + -- nm Naegleria sp + --

V. bacillipedes

+

P. placida

+ crecimiento, -- ausencia, nm: sitio no muestreado.
Tabla 12. Prueba de temperatura. Diciembre del 2007 a Febrero del 2008.

Leiva y colaboradores en su trabajo publicado en el 2008, aseguran que las AVL
que no son patégenas son incapaces de crecer a temperaturas de 37°C o mas, sin
embargo, en éste trabajo las AVL que no tienen antecedentes de patogenicidad,
crecieron algunas veces a temperaturas de 37°C como Echinamoeba silvestris,

Thecamoeba striata y Vexillifera bacillipedes (tablas 9 a 12), e

esporadicamente crecieron a temperaturas de hasta 42°C como Mayorella
microeruca, Guttulinopsis nivea y Rosculus ithacus (tablas 11 y 12), lo que

concuerda con la aseveracién de que no todas las especies termofilas son

patégenas (Schuster y Visvesvara, 2004).

incluso




Parametros fisicoquimicos

En el grafico 13 se observan los promedios de los parametros fisicoquimicos

tomados durante los doce meses del muestreo en el acuifero de Cuautla, Morelos.

La temperatura oscil6 entre 16°C y 28°C, lo que favorecio la presencia de amibas
de vida libre no patdégenas, aunque no fue impedimento para la presencia de
algunas especies reportadas como patdgenas, como A. castellaniiy A. polyphaga.

El oxigeno disuelto tuvo una concentraciéon minima de 2.90 mg L™ y maxima de
8.00 mg L', el pH tuvo un valor de entre 5.75 y 7.57, encontrandose entre
ligeramente acido y neutro. Tanto el Oxigeno Disuelto como el pH, se encontraron
en condiciones favorables para la presencia de las AVL (Bonilla et al., 2004).

Otemp.( °C)

.. BO.D. (mg L-1)

Grafico 13. Promedio de los parametros fisicoquimicos durante el periodo de muestreo.




El grafico 14 nos muestra el promedio de los paradmetros fisicoquimicos por sitio
de estudio, el pozo en el que se presentd una mayor temperatura promedio fue
Iztaccihuatl con 24.8°C y con 18.6°C el pozo Calvario fue en el que se registro la
menor temperatura. La concentracion mas alta de oxigeno disuelto se dio en el
pozo el Zarco con 7.22 mg L' y la méas baja en el manantial Santa Isabel con 4.51
mg L7, en cuanto al pH éste se mantuvo mas constante, y al igual que con la
temperatura el pozo lztaccihuatl registré el valor mas alto de pH con 7.34 y el

pozo el Calvario el valor mas bajo con 5.9.

Gréfico 14. Promedio de los parametros fisicoquimicos de los 9 sitios de estudio.



Relacion parametros fisicoquimicos-presencia de amibas

En la tabla 13 se presentan los resultados obtenidos del andlisis del Coeficiente de
Correlacién Lineal Producto-Momento de Pearson, la cual nos muestra que hubo
una relacion de las amibas con algunos de los parametros fisicoquimicos en cinco
areas de estudio (el Zarco, el manantial Santa Isabel, el Calvario, Yecapixtla y Km
88), en los otros pozos la relacion que existio fue débil o insignificante (tabla 2).

En el pozo el Zarco se presento una relacién moderada directa con el oxigeno
disuelto (0.44346973) y con el pH (0.50208797), en el manantial Santa Isabel y en
el pozo el Calvario se presento una relacion moderada directa con la temperatura
(0.68512422 y 0.48416483), en los pozos Yecapixtla y Km 88 se presento una
relaciébn moderada directa con el oxigeno disuelto (0.5382857 y 0.48422772).

Pozo temperatura ( °C) | 0.D. (mg L™) pH
Pante6n -0.19763999 -0.11469522 | -0.08677869
El Zarco -0.15679076 0.44346973 | 0.50208797
Manantial 0.68512422 -0.10964598 | -0.28144888
Santa Isabel

Tenextepango 0.0362747 0.34970562 | 0.15847104
Anenecuilco 0.00224328 0.19222061 | 0.1303012
El calvario 0.48416483 0.14062407 | 0.18651177
Iztaccihuatl -0.3055541 0.01862551 | 0.24206231
Yecapixtla -0.04353825 0.5382857 | 0.34398665
Km 88 -0.10539462 0.48422772 | 0.16572554

Tabla 13. Analisis del Coeficiente de Correlacion Lineal Producto-Momento de Pearson.



CONCLUSIONES.

<

Se detectaron amibas de vida libre en el manantial y en los pozos mues-
treados.

Se identificaron 29 especies de AVL pertenecientes a 16 géneros diferentes.
La amiba que predomino fue Hartmannella vermiformis.

De las amibas que se han reportado con potencial patégeno se encontraron
Acanthamoeba castellanii y Acanthamoeba polyphaga en el manantial San-
ta Isabel pero en bajos porcentajes.

Las distribuciones temporal y espacial de las amibas fueron variables.

La temperatura favorecié la presencia de amibas reportadas como no pato-
genas.
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ANEXO
Medio de cultivo.

Agar no nutritivo con Enterobacter aerogenes (NNE).

NaCl --------------ee e 0.12g

MgSO47H20 ----------=------ 0.004¢g
CaCla2H20-------=--=-=---=- 0.0049
NaHPOy4 -----------=--------- 0.142g
KH2POy --------mmmmmmmeeeee- 0.1369
Bactoagar ------------------- 15.0g

Agua destilada ------------- 1000ml

El medio NNE se prepara mezclando los componentes deshidratados y después
agregando el agua destilada que se calienta hasta ebullicion. Se esteriliza a 121°C
durante 15 minutos y cuando se ha enfriado un poco se vacian de 15 a 20ml de
agar en cajas de Petri previamente esterilizadas. Cuando las placas con el agar
solidifican, se les siembra 0.5ml aproximadamente de una preparacion de
bacterias Enterobacter aerogenes inactivadas, las cuales se distribuyen
homogenéneamente por toda la superficie del medio con una varilla acodada. Las
bacterias se obtienen cosechandolas a partir de cultivos puros en solucién de
agua destilada e inactivandolas en bano de agua a 70°C por 30 minutos.
Finalmente las placas de NNE se dejan reposar 1 hora y se guardan en el

refrigerador hasta su uso (Limén, 2007).
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