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Occurrence of coliforms and free-living amoebae in groundwater

Abstract

Groundwater is one of the main supply sources of drinking water in Mexico, they support a poor biological
community, because their low concentration of nutrients. However in the last years, the human activities and
the population growth have caused the contamination of aquifers. In this way, the water can have pathogenic
microorganisms that can cause sicknesses; this is the case of free-living amoebae (FLA). The objective of the
research was to determine the occurrence of coliform bacteria and free-living amoebae in the aquifer of
Zacatepec, Morelos. Monthly samplings of thirteen wells were carried out during one year. The following
physicochemical parameters were measure in situ: pH, dissolved oxygen (DO) and temperature. Total and
fecal coliforms were determined by the membrane filter technique. Free-living amoebae were cultured on non-
nutritive agar medium (NNE), and the identification was carried out taking in account their morphological
features. All the wells were polluted with total coliforms, one with 247 ufc 100ml™, three with 12, 14 and 16,
and the others with 1 to 5. Fecal coliforms were absent in four wells, one had 247 ufc 100mlI™, two had 10 and
16 and the others had 1 to 3. The well most polluted was the number 3, and the months with more bacteria
were April and July. Free-living amoebae were isolated in all the wells, the highest isolation number was
found in well number 2, while the lowest were found in wells 4, 5, and 10. December and January were the
months with the highest number of amoebae, and April with the lowest. Twenty two species belonging to 16
genera were isolated; the most frequent was Hartmannella with 38.1%, this amoeba has been associated to
ocular and brain infections in humans Of the pathogenic amoebae, was isolated Acanthamoeba polyphaga, but
with low frequency (6.6%). Physicochemical parameters did not show seasonal variation, pH was close to
neutralit)i in a range of 6.4 to 7.3, temperature was in a range of 25.1 to 28° C, and dissolved oxygen of 2.9 to
48mgl™.
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Resumen

El agua subterranea constituye una de las principales fuente de abastecimiento de agua potable en México,
estas albergan por lo general, una comunidad bioldgica escasa debido a su bajo contenido en materias
nutritivas. Sin embargo, las actividades humanas y el crecimiento urbano son los principales factores para la
contaminacion de los acuiferos. De esta forma el agua puede contener microorganismos que causan diversas
enfermedades, entre los que estan las amibas de vida libre (AVL). El objetivo de la investigacion fue
determinar la presencia de las bacterias coliformes y las amibas de vida libre en el agua subterranea del
acuifero de Zacatepec, Morelos. Para ello se realizaron muestreos mensuales durante un afio de 13 pozos del
acuifero, se midieron en el lugar los siguientes parametros fisicoquimicos: pH, oxigeno disuelto y temperatura.
Se determinaron los Coliformes totales y Coliformes fecales utilizando la técnica de filtro de membrana; para
las amibas se utilizo el medio selectivo Agar no Nutritivo con Enterobacter aerogenes (NNE) y la
identificacion se realizo tomando en cuenta sus caracteristicas morfolégicas. Todos los pozos presentaron
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contaminacion por coliformes totales, uno de ellos con 247 ufc 100 ml™, tres con 12, 14y 16 y el resto oscilo
entre 1 y 5. En cambio los coliformes fecales estuvieron ausentes en 4 de los pozos, en uno se presento
contaminacion alta con 247 ufc 100ml™, dos con 10 y 16 y el resto oscilo entre 1 y 3. El pozo més
contaminado con bacterias fue el nimero 3 y la contaminacién de coliformes totales y fecales mas alta se
presentd en los meses de abril y julio. Las amibas de vida libre se detectaron en todos los pozos, en el pozo 2
se encontrd el mayor nimero de aislamientos amibianos, en tanto que en los pozos 4, 5 y 10 se presentaron los
mas bajos. Se observaron los nimeros mas altos en Diciembre y Enero y el mas bajo en Abril. Se aislaron 22
especies pertenecientes a 16 géneros, el género mas frecuente fue Hartmannella con un 38.1%, la cual se ha
reportado asociada a infecciones cerebrales y oculares. De las amibas patogenas, se detecto Acanthamoeba
polyphaga, pero en baja frecuencia (6.6%). Los parametros fisicoquimicos tuvieron muy poca variacion
temporal, el pH se mantuvo cercano a la neutralidad en un intervalo promedio de 6.4 a 7.3, la temperatura fue
de 25.1 a 28.0° C y el oxigeno disuelto de 2.9 a 4.8 mg I'".

Palabras clave: coliformes, amibas de vida libre, agua subterrénea, acuifero.

Introduccion

El agua subterranea se ha usado ampliamente para
uso domeéstico y otras actividades antropogénicas,
debido a que se consideraba una fuente de agua
inagotable y de buena calidad; sin embargo, se ha
observado que es muy susceptible de contaminarse
y que los mantos acuiferos han sido objeto de
sobreexplotacion (Garcia y Pifia, 2003). La
sobreexplotacion de los acuiferos, asi como las
actividades  antropogénicas, han  ocasionado
condiciones graves de decremento del nivel; ademas
de la disminucién de la recarga natural debido a la
elevada urbanizacién, que también influye en la
calidad del agua de recarga (Iturbe y Silva, 1992;
Price, 2007).

Las fuentes de contaminacién quimica y
microbioldgica son numerosas, incluyen la practica
de disposicién en el suelo de los efluentes de agua
de desecho, lodos, desechos solidos, efluentes de
tanques sépticos y escurrimientos urbanos (Gerba y
Bitton, 1984; Keswick, 1984; Eitan, 1994; Field y
Barber, 1994; Sabatini, 1994; Wallach, 1994). Mas
de 200 sustancias organicas e inorganicas sintéticas
se han identificado en suministros de agua
subterrdnea, estas sustancias quimicas pueden
provocar diversos tipos de intoxicacion (Zoller,
1994; Pacheco et al., 2004).

Con respecto a la contaminacion  por
microorganismos patégenos, la contaminacién
bacteriana parece ser el problema mas comdn;
aunque también se han detectado problemas de
salud por brotes de algunos virus como el de la
hepatitis (Craun, 1984; Gerba y Bitton, 1984; Bitton
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y Harvey, 1992; Cullimore, 1992; Chapelle, 1993;
Zellikson, 1994).

En el caso de los protozoarios, no se cuenta con
mucha informacion acerca de su presencia en el
agua subterranea. En general, se ha observado que
su numero es bajo, pero en aguas contaminadas
orgénicamente, su nimero se incrementa debido al
aumento de la poblacidon bacteriana, que es el
principal alimento de los diferentes grupos de
protozoarios, entre los que se destacan las amibas
de vida libre (AVL) (Chapelle, 1993; Novarino et
al., 1997; Ramirez et al., 2001).

Las amibas de vida libre patégenas pueden causar
Meningoencefalitis amibiana primaria (MAP) y
Encefaltis amibiana granulomatosa (EAG), que son
infecciones graves del sistema nervioso central y
casi siempre fatales. También pueden causar
infeccién grave del ojo, conocida como Queratitis
amibiana, e infecciones en la piel (John, 1993;
Visvesvara et al., 2007; Bonilla y Ramirez, 2008).
Por tales razones el objetivo de la investigacion fue
determinar la presencia de las bacterias coliformes y
las amibas de vida libre en el agua subterranea del
acuifero de Zacatepec, Morelos.

Material y método

El acuifero Zacatepec se localiza a 99°14720°
longitud Oeste y 18°35722’ latitud Norte, en la
porcion Suroeste del estado de Morelos y es uno de
los 4 acuiferos que tiene el estado (CNA, 2000).

Se tomaron muestras mensuales durante un afio, de
13 pozos distribuidos en el acuifero de Zacatepec
(Tabla 1), las muestras de agua se tomaron antes del
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proceso de cloracion para conocer las condiciones
del acuifero en su estado natural.

Para las determinaciones bacterioldgicas se tomaron
las muestras en bolsas estériles de 250 ml,
trasladandose en refrigeracion al laboratorio; para el
analisis de las amibas de vida libre se tomaron las
muestras de agua en envases estériles de 1000 ml y
se transportaron al laboratorio a temperatura
ambiente. Se determinaron en el lugar los siguientes
pardmetros fisico-quimicos: pH (potenciémetro
HANNA Instruments HI 8314), Oxigeno Disuelto y
Temperatura (Oximetro YSI. Mod 51-b).

En el laboratorio se determinaron dos pardmetros
bacterioldgicos: Coliformes totales y Coliformes
fecales utilizando la técnica de filtro de membrana
(APHA-AWWA-WEF, 1998).

Para las amibas se filtraron 1000 ml de la muestra a
través de membranas de 5 pm de poro en

condiciones estériles. Las membranas se colocaron
hacia abajo en placas de medio Agar no Nutritivo
con la bacteria Enterobacter aerogenes (NNE). Las
placas se incubaron a 30°C y se revisaron después
de ocho dias para detectar el crecimiento amibiano,
usando un microscopio invertido.

La identificacion de las amibas se realizd tomando
en cuenta las caracteristicas morfolégicas tanto de la
forma tréfica como quistica, observando
preparaciones en fresco al microscopio de contraste
de fases a 400 y 1000 aumentos y siguiendo las
claves taxondémicas de Page (1988).

Resultados
Con los resultados obtenidos de las coliformes

totales y fecales se célculo la media geométrica,
valor minimo y valor maximo (Tabla 2). Con los

Tabla 1. Municipios de ubicacién de los pozos muestreados en el acuifero de Zacatepec.

Pozo Nombre Municipio Altitud (m.s.n.m.)
1 Alpuyeca Xochitepec 1040
2 Avigrupo Miacatlan 1022
3 La Presa Miacatlan 998
4 Coatetelco Miacatlan 974
5 Coatléan del Rio Coatléan del Rio 1008
6 Cocoyotla Coatlan del Rio 1050
7 Cuauchichinola Mazatepec 1050
8 Puente de Ixtla Puente de Ixtla 909
9 Tequesquitengo Puente de Ixtla 942
10 Santa Maria Xochitepec 918
11 U. Alianza Puente de Ixtla 943
12 Tlalquitenango Tlalquitenango 935
13 Las Juntas Tlaltizapan 956

Tabla 2. Medias geométricas de los Coliformes Totales y Coliformes Fecales

Coliformes totales (ufc 100ml )

Coliformes fecales (ufc 100ml™Y)

Pozo Media geométrica Valor mdximo  Valor minimo  Media geométrica Valor méximo  Valor minimo
1 14 300 0 10 300 0
2 16 300 0 16 300 0
3 247 600 100 247 600 100
4 1 200 0 0 200 0
5 1 300 0 0 300 0
6 5 300 0 1 125 0
7 3 300 0 3 300 0
8 1 150 0 1 150 0
9 1 46 0 0 46 0
10 1 28 0 0 25 0
11 2 300 0 1 300 0
12 12 300 0 3 300 0
13 1 400 0 1 400 0
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valores de las medias geométricas, se observo que
todos los pozos presentaron contaminacion por
coliformes totales, aunque solo uno de ellos
presento el valor maximo de 247 ufc/100 ml, tres
con valores de 12, 14 y 16 y el resto oscilo entre 1
y 5. Las medias geométricas de coliformes fecales
fueron de cero en 4 pozos, uno presento
contaminacién alta (247 ufc/100 ml), dos con 10 y
16 y el resto oscilo entre 1y 3.

El pozo méas contaminado con bacterias fue el 3,
seguido de los pozos 1, 2, 7 y 12 y los menos
contaminados fueron 4, 5, 8, 9 y 10 (Fig. 1). Con
respecto a la variacion temporal, se observo que la
contaminacién méas alta de coliformes totales y
fecales se presentd en los meses de abril y julio
(Fig. 2). Esos meses coinciden con las épocas de

periodos vacacionales, en los cuales probablemente
se incremente la poblacién ambulante (visitantes) y
con ello las descargas residuales y su infiltracion al
subsuelo.

Con respecto a las amibas de vida libre, del total de
muestras que se analizaron, en el 81.1% se
detectaron amibas. Se observo que en 10 de los
pozos se presentaron amibas en todos o casi todos
los meses y solamente en los pozos 4 y 5 se
detectaron amibas en 5 y 6 meses respectivamente
(Tabla 3).

Se aislaron 22 especies pertenecientes a 16 géneros
(Tabla 4), siendo Hartmannella el género que se
presento con mayor frecuencia con el 38.1%. De las
amibas reportadas como patdgenas, se aislaron
amibas del género Acanthamoeba, pero con baja
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Figura 1. Variacion espacial de Coliformes totales y Coliformes fecales (medias geométricas).
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Figura 2. Variacion temporal de Coliformes totales y Coliformes fecales (medias geométricas).
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frecuencia (6.6%), con dos especies: A. polyphaga y
A. royreba. Naegleria, también se detecto con baja
frecuencia (9.4%), pero por las caracteristicas del
quiste de la cepa aislada y la temperatura de
crecimiento (30°C),, probablemente pertenezca a la
especie N. gruberi, que no es patdgena (Fig. 3).

En los meses de Diciembre y Enero se observaron
los nimeros de aislamientos mas altos y en Abril el
mas bajo (Fig. 4). En el pozo 2 se encontré el mayor
nimero de aislamientos amibianos, en tanto que en
los pozos 4, 5y 10 se presentaron los mas bajos
(Fig. 5).

Durante el periodo de estudio los pardmetros
fisicoquimicos tuvieron muy poca variacion, el pH

Tabla 3. Presencia de las amibas de vida lib

se mantuvo cercano a la neutralidad en un intervalo
promedio de 6.4 a 7.3, la temperatura fue de 25.1 a
28.0° Cy el oxigeno disuelto de 2.9 a 4.8 mg/I.

Discusion

De los trece pozos analizados, 5 presentaron muy
baja contaminacién y 4 muy alta, pero todos en uno
0 MAs meses presentaron contaminacién tanto por
coliformes totales como por coliformes fecales, lo
cual nos indica que el acuifero esta siendo ya

afectado por la contaminacion urbana.

re en los pozos del acuifero de Zacatepec, Morelos

Mes
Pozo Oct Nov  Dic Ene  Feb Mar Abr  May Jun Jul Ago  Sep
1 + + + + + + - - + + - +
2 + + + + + + + + + + +
3 + - + + + + + + + - + nm
4 - - + + - - nm + + - nm +
5 - - - + - + + - + + + -
6 + + + + + + + + + + + nm
7 + + + + + + - + + + + +
8 + - + + - + - + + + + +
9 + + + + + + - - + + + +
10 - + + + + + nm + + + + +
11 + + + + nm + nm + + + + +
12 nm + + + + + + - + + + +
13 + + + + + + + - - - - +

nm: no se muestreo

Tabla 4. Riqueza especifica de las amibas de vida libre aisladas del acuifero de Zacatepec, Morelos.

Género Especie
Acanthamoeba polyphaga
royreba
Echinamoeba silvestris
Filamoeba nolandi
Guttulinopsis nivea

Hartmannella

cantabrigiensis
vermiformes

Mayorella cultura
Naegleria sp
Platyamoeba placida
Rosculus ithacus
Saccamoeba stagnicola
Stachyamoeba lipophora
Tetramitus rostratus
Thecamoeba corrugata
striata
Vannella cirrifera
cata
platypodia
simplex
Vahlkampfia avara
Vexillifera bacillipedes
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Figura 3. Frecuencia de Amibas de vida libre aisladas del acuifero del agua subterranea del acuifero de Zacatepec, Morelos.
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Figura 4. Variacion temporal de las amibas de vida libre en el agua subterranea del acuifero de Zacatepec, Morelos.
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Figura 5. Variacion espacial de las amibas de vida libre en los pozos del acuifero de Zacatepec, Morelos.
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El agua de los pozos no estd cumpliendo con la
norma oficial mexicana para agua de consumo
humano (NOM-127) (SSA, 1994), ya que a pesar de
que en 4 pozos no hubo coliformes fecales, en todos
se encontraron coliformes totales y de acuerdo a la
norma, tanto las coliformes totales como fecales
deben estar ausentes.

La constante presencia de las amibas de vida libre
en el acuifero, aunque sea en bajo ndmero, nos
indica que estos sistemas acuaticos, pueden soportar
una comunidad bioldgica importante.

La mayoria de las amibas aisladas son
exclusivamente de vida libre, pero tienen un papel
importante en la naturaleza porque son

consumidoras voraces de bacterias (Page, 1988;
Bonilla et al., 2004). De la amibas reportadas como
patdgenas, se aislé A. polyphaga, que es causante de
queratitis amibiana, una infeccion ocular grave que
si no se diagnostica y trata a tiempo, puede causar la
perdida del ojo (John, 1993; Visvesvara et al.,
2007; Bonilla y Ramirez, 2008). La frecuencia con
la que se encontré el género Acanthamoeba en este
acuifero (6.6%), contrasta con lo reportado en el
acuifero del valle del Mezquital en Hidalgo
(67.3%), en donde se presenta una fuerte
contaminacion organica (Ramirez et al., 2001). Esto
sugiere que Acanthamoeba puede soportar
concentraciones altas de materia orgénica.

La presencia en el acuifero de las amibas de los
géneros Hartmannella, Vannella y Vahlkampfia
puede ser importante, porque se han reportado en
infecciones cerebrales y oculares. Hartmannella se
encontrd en un caso de encefalitis y los tres géneros
se han reportado asociadas a casos de queratitis
amibiana, aunque no se ha podido comprobar su
papel como causantes de las enfermedades (Aitken
et al., 1996; Centeno et al., 1996; Dorothy et al.,
1996; Dua et al., 1998; Inoue et al., 1998; Michel et
al., 2000; Lorenzo et al., 2007; Scheid, 2007).

El patrén temporal de las AVL que se presento en el
agua subterrdnea, no concuerda con el patron
conocido para estas amibas, en el que el mayor
nlmero se presenta en los meses de verano; esto se
pudo deber a que la mayoria de las amibas aisladas
no son patdgenas y pueden estar presentes a
temperaturas menores que las patdgenas (Bonilla et
al., 2004).

El nimero de aislamientos amibianos relativamente
alto que se obtuvo en el pozo 2, se pudo deber a que
este pozo se encuentra localizado dentro de una
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empresa avicola, que pudiera estar aportando una
importante contaminacién tanto bioldgica como
organica al agua subterranea a través de la
disposicion de sus efluentes de agua de desecho en
el suelo (Gerba y Bitton, 1984; Field y Barber,
1994; Wallach, 1994; Zoller, 1994; Garcia y Pifia,
2003).

Los valores de pH y oxigeno disuelto estuvieron
dentro de los reportados para la presencia, tanto de
las amibas de vida libre no patdgenas como
patdgenas, pero la temperatura no favorecio la
mayor presencia de las amibas patdgenas,
especialmente de Naegleria fowleri, debido a que
estas prefieren temperaturas por encima de los 30°C
(Bonilla et al., 2004; Visvesvara et al., 2007).

Conclusiones

En general, podemos decir que la calidad
bacterioldgica de los pozos estudiados del acuifero
de Zacatepec se encuentra por encima de los valores
establecidos en la norma para agua potable, esto nos
indica que el acuifero estd afectado por las
descargas de aguas residuales que van directo al
suelo, las cuales estdn empezando a tener impacto
en este sistema acuatico.

Con respecto a las amibas de vida libre patégenas
hay que tener cuidado con el uso del agua del
acuifero, porque algunas de las amibas presentes se
han encontrada asociadas a algunas patologias. Por
lo anterior es importante que cumpla con la
desinfeccion del agua antes de ser distribuida a los
usuarios.

Es probable que el incremento de asentamientos
humanos que carecen de adecuados servicios
sanitarios y drenajes, estén influyendo en este
deterioro de la calidad del agua del acuifero.

La presente  investigacion  contribuyo  al
conocimiento de la biologia del agua subterranea,
especialmente del grupo de las amibas, que ha sido
poco estudiado.
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