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Resumen

Los efluentes provenientes de aguas residuales tratadas, para diversos usos plantea la
problematica de su calidad bacteriologica. Tal situacion se torna peligrosa cuando el
recurso se reutiliza en servicios al publico. El lago de Xochimilco se localiza en el
sureste de la ciudad de México y su nivel de agua se mantiene con el efluente de la
planta de tratamiento “Cerro de la Estrella’en Iztapalapa. En estudios previos se
identificd la presencia de Vibrio cholerae No- O1/No-O139 en este lago, por lo que se
decidié identificar la fuente de contaminacion. En un lapso de 12 meses se colectaron
50 muestras de agua y 28 de raiz de lirio. Las bacterias se aislaron en TCBS, la
identificacion y la susceptibilidad a antimicrobianos se realizd con el sistema
automatizado Vitek (Biomeraux). La tipificacion se realizdé con sueros de conejo Nueva
Zelanda (SERUNAM) preparados contra 155 serogrupos de las cepas tipo. Del agua
se identificaron 34 aislados como Vibrio algynoliticus y 34 como Vibrio cholerae. De
raiz de lirio se aislaron 40 V. choleraey 2 V. fluviales asi como 2 Aeromonas veronii.
El 82% de las cepas de V. cholerae aisladas de lirio fueron resistentes a la
Amoxicilina, en las cepas de agua se observo resistencia a mas de un antimicrobiano.
Los serogrupos mas comunes de las cepas aisladas de agua fueron O ND (30%),
VO34 (12%) y VO39 / VO6 (9%) y en las cepas de lirio O ND (30%), O52 (18%) y
VO34 / VO74 (12%). El analisis de la morfologia colonial mostr6 en las cepas de agua
fenotipo rugoso en el 17.64% vy en las de lirio 22.5%. Las cepas de raiz presentaron
ademas hemodlisis completa en el 17.5% de los V. cholerae aislados. Aunque no se
identificd V. cholerae O1/0139 la presencia del microorganismo en estos cuerpos de

agua sugiere su participacién como posible reservorio del microorganismo.



Introduccidén

Se calcula que en la tierra existen aproximadamente 1,385,000,000km? de agua, de
los cuales el 97.3% es salada, el 2.08% se encuentra congelada en los polos y sélo
una pequena parte esta efectivamente disponible para uso y consumo humano
(Jiménez, 2001). De esta pequena parte que tenemos disponible, que es menos del
1%, no toda el agua es apta para uso y consumo humano, ya que el crecimiento no
planificado de los asentamientos humanos y el manejo no controlado de los desechos
generados por la poblacion, ha provocado el deterioro de los cuerpos hidricos,
tornandolos no aptos para su uso, ademas de que contribuyen de manera importante
en la transmisién y propagacion de enfermedades que merman el bienestar y la

productividad, particularmente de los paises en vias de desarrollo.

Cabe mencionar que segun clasificaciones internacionales, las regiones que muestran
datos por debajo de los 1,000m3 anuales por habitante, tienen una disponibilidad muy
baja o incluso critica del recurso. Tal es el caso de la parte central y norte de México
(CNA, 1999). La disponibilidad hidrolégica de la region del Valle de México es
notoriamente la mas baja del pais, no rebasa los 230m3 anuales por habitante. Aunado
a esto, el incremento en la poblacién humana ha generado que la demanda de agua

potable sea cada vez mayor y ante esta situacidn se ha generalizado en ciertas



regiones del mundo el uso de las aguas residuales para diversos usos como son la
agricultura, la acuicultura, la recarga de aguas subterraneas y el riego de parques y
jardines. En algunos casos las aguas residuales son el uUnico recurso hidrico de las
comunidades pobres que subsisten por medio de la agricultura y dado que el uso de
este tipo de aguas generalmente no esta controlado, se le relaciona con impactos
significativos en la salud humana; de esto resulta la importancia de aplicar un buen
tratamiento al agua residual. Para ello existen una gran variedad de métodos, entre los
cuales destaca el sistema de lodos activados el cual brinda un tratamiento muy

eficiente.

La planta de tratamiento “Cerro de la Estrella” que se ubica en la delegacion
Iztapalapa del D. F., lleva a cabo la regeneracion de aguas residuales mediante el
sistema secundario de lodos activados, el cual se basa en la descomposicion de la
materia organica presente en el agua mediante la accion de los microorganismos. Sin
embargo este tipo de tratamiento no elimina la alta carga bacteriana que esta presente
en estas aguas residuales ya que aun después del proceso de desinfeccidn se
mantiene una considerable carga bacteriana en los efluentes tratados los cuales, en

ciertos casos se descargan a los cuerpos de agua.

Cuando estos efluentes con cierta carga de bacterias patégenas llegan a ser
descargados a los cuerpos de agua, la supervivencia de estas bacterias se ve
seriamente afectada por factores ambientales biodticos y abidticos, tales como la
bacterivoria por protozoos, rotiferos y copépodos, oxigeno disuelto, pH, temperatura,
concentracion de sales y cantidad y disponibilidad de nutrientes. Las bacterias

patdbgenas como Vibrio cholerae pueden desarrollar estrategias de supervivencia



formando asociaciones comunitarias por medio de biopeliculas con miembros de su
misma especie o con organismos de especies diferentes. Estas biopeliculas se
establecen en torno a un sustrato, que puede ser peces, zooplancton o raices de
plantas acuaticas, como la raiz de lirio (Eichornia crassipes), donde las bacterias se
protegen de los factores adversos del medio acuatico y asegurandose, ademas, un
suministro constante de nutrientes para la comunidad bacteriana, ya sea por la
presencia de corrientes de agua que lleven los nutrientes necesarios a toda la
biopelicula, o por el intercambio y utilizaciéon de productos de desecho entre los

miembros de la biopelicula (Kolter y Losick, 1998).

Uno de los cuerpos receptores que reciben estas aguas tratadas es el lago de
Xochimilco con la finalidad de mantener su nivel de agua. Particularmente Xochimilco
es uno de los principales proveedores de verduras en la Ciudad de México, el sistema
de chinampas en donde se cultivan diversos vegetales, forman en su conjunto y desde
tiempos prehispanicos, canales en el lago, los cuales también tienen otra funcién
importante al permitir la navegacion de pequefias embarcaciones y proporcionar un
importante sitio recreativo a la ciudad. Por su ubicacién y las actividades que en él se
realizan se le clasifica como una area semirural, que recibe los desechos domésticos y
pecuarios de los alrededores, lo que ha llevado al lago a una severa eutrofizacion.
Esta situacion le da a los canales de Xochimilco caracteristicas ecoldgicas particulares
tales como la presencia de macrofitas e incremento de las poblaciones del fitoplancton
y zooplancton que pueden favorecer la supervivencia y persistencia de organismos
patdbgenos, como es el caso de Vibrio cholerae, que podrian provenir de las
poblaciones aledafas o de las aguas residuales que no reciban un buen tratamiento.

Estas caracteristicas deterioran la calidad del agua, lo que representa un factor de



riesgo para la salud al utilizarlas para el riego de hortalizas que se consumen crudas y

el contacto indirecto durante el uso recreativo en este tipo de aguas.

Vibrio cholerae es un habitante comun de ambientes acuaticos salobres o marinos y
asociado a cuerpos de agua contaminada, éste es el agente etioldgico causante de la
enfermedad conocida como célera. Se trata de un bacilo Gram negativo anaerobio
facultativo que mide de 1.5 a 2.5 ym de largo y 0.5 a 0.8 ym de ancho, en cultivos
jévenes (menores a 18 hrs.) se observa en forma de coma y a veces, en forma de S,
es catalasa y oxidasa positivo y presenta un solo flagelo polar que le confiere gran
movilidad e incluye una amplia variedad de cepas y biotipos tanto patégenas como no
patdgenas. En la actualidad se conoce que sélo el serogrupo O1 Clasico y El Tor,
ambos con los biotipos Ogawa, Inaba e Hikojima y el Serogrupo 0139 son los unicos
capaces de provocar epidemias de cdélera (Shimada, 1994; Faruque, 1998; Villeneuve,

1999).



Antecedentes

1. Generalidades

Vibrio cholerae es el agente causal del célera y fue descrito por primera vez en ltalia
por F. Pazzini en 1854, encontrando un gran numero de bacterias largas y curvadas
en pacientes con célera, a las cuales llamo Vibrio cholerae. En ese mismo afio, Jonh

Snow demostro que el agua era el vehiculo de diseminacién de la enfermedad.

Vibrio cholerae se encuentra dentro del Dominio Bacteria, Phylum BXII Proteobacteria,
Clase Il Gammaproteobacteria, Orden Xl Vibrionales, Familia | Vibrionales, segun el
manual Bergey de sistematica bacteriolégica (Garrity ef a/., 2001). Son bacilos Gram-
negativos, anaerobios facultativos, poseen ambos metabolismos, respiratorio vy
fermentativo, miden de 1.5 a 2.5 ym de largo y 0.5 a 0.8 ym de ancho, hay formas
involucionadas que usualmente se presentan en cultivos viejos (en fase estacionaria) o
bajo condiciones adversas de cultivo, no forman endoesporas, ni microquistes; en
medio liquido son moviles por flagelos polares. Muchos son capaces de crecer en un
medio mineral con D-glucosa y cloruro de amonio y sélo unas cuantas cepas necesitan
factores organicos de crecimiento. Los iones sodio estimulan el crecimiento en todas

las especies marinas y son un requerimiento para la mayoria.

Se encuentran en el habitat acuatico con ciertas variaciones de salinidad y son
comunes en ambientes marinos, se ha encontrado intimamente asociado a especies
de vertebrados e invertebrados (peces, mariscos y zooplancton). Ademas se puede

aislar del agua dulce en rios, corrientes y lagos. El ser humano es un huésped



incidental y transitorio pero es él quien disemina la bacteria hacia las fuentes de agua

y a los alimentos.

2. Panorama Mundial

En 1989, Jonson ef al,, reportaron que Vibrio cholerae expresa antigenos de superficie
durante la infeccién, los cuales no se presentan en cultivos /in vifro, hecho de vital
importancia para el entendimiento de la patogenicidad e inmunidad de enfermedades
infecciosas.

En 1994, Shimada ef a/., publicaron un esquema de serotipificacion ampliada con 155
serogrupos en total, una herramienta de gran utilidad en investigaciones ecolégicas y
etiologicas de la enfermedad ocasionada por V. cholerae.

En 1995, trabajos realizados por Waldor, mostraron la relacion existente entre el
lipopolisacarido (LPS) y el antigeno O de V. cholerae O1, como factores importantes
para la colonizacion del intestino delgado y la resistencia al suero.

En 1996, Huq y Colwell, asocian los factores ambientales al surgimiento de brotes
epidémicos, relacionando estos factores con la supervivencia y reproduccion
bacteriana, en especial de V. cholerae.

En 1997, Borroto, realiza una revision bibliografica sobre la ecologia de V. cholerae
donde describe que el patdgeno encuentra condiciones favorables en ambientes con
caracteristicas de salinidad moderada, alto contenido de nutrientes, temperaturas

cdlidas, pH neutro o ligeramente alcalino y la presencia de macrofitas, fitoplancton,



zooplancton, peces, moluscos y crustaceos. Dichas condiciones ecolégicas son tipicas
de estuarios y zonas costeras, donde V. cholerae O1 es considerado miembro
autoctono de dichos ambientes.

En 1999, Yildiz y Schoolnik, muestran que la produccién de un exopolisacarido en
variantes rugosas de Vibrio cholerae O1 biotipo El Tor le confiere resistencia al cloro y
capacidad para la formacion de biopeliculas, encontrando también que contienen

secuencias homologas con genes de bacterias de otras especies.

2. Panorama en México

En 1991, del mes de Junio se presento el primer caso positivo de colera O1 Biotipo El
Tor, serotipo Inaba (de la séptima pandemia) en un paciente del sexo masculino de 68

anos de edad, ubicado en la sierra de Goleta en el Estado de México.

En 1995, Ramirez-Garcia ef al., realizaron un estudio ecolégico de Vibrio cholerae en
la laguna de Mecoacan (Tabasco), para determinar el nicho ecolégico en ambientes
salobres y su importancia epidemiolégica, demostrando que V. cholerae O1 es una
especie endémica que forma parte de la microbiota de la laguna que presenta un
patrén estacional con incrementos en la época de lluvias y disminucion en la época de

secas. En este estudio se observd ademas una asociaciéon con el plancton y con



niveles de salinidad de hasta 21 partes por mil, sin embargo, no se encontré una

relacion con las bacterias indicadoras de contaminacion fecal.

En 1997, Ramirez-Pérez aislé Vibrio spp. de muestras de agua, ostién y sedimento de
la laguna de Mecoacan, encontrando sélo la presencia de V. cholerae del serogrupo
No-O1. También se determinaron otras especies de Vibrio como V. algynoliticusy V.
parahemolyficus, éste ultimo mas abundante que los demas; en el mismo estudio se
encontr6, una relacion significativa entre la temperatura y la presencia del

microorganismo en la laguna.

En 1998, Isaac-Marquez ef al., realizaron un estudio en pozos de agua para consumo
humano, en la localidad de Campeche, mostrando la presencia de V. cholerae No-O1,
predominando principalmente los serogrupos 014, 0155 y 0112, ademas los

aislamientos mostraron resistencia a la ampicilina y a la carbenicilina.

En el 2000 la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) report6 cinco casos de
célera en los Estados de Campeche y Tamaulipas, con el menor nimero de casos

desde el resurgimiento de la epidemia.

En el 2001 la Direccién General de Epidemiologia reporté un solo caso confirmado de

colera en el Estado de Jalisco.

En Octubre del 2003, Juarez-Figueroa y colaboradores realizaron un estudio de la
calidad de aguas residuales de dos Plantas de Tratamiento y en los canales de
Xochimilco, en la Ciudad de México. Ellos encontraron que el agua tratada que es

descargada a los canales contiene cantidades bajas de coliformes fecales,



enterococos y quistes de Cryptosporidium, mientras que se encontraron en mayor
cantidad Colifagos y quistes de Giardia spp., sugiriendo que el tratamiento del agua

por parte de las plantas de tratamiento puede ser ineficaz para remover estos agentes.

En el 2005, Solis-Sanchez realizdé un estudio en los canales de Xochimilco, detectando
la presencia de Vibrio cholerae No-O1/No-O139, predominando principalmente los
serogrupos 0135 y 014, tales aislamientos mostraron resistencia principalmente a la

ampicilina y se identificd también la presencia del gen toxR en dichas cepas.



Justificacion

La Planta de Tratamiento “Cerro de la Estrella” es la que se encarga de suministrar
agua a los canales de Xochimilco, con la finalidad de mantener el nivel del agua del
lago. Sin embargo, hay que recordar que Xochimilco cuenta con el sistema de
chinampas en donde se cultivan diversos vegetales que se venden a los mercados de
la ciudad, por lo que el riego de estas hortalizas con aguas tratadas podria ocasionar
severos problemas de salud, sobre todo por enfermedades gastrointestinales como es

el caso del célera.

Vibrio cholerae es un microorganismo de gran importancia clinica y epidemiolégica, es
el agente etiolégico del colera, responsable de siete pandemias en los ultimos dos
siglos y actualmente es endémico en el sureste asiatico, partes de Africa y
Latinoamérica. Ademas este microorganismo puede desarrollar estrategias de
supervivencia formando asociaciones comunitarias por medio de biopeliculas que se
establecen en torno a un sustrato, como lo son las raices de lirio acuatico, donde la

bacteria se protege de factores adversos y asegura su persistencia en el ambiente.






Objetivos

Objetivo General

Aislar, identificar y determinar los serogrupos de Vibrio cholerae en muestras
de agua de la planta de tratamiento “Cerro de la Estrella” y en muestras de raiz

de lirio de los canales de Xochimilco.

Objetivos Particulares

1.

Determinar la presencia de Vibrio cholerae en el influente, lodos activados,
sedimentador, rebombeo y efluente (Nativitas) de la planta de tratamiento
“Cerro de la Estrella”; asi como en muestras de raiz de lirio del lago de

Xochimilco.

Caracterizar los serogrupos de Vibrio cholerae aislados en la planta de

tratamiento “Cerro de la Estrella”.

Caracterizar los serogrupos de Vibrio cholerae aislados de la raiz de lirio

presentes en el lago de Xochimilco.

Evaluar la influencia del pH, la temperatura del agua y el oxigeno disuelto (OD),
con la presencia de Vibrio cholerae en aguas residuales de la planta de

tratamiento.






Area de Estudio

A) Planta de Tratamiento “Cerro de la Estrella”

La Planta de Tratamiento “Cerro de la Estrella” se ubica en la Avenida San Lorenzo s/n
en la delegacion Iztapalapa de la Ciudad de México, cuyas coordenadas geograficas
son: longitud oeste: 99°, 04’, 42.55”, latitud norte: 19°, 20’, 13.88” y una Altitud de 2244
m.s.n.m. Comenzo6 a operar en 1968 produciendo inicialmente un caudal de 1,500 L/s
mediante el tratamiento secundario de lodos activados el cual se basa en la
descomposiciéon de la materia organica por la accién de los microorganismos.
Actualmente la planta de tratamiento tiene una capacidad instalada de 2,000 a 2,500
L/s y suministra el agua tratada a una carcel de la Delegacién, ademas de que una
parte se envia al lago de Xochimilco con la finalidad de mantener el nivel de agua de

dicho lago.




Figura 1. Planta de Tratamiento “Cerro de la Estrella

Para el presente estudio se realizaron 10 muestreos mensuales en la Planta de
Tratamiento de aguas residuales “Cerro de la Estrella”, en el periodo comprendido de
diciembre de 2003 a octubre de 2004, incluyendo las épocas de secas (Febrero-Abril,
2004) y la de lluvias (Mayo-Octubre, 2004). En este estudio se seleccionaron cinco
puntos de muestreo en todo el tren # 9 de la planta de tratamiento, los cuales
comprendieron el influente como el punto uno, el tanque de salida de lodos activados
como el segundo, el tanque sedimentador secundario como el tercero, el rebombeo

como el cuarto y la ultima estacion que es el efluente que llega a Xochimilco.




Figura 2. Estacién 1. Influente de la Planta de Tratamiento “Cerro de la Estrella”

Figura 3. Estacion 2. Tanque de Salida de Lodos Activados de la Planta.

et L L LRI

Figura 4. Estacion 3. Tanque Sedimentador Secundario



Figura 5. Estacion 4. Rebombeo

Figura 6. Estacion 5. Efluente de la Planta de Tratamiento que llaga a Nativitas (Xochimilco).



B) Xochimilco

Ubicado al sur de la ciudad de México, al pie de la sierra Chichinautzin a una altura
promedio de 2,240msnm; Xochimilco o “lugar de las flores silvestres” mantiene una
parte de sus condiciones acuaticas originales: lagos, canales, o las famosas
“‘chinampas”, técnica prehispanica para generar un terreno “flotante” de gran fertilidad
que no distorsionaba mayormente el equilibrio ecolégico del lago original. Presa del
crecimiento y densificacion urbana, Xochimilco, alberga hoy dia una poblacion
aproximada de 368,000 habitantes, situacion que hace crisis en los afos 80’s al
manifestarse toda una problematica ambiental encabezada por la contaminacion del
agua, problemas de niveles en los canales y chinampas, deforestacién, abandono de
la actividad agricola, sin olvidar las consecuencias sociales y econdomicas que

contribuyeron a exacerbar la degradacion ambiental de este sitio.

Para este estudio se realizaron 7 muestreos mensuales, durante el periodo
comprendido de abril a octubre del 2004. Se seleccionaron cuatro puntos de muestreo

(Figs. 7-10).

Estaciones Latitud Norte Longitud Oeste




1. San Pedro Tlahuac
2. Floricultores
3. Coltongo

4. Nativitas

19°15'57"

19°15'30"

19°15'32"

19°14'50"

99°00'22"

99°02'47"

99°05'19"

99°05'33"

Figura 7. Estacion 1. San Pedro Tlahuac, Xochimilco.




Figura 8. Estacion 2. Floricultores, Xochimilco.

Figura 9. Estacion 3. Coltongo, Xochimilco



Figura 10. Estacién 4. Nativitas, Xochimilco.

Material y Métodos

Parametros Fisico-Quimicos

Oxigeno Disuelto (OD) y Temperatura, se determiné con un Oximetro (Modelo: YSI,

51-B con electrodo, Ohio, USA), realizando mediciones /n situa 20cm de profundidad.

pH, este parametro se determind con un potenciémetro digital (CONDUCTRONIC,

México) tomando mediciones a 20cm de profundidad.

Aislamiento de Vibrio cholerae

A) Muestras de agua de la planta de tratamiento “Cerro de la Estrella”.



Para el aislamiento de las bacterias en muestras de agua de la planta de tratamiento
“Cerro de la Estrella” se realizaron 10 muestreos, abarcando el mes de diciembre
(2003) y los meses de enero a octubre (2004). Se utilizaron hisopos de Moore, los
cuales fueron sumergidos a nivel superficial en el influente, tanque de salida de lodos
activados, sedimentador secundario, rebombeo y efluente durante 24 hrs,,
posteriormente las muestras se transportaron a temperatura ambiente en bolsas de
polietiieno con 250 ml del medio de transporte AMIES, para su analisis en el

laboratorio.

B) Muestras de raiz de lirio de los canales de Xochimilco.

Para el aislamiento de las bacterias en muestras de raiz de lirio del lago de
Xochimilco, se realizaron 7 muestreos que comprendieron los meses de abril a octubre
(2004). Se tomaron 20g de raiz en los 4 puntos de muestreo de los Canales de
Xochimilco y se transportaron a temperatura ambiente en 250 ml de medio de
transporte AMIES para su analisis. Una vez en el laboratorio se trituraron las raices en

licuadoras estériles durante 2 minutos.

Una vez en el laboratorio las muestras tanto de agua como de raiz se procesaron

siguiendo la técnica descrita por Sanchez ef al., (1991) de la siguiente manera:

Enriquecimiento

Se tomaron 10ml de cada muestra (agua y raiz), pasandolos a 100 ml de agua
peptonada alcalina de concentracion doble, incubandose de 6-8hrs a 37°C. Pasado el
periodo de incubacion, se tomé por asada un inéculo —de la biopelicula blanca

formada en la superficie del medio- y se sembro por estria cruzada en dos placas de



TCBS (tiosulfato-citrato-bilis-sacarosa) por cada muestra. También se inocularon 10 ml
del mismo matraz (doble concentracién) a otro con 100 ml de agua peptonada alcalina
de concentracion sencilla (este pase a la concentracion sencilla se realiza para dar
tiempo a los Vibrios de lento crecimiento a que se adapten y se les pueda aislar mejor
cuando se siembran en las placas de agar TCBS), incubandose a 37°C durante 12-
18hrs, pasado ese tiempo, se sembraron por estria cruzada dos placas de agar TCBS

por cada una de las muestras, incubandose a 37°C durante 24 horas.

Bioguimicas

De cada una de las placas que se sembraron por muestra, y en las que se presenté la
morfologia colonial tipica de Vibrio cholerae (redondas, convexas, de color amarillo
brillante, pegajosas y de 2 a 4 mm de diametro), se tomaron cinco colonias y se les

realizo las siguientes pruebas bioquimicas:

a) TSI (Triple-Azucar-Hierro) En un tubo en posicién inclinada que se inocula por
picadura y estria sobre la superficie.

b) LIA (Lisina y Hierro) En un tubo en posicién inclinada que se inocula por doble
picadura y estria.

c) MIO (Movilidad-Indol-Ornitina) tubo en posicién vertical al que se transfiere el

inéculo por picadura.

Las pruebas bioquimicas se incubaron a 37°C durante 24 horas. Aquellas pruebas que
resultaron positivas presentaron el perfil bioquimico de Vibrio cholerae que es el

siguiente:



TSI *A/A o K/IA*

OXIDASA +
LIA Descarboxilasa +
ARGININA Hidrolasa -
MIO Movilidad +

A/A= Reaccion acida, acida; K/A= reaccion alcalina, acida

Las cepas con el perfil de V. cholerae se sembraron en placas de Agar de
Manutencién de donde se toma una asada para aplicarles la prueba bioquimica

complementaria de la Oxidasa y que es positiva para Vibrio.

Pureza

Las cepas identificadas como Vibrio cholerae se sembraron en placas de Agar
McConkey y Agar Sangre para verificar su pureza y capacidad hemolitica. Las cepas

tipicas se pasaron a tubos de gelosa especial pH 8.6 para su conservacion.

Identificacion Automatizada VITEK

Para la identificacion definitiva de la bacteria se utilizé el sistema automatizado Vitek,
con tarjetas de identificacion GNI*, la cual esta disefada para la identificacion de
microorganismos de la familia Enterobacteriaceae, bacterias Gram negativas no

fermentadoras de glucosa y miembros de la familia Vibrionaceae. El sistema se



compone de una tarjeta con 30 pocillos, de los cuales 28 contienen caldos

bioquimicos, un caldo para control negativo y otro para control positivo de crecimiento.

La prueba se realizé hidratando de manera automatica cada uno de los pocillos de la
tarjeta GNI* con 100 uL de una suspension de bacterias identificadas bioquimicamente
como Vibrio cholerae, equivalente a 1x108 UFC/mL en un lector automatico de la

escala de Mc Farland, las tarjetas se incuban a 37°C en el lector/incubador.

Susceptibilidad a Antimicrobianos

Para esta prueba se utilizé el mismo sistema automatizado Vitek con tarjetas para
sensibilidad de Gram =, GNS-604 Vitek. El sistema consta de 40 pozos con una serie
de agentes antimicrobianos liofilizados, que son suspendidos en medio de crecimiento.
La concentracion de los antibidticos esta disefiada para identificar niveles bajos y altos
de resistencia, ya que cada antibiético se prueba con dos concentraciones expresadas

en pg/mL.

Tipificacién Serologica

Para la obtencién del antigeno somatico “O” se sembrd cada cultivo en TSA (agar
soya-tripticaseina) en tubo inclinado, posteriormente se incubé a 37°C por 24 hrs.
Después de ese periodo se le agregd a cada tubo 10 ml de solucién salina al 0.85%
para desprender la biomasa, esta suspension bacteriana se puso a vapor efluente
(110°C) por una hora. Posteriormente se les agregé formalina en solucién salina (ver

anexo) para su conservacion. La tipificacion se realizé retando cada antigeno de cada



uno de los aislamientos de Vibrio cholerae contra los 155 sueros especificos

(SERUMAN), obtenidos de conejos Nueva Zelanda blanco.

Resultados

Parametros in situ

Al determinar los valores del Oxigeno Disuelto (OD), se encontré que el promedio anual
en las diferentes etapas de tratamiento se increment6 desde 0.8 en el influente hasta 3.5
mg/L-* en el efluente (Cuadro 1). El analisis de los valores por mes sefala que el
promedio anual fue de 2.2 mg/L-' observandose los valores mas bajos en julio (1.3 mg/L-")
y el mas alto en octubre (3.4 mg/L"). La ultima etapa del tratamiento llega a Nativitas

como un influente a Xochimilco y mostré los valores mas altos en marzo, abril,



septiembre y octubre. Con relacion al pH se encontré que en los meses de diciembre
(2003) a septiembre (2004) las lecturas mostraron valores de neutralidad (7.0) y so6lo en
octubre (2004) se determiné un pH alcalino (9.0) en todas las estaciones (Grafica 1). La
evaluacion de la temperatura del agua mostré un promedio entre los 19 y 20°C (Grafica

2), durante los 10 meses de estudio (diciembre 2003-octubre 2004).

Cuadro 1. Promedios de los valores del Oxigeno Disuelto (mg/L-') obtenidos en las

diferentes etapas del tratamiento del agua residual en la “Planta Cerro de la Estrella”

Promedio
Oxigeno disuelto  Influente Lodos Secundario Rebombeo Nativitas mensual
Diciembre 1.2 0.9 1.2 2.8 3 18
Enero 0.2 2.0 1.2 1.8 2.8 1.6
Febrero 0.3 1.2 1.4 2.0 2.8 15
Marzo 1.2 1.2 2.0 2.6 5.2 24
Abril 1.0 1.2 1.4 4.0 4.6 24
Mayo 1.0 2.0 2.0 3.2 3.4 2.3
Junio 1.0 2.2 1.8 2.0 2.8 2.0
Julio 0.6 0.6 1.0 2.0 2.4 13
Septiembre 1.0 3.2 4.0 3.2 4.0 31
Octubre 08 42 4.0 3.4 4.4 3.4
Promedio anual 0.8 1.9 2.0 2.7 3.5 2.2

Grafica 1. Comparacion entre el nimero de aislamientos y el pH.
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Aislamientos

Se analizaron 50 muestras de agua de las diferentes etapas de la planta de
tratamiento (influente, lodos, secundario, rebombeo y efluente) durante 10 meses de
muestreo (dic. 2003 — oct. 2004) y 28 muestras de raiz de lirio, colectadas de abril a
octubre del 2004 en los canales de Xochimilco. De cada muestra se trabajaron 20
aislamientos (provenientes de dos placas de agar TCBS del agua alcalina de
concentracion doble asi como las dos placas de TCBS del agua alcalina de
concentraciéon sencilla), haciendo un total de 1,560 aislamientos tanto de agua como
de raiz, estos aislados se transfirieron a pruebas bioquimicas para descartar aquellos
que no presentaron el perfil bioquimico para Vibrio cholerae y de los cuales solo 116
fueron presuntos Vibrios, 68 que correspondieron a agua y 48 a raiz. Los aislados con
el perfil bioquimico caracteristico y oxidasa positiva se identificaron finalmente
mediante el sistema automatizado Vitek. De los 68 aislados de agua, 34 fueron
identificados como Vibrio cholerae y 34 como Vibrio alginolyficus y de los 48 aislados
de raiz, 40 fueron identificados como Vibrio cholerae, 2 Vibrios fluvialis, 2 Aeromonas

veronii'y 4 no identificados (Cuadro 2).

Cuadro 2. Especies bacterianas identificadas en muestras de agua y raiz de lirio

Sustrato Agua Raiz
Especies No. Aislamientos % No. Aislamientos %
Vibrio cholerae 34/68 50 40/48 83.33

Vibrio alginolyticus 34/68 50 0 0



Vibrio fluvialis

Aeromonas veronif
No identificadas

Total

68

100

2/48

2/48
4/48
48

417

4.17
8.33
100

El analisis por periodo y sitio de muestreo en la planta de tratamiento mostré en los

meses de julio y septiembre del 2004 y en las estaciones 2 (lodos activados), 3

(tanque sedimentador) y 5 (nativitas) el mayor nimero de aislamientos por Vibrio

cholerae (Gréfica 3).



Vibrio cholerae en agua
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Grafica 3. Relacion entre los meses de muestreo, sitios de muestreo y nimero de

aislamientos de Vibrio cholerae aislado del agua de la Planta de Tratamiento.

Caracterizacion de las colonias de Vibrio cholerae




Se realiz6 la caracterizacion de las diferentes propiedades de las cepas aisladas tanto
de las muestras de agua como de raiz de lirio. Al respecto se analizé la capacidad
para producir hemolisinas, en esta prueba se observo que todas las cepas de agua
presentaron hemdlisis parcial de eritrocitos de carnero. El mismo ensayo con las cepas
obtenidas de raiz de lirio mostré que el 82.5% de los aislamientos induce hemodlisis

parcial (Figura 11) y el 17.5% hemdlisis completa (Figura 12).

También en el mismo medio de agar base sangre se identifico el tipo de morfologia
colonial que presentaban los aislados tanto de agua como de raiz de lirio. La mayoria
de las cepas aisladas de agua (82.35%) mostraron colonias con morfologia lisa (Figura
13), aunque se identificaron también aislados (17.65%) con un morfotipo arrugado
(Figura 14), éste se presentd hasta los 7 dias posteriores al inicio de la incubacion
(temperatura ambiente). En las cepas aisladas de raiz de lirio se observé un pequeino
incremento (22.5%) de cepas con el fenotipo rugoso y un 77.5 % de morfotipos lisos,

bajo las mismas condiciones de tiempo y temperatura de incubacion.



Figura 11. Hemolisis Parcial en cepas de Vibrio cholerae.

Figura 12. Hemolisis Completa en cepas de Vibrio cholerae.



Figura 13. Morfotipo liso en cepas de Vibrio cholerae en cultivos de agar sangre

e incubados por siete dias a temperatura ambiente.

Figura 14. Morfotipo rugoso en cepas de Vibrio cholerae en cultivos de agar sangre

e incubados por siete dias a temperatura ambiente.



Tipificacion seroldgica de las cepas de Vibrio cholerae

La caracterizacién antigénica de las cepas identificadas como Vibrio cholerae se
realizé utilizando 155 sueros de conejo. En esta fase del estudio, se tipificaron de 66
de las 74 cepas de V. cholerae identificadas por pruebas bioquimicas. Los resultados
mostraron que en ambos sustratos la mayoria de los aislamientos (32%) no se
pudieron identificar con los sueros utilizados, por lo que se definieron como O no
determinados (OND). En frecuencia siguieron los serogrupos 034, 052 y O74 con
24%, 18% y 12% respectivamente (Cuadro 3). El analisis individual mostré6 una
frecuencia similar de OND y O34 en agua y raiz de lirio; en agua O6 y 039 entre los

mas frecuentes y 052 y O74 en raiz de lirio (Cuadro 3).

Cuadro 3. Frecuencia de serogrupos de V. cholerae identificados en las cepas

aisladas de muestras de agua y raiz de lirio.

Agua Raiz
No. No.

Serogrupo Aislamientos % Aislamientos %
O ND 11 33.3 10 30.3
02 1 3.0 0 0
06 3 9.0 0 0
016 2 6.0 0 0
019 0 0 1 3.0
020 1 3.0 0 0
034 4 12.1 4 12.1
039 3 9.0 1 3.0
041 0 0 1 3.0
051 1 3.0 0 0



052
067
074
083
0107
0108
0109
0126
0128
0135
0152
0154
Total
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w
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3.0
3.0
3.0
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3.0

3.0
100
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w
w

18.2
9.0
121

3.0

3.0
3.0

100

Sensibilidad a Antimicrobianos

La prueba de sensibilidad a los antimicrobianos se aplicé a 74 cepas, en estas se

observo que el 26% fueron susceptibles a por lo menos un antimicrobiano

(Cuadro

4). En el 24% (8/34) de las cepas aisladas de agua se observo resistencia a mas de un

antimicrobiano, encontrandose a Amoxicilina y Trimetoprima-Sulfametoxasol como la

combinacion mas frecuente (Cuadro 4). En las cepas de raiz de lirio se encontré que el

82.5% de los aislamientos resultaron resistentes a la Amoxicilina, en estas cepas no

se observo resistencia a otros antimicrobianos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Sensibilidad a los antimicrobianos de las cepas de V. cholerae aisladas de

muestras de agua y raiz.

Sensibilidad Antimicrobiana CMI
mcg/mi
R-Amoxicilina >= 32
R-Amoxicilina >= 32 / Trimeth-sulfa
>= 320
R-Amoxicilina>= 32 / Trimeth-sulfa >=
320 / Ofloxacin >= 8

Agua Raiz
No. % No. %
8 23.53 29 72.50
4 11.76 0 0
1 2.94 0 0




R-Amoxicilina>= 32 / Trimeth-sulfa >= 1 2.94 0 0
320 / Ciprofloxacin >= 4

R-Amoxicilina >= 32 / Cefazolin >= 32 1 2.94 0 0
R-Amoxicilina >= 32 / Ticarcilin >= 1 2.94 0 0
256

[I-Amoxicilina 16 6 17.65 4 10.00
Susceptibles 12 35.29 7 17.50
Total 34 100 40 100
Discusion

En la persistencia e incremento de enfermedades infecciosas como es el caso del

célera, contribuyen diversos factores de los cuales muchos aun no se han identificado

(Hug y Colwell, 1996). Con respecto a la supervivencia de Vibrio cholerae, se ha

identificado que algunos de esos factores son el pH, la temperatura, la cantidad y

disponibilidad de nutrientes y la salinidad entre otros, los cuales, sin embargo, no son

los unicos ya que indudablemente son muchos otros los que contribuyen y aun no se

han identificado.

Para conocer las caracteristicas del agua de la planta de tratamiento y su posible

impacto en la frecuencia de aislamiento de Vibrio cholerae, se analizaron diferentes

parametros que se determinaron /n sifu. Al respecto el oxigeno disuelto (OD) mostré



variaciones en las diferentes etapas del tratamiento, se encontré6 que el promedio
anual de las diferentes etapas se incrementaba desde 0.8 mg/L-! en el influente hasta
3.5 mg/L" en el efluente (Cuadro 1), lo anterior muestra que el proceso se esta
llevando de manera adecuada ya que el oxigeno se incrementa en el agua al ir

pasando por las diferentes etapas del tratamiento.

Al realizar el analisis de los valores por mes se encontré que el promedio anual era de
2.2 mg/L-', con los valores mas bajos en julio (1.3 mg/L-") y el mas alto en octubre (3.4
mg/L-") La ultima etapa del tratamiento que es la que descarga en Nativitas, hacia los
canales de Xochimilco, mostré los valores mas altos en los meses de marzo, abril,
septiembre y octubre (2004). En los demas meses del estudio, diciembre (2003),
enero, febrero, mayo, junio y julio los valores registrados fueron de 2.4 a 3.4 mg/L".
Estos registros en la medicion del OD no mostraron ninguna relacion con el numero de

aislamientos de Vibrios.

En los ambientes naturales la temperatura del agua esta determinada por los cambios
climaticos, la magnitud de la masa de agua y la circulacion de la misma (Ramirez-
Garcia et al,, 1995). Se ha establecido que la temperatura optima para el crecimiento
de V. cholerae 01 oscila entre 30° y 37°C y que las temperaturas menores a 15°C lo
inhiben (Borroto, 1998). Las caracteristicas del area de estudio son propicias para que
la temperatura se mantenga estable, los datos obtenidos en el estudio mostraron que
en todas las estaciones ésta se mantuvo entre los 19 y 20°C (Grafica 2), situacion
favorable para el desarrollo de diferentes microorganismos incluido V. cholerae
(Walter, 1999). Existen reportes que sefalan que valores de pH de 7 a 8.5 es el éptimo

para el desarrollo de la bacteria en el agua a 25°C cuando la salinidad es moderada



(Miller et al, 1984) y de 7.5 a 9 en presencia de baja salinidad (Borroto, 1997). En este
estudio los resultados al respecto mostraron valores de pH de 7.01 con un incremento
de hasta 9.0 en el mes de octubre del 2004. Estos datos en conjunto con los de
temperatura sugieren condiciones propicias para la supervivencia de diferentes
microorganismos incluido V. cholerae. Aun cuando se registré un pH alcalino en el
mes de octubre, lo cual favoreceria el crecimiento de la bacteria, en este estudio no se
obtuvo un mayor numero de aislamientos. Sin embargo, se obtuvieron buenos
aislamientos con pH neutro (7.0) como lo reporta Millar ef al, 1984 y Borroto, 1997.
Por otra parte al realizar el analisis de los 10 meses de estudio entre estos datos y la
frecuencia de aislamiento de V. cholerae (Grafica 1 y 2), se observa la misma
frecuencia, tal situacion probablemente se relaciona con la estabilidad observada en

los parametros ambientales.

Para el aislamiento de bacterias se seleccionaron dos sustratos, agua para evaluar la
forma plancténica de los microorganismos vy la raiz de lirio para conocer la relevancia
de éstas en la formacién de biopeliculas 6 consorcios bacterianos. El estudio se
orient6 especificamente al aislamiento de integrantes de la familia Vibrionaceae. Vibrio
cholerae fue el género y la especie que se identific6 con mayor frecuencia
principalmente de las muestras de raiz de lirio (Cuadro 2). Lo anterior pudiera estar
relacionado con la capacidad que tienen estos microorganismos para constituir
asociaciones comunitarias por medio de biopeliculas. Las cuales estan constituidas
basicamente por polisacaridos que protegen a los microorganismos de situaciones
poco favorables, asegurando ademas un suministro constante de nutrientes para la
comunidad bacteriana, ya sea por la presencia de corrientes de agua que lleven los

nutrientes necesarios a toda la biopelicula, o por el intercambio y utilizacion de



productos de desecho entre los miembros de la misma biopelicula (Kolter y Losick,

1998).

Otra de las especies identificadas en agua ademas de V. cholerae fue Vibrio
alginolyticus (Cuadro 2), esta bacteria es de distribucion cosmopolita, también de
importancia clinica ya que es responsable de cuadros de conjuntivitis y de infeccidén en
heridas expuestas (Herrera y Esteve, 2001). Otras dos especies de la familia
Vibrionaceae, pero identificadas en las muestras de raiz de lirio fueron Vibrio fluvialis y
Aeromonas veronii, la primera tiene importancia clinica para humanos ya que se ha
relacionado con cuadros de gastroenteritis asociada al consumo de alimentos marinos
y las Aeromonas estan asociadas con infecciones humanas debido al contacto con

agua no tratada. (Murray et al., 1997).

Con relacién a la importancia del periodo y sitios de muestreo se observé que en los
meses de julio y septiembre del 2004, en las estaciones 2 (lodos activados), 3 (tanque
sedimentador) y 5 (Nativitas) hubo un mayor numero de aislamientos (Grafica 3). En
cuanto al periodo, un factor que probablemente contribuyé al incremento fue la
presencia de la época de lluvias, estas arrastran desechos de todos tipos incluida la
materia fecal. Lo anterior se puede corroborar por el hecho de que los sitios con mayor
incremento de aislados corresponden a las etapas de concentracion de la planta y
Nativitas, que es el sitio en donde se descarga el agua para mantener los niveles del

canal.

Los resultados de tipificacion por serologia mostraron la presencia de V. cholerae No

O1/No 0139, esto es coincidente con otros estudios realizados en la laguna costera de



Mecoacan, Tabasco (Ramirez-Garcia ef al., 1995) y en tres localidades de Campeche
(Isaac-Marquez ef al,, 1998), que mostraron unicamente serogrupos No O1/No O139.
Tal situacion era esperada ya que es conocido que en los periodos no epidémicos, la
presencia de Vibrio cholerae O1/0139 es negativa (SUIVE, 1998-2004). En México fue
en el ano 2000 y 2001 (cinco casos en el primero y uno solo en el segundo) cuando se
reportaron los ultimos casos de célera, por lo que se puede considerar que estamos en
la etapa en la que no se logran identificar estos serogrupos de muestras ambientales
(Fuente: CNVE/DGE/SSA, citado por el Manual de Programa de Accion: cdlera.
Secretaria de Salud.). Aunque no se conoce de manera contundente qué influye para
que en areas no endémicas los serogrupos de Vibrio cholerae 01/0139
“‘desaparezcan”, se ha planteado que el cambio climatico global (Colwell ef a/, 2002),
participa modificando las condiciones del ambiente (cambio de pH, temperatura,
sustratos bidticos etc.). En México no existen estudios al respecto, sin embargo, el
hecho de que otros serogrupos de la bacteria se mantengan sugiere que Vibrio
cholerae O1/0139 se mimetiza expresando otro antigeno somatico (Dumontier, 1998),
0 que pase al estado viable no cultivable (Colwell, 1994).

El esquema de tipificacién por serologia cuenta en la actualidad con mas de 200
serogrupos, en el laboratorio sélo se cuenta con 155 sueros diferentes, esta podria ser
una de las explicaciones por la que en los aislamientos de ambos sustratos (raiz y
agua) no se logré determinar el serogrupo O ND. Sin embargo, también es factible que
en nuestro pais existan serogrupos autdctonos aun no reportados, lo anterior plantea
la necesidad de trabajar mas al respecto. Los serogrupos mas comunes en muestras
de agua fueron 06, 034 y 039 seguidos de 016 y O126. Es importante mencionar

que en un estudio previo de nuestro grupo de trabajo en Xochimilco (Solis-Sanchez,



2005), y otro realizado por Isaac-Marquez (1998) en pozos de agua para consumo
humano en Campeche, los serogrupos 039 y 0126 también fueron aislados. Aunque
es necesario realizar mas estudios al respecto, tal hecho plantea la posibilidad de que
estos serogrupos son residentes habituales en nuestro pais.

Con respecto a los serogrupos determinados en raiz de lirio el mas comun fue 052,
seguidos por O34 y O74. De estos, 052 y O74 también fueron identificados en el
trabajo de Solis-Sanchez (2005), este resultado propone que ambos serogrupos son

habitantes permanentes en los canales de Xochimilco.

La resistencia de las bacterias a los antimicrobianos se ha convertido en un problema
comun y cada vez se observa un mayor incremento en muchas partes del mundo.
Vibrio cholerae no es la excepcién y se ha considerado que la susceptibilidad de las
cepas a los agentes antimicrobianos, debe ser determinada al principio de una
epidemia y monitoreada periddicamente para administrar los antibiéticos adecuados
(Ajello et al,, 2003). Los resultados al respecto obtenidos en el estudio, mostraron que
los aislados de agua presentaron resistencia a Amoxicilina y Trimetoprim-
Sulfametoxasol, mientras que todos los aislados de raiz de lirio fueron resistentes a la
Amoxicilina. Esta observacion representa una alerta ante el uso indiscriminado de
dichos antibidticos, principalmente porque al parecer se esta dando una seleccion de
cepas ambientales resistentes a los antimicrobianos prescritos tanto en la atencion
primaria como en los hospitales. Con base en los resultados obtenidos se hace
necesario realizar una caracterizacién molecular de las cepas, para determinar en las
mismas la presencia de integrones (cassettes de DNA con genes de resistencia) que
pueden estar contribuyendo a la diseminacion de genes involucrados con la

resistencia a los antibioticos (Hall y Collis, 1995).



Las cepas de Vibrio cholerae O1 producen diversas exotoxinas con actividad
enterotoxica, proteolitica, hemolitica y citolitica, mismos que se consideran como
factores de virulencia (Kaper et al., 1995; Guhathakurtaa ef a/, 1999). La hemolisina
es una enterotoxina de 65 kD con capacidad citolitica en eritrocitos y cultivos celulares,
tradicionalmente es usada para distinguir entre los biotipos El Tor y El Clasico, ya que
este ultimo no producia la toxina (Kaper ef al., 1995). En este estudio, se identificd en
las cepas de Vibrio cholerae No O1 aisladas, la capacidad para elaborar hemolisinas
(Figuras 11 y 12). Previamente fue reportado por Eslava y cols. (Trabajo premio Glaxo,
2005), que cepas de Vibrio cholerae No O1/No 0139, aisladas de los canales de
Xochimilco (Solis-Sanchez, 2005) presentaban el gene AlyU relacionado con la
expresion de hemolisinas. El que las cepas de Vibrio cholerae No O1/No O139
aisladas en ambos estudios tengan la capacidad para elaborar hemolisinas, indica que
se trata de microorganismos con factores de virulencia con un gran potencial
patogénico para la comunidad expuesta al contacto con el agua de los canales de

Xochimilco.

Vibrio cholerae puede cambiar su fenotipo de liso a “rugoso” como resultado de la
abundante produccién de un exopolisacarido (EPS), el cual proporciona a las cepas
persistencia y supervivencia en el ambiente (Ali ef a/, 2002; Rashid ef a/, 2003). En
algunas de las cepas de Vibrio cholerae aisladas tanto de muestras de agua como en
las de raiz de lirio se pudo observar este fenémeno. En los aislados de raiz de lirio se
observo un pequefio incremento (22.5%) de las variantes rugosas, lo cual sugiere que
estas bacterias lo utilizan como proteccion a los cambios adversos en el ambiente.

Este tipo de fenotipo rugoso, ha sido observado tanto en cepas O1/0139 como en



cepas No O1/No 0139 en aislamientos clinicos y ambientales, siendo mas comun en
las cepas clinicas (Ali ef al, 2002; Rashid ef al., 2003). Este morfotipo también se
relaciona con la resistencia al cloro libre (Morris et al., 1996; Yildiz y Schoolnik, 1999) y
la formacion de biopeliculas, las cuales son sintetizadas por la presencia de los genes
vps. Ademas de que estas biopeliculas estan asociadas con la supervivencia de las
bacterias en ambientes adversos, también son importantes para la bacteria como un
factor para resistir la accion de los antibidticos (Kierek K. y Watnick P., 2003). El
morfotipo arrugado que mostraron las cepas analizadas en este estudio, podria ser
una de las posibilidades para explicar la persistencia de este organismo en el
ambiente, su capacidad para resistir a los antimicrobianos y al tratamiento con cloro
para la desinfeccion del agua.

Consideramos importante realizar estudios futuros sobre la importancia epidemioldgica
de Vibrio cholerae No O1/No 0139, ya que como se observo en el estudio presentan
propiedades de virulencia que los hacen potencialmente patégenos. Por otro lado es
necesario mantener una vigilancia para detectar la posible emergencia de Vibrio
cholerae O1, ya que aun cuando hace mas de cinco anos no se reportan casos de
célera, es factible que esté mimetizado y pueda hacerse aparente de nueva cuenta,
debido a su presencia en estos ambientes y no podemos asegurar que se ha

erradicado.



Conclusiones

Se determiné la presencia de Vibrio cholerae No O1/No 0139 en el influente,
tanque de salida de lodos activados, tanque sedimentador secundario y el
efluente que llega a Xochimilco.

No se determiné la presencia de Vibrio cholerae en el rebombeo.

Los serogrupos O34, O6 y 039 pueden considerarse los mas comunes en las
muestras de agua de la Planta de Tratamiento “Cerro de la Estrella.”

Los serogrupos 052, O34 y O74 fueron los mas comunes en muestras de raiz
de lirio del los canales de Xochimilco.

No hubo relacién con el numero de aislamientos de Vibrio cholerae y los
parametros determinados /in sifu en la Planta de Tratamiento “Cerro de la
Estrella”.

Las cepas aisladas de muestras de agua de la planta de Tratamiento
presentaron solo hemdlisis tipo parcial, mientras que en los aislamientos de
raiz de lirio, se presenté hemdlisis parcial y completa.

La presencia de fenotipos rugosos en cepas aisladas tanto de agua de la
Planta de Tratamiento, como de raiz de lirio en los canales de Xochimilco,
sugiere que Vibrio cholerae presenta mecanismos de resistencia a los
antibidticos, a la desinfeccion y a la persistencia de estos microorganismos en
los ambientes.

Las cepas de Vibrio cholerae aisladas de muestras de agua de la Planta de

Tratamiento mostré que el 64.65% de las cepas fueron resistentes a mas de un



antimicrobiano, encontrandose la Amoxicilina y Trimetoprima-Sulfametoxasol
como la combinacién mas frecuente.

Las cepas de Vibrio cholerae en muestras aisladas de raiz de lirio de los
canales de Xochimilco, mostré que el 100% fue resistente a la Amoxicilina.
Esta observacion representa una alerta ante el uso indiscriminado de dichos
antibidticos, porque al parecer se esta dando una seleccion de cepas
ambientales resistentes a antimicrobianos prescritas tanto en la atencion
primaria como en los hospitales.

Con base en estos puntos podemos concluir que la Planta de Tratamiento
“Cerro de la Estrella” es posiblemente una de las fuentes de contaminacion por
este microorganismo hacia los canales de Xochimilco, aunque en el rebombeo
después de la cloracién no se pudieron aislar estos microorganismos. Sin
embargo, en el trayecto del rebombeo hacia Nativitas, que es el efluente que
llega a Xochimilco se aislan nuevamente estas bacterias, esto posiblemente a
que existen infiltraciones que estén contaminado el agua con este
microorganismo, haciendo que este cuerpo de agua sea un posible reservorio
de cepas patogenas y un posible vehiculo de transmisién de Vibrio cholerae No

O1/No 0139.
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Anexo

Medio de Transporte AMIES

Componentes:

Cloruro de Sodio 3.0g
Cloruro de Potasio 0.2g
Cloruro de Calcio 0.1g
Cloruro de Magnesio 0.1g
Fosfato de Monopotasico 0.2g
Fosfato Disédico 1.15¢g
Tioglicolato de Sodio 1.0g
Agar 4.0g
Agua Destilada 1000ml
Preparacion:

Suspender 10g del medio deshidratado en 100ml de agua destilada y calentar hasta
disolver completamente. Esterilizar a 121°C por 15 minutos, dejar enfriar y en condiciones

de esterilidad distribuir volumenes de 400ml en bolsas de polietileno de 20L.
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Agua Peptonada Alcalina (APA)

e Concentracion Doble

Bactopeptona 20g

Cloruro de Sodio 20g

Agua destilada 1000ml

pH final 8.8+ 0.2 a 25°C

e Concentracién Sencilla

Bactopeptona 10g

Cloruro de Sodio 10g
1000ml

Agua destilada

pH final 8.8+0.2 a 25°C
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Preparacion:

Las sales se disuelven en el agua destilada, dejando reposar 15 minutos, se ajusta el pH
con Hidréxido de Sodio 1N (NaOH 1N) y se esteriliza a 121°C durante 15 minutos, se deja

enfriar y se conserva en refrigeracion hasta su uso.

Agar TCBS (Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa)

Componentes:

Extracto de levadura 5.0g
Peptona proteasa 10.0g
Citrato de sodio 10.0g
Tiosulfato de sodio 10.0g
Bacto oxgall 8.0g
Sacarosa 20.0g
Cloruro de sodio 10.0g
Citrato ferrico 1.0g

Azul de bromotimol 0.044g
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Azul de timol 0.04g
Agar 15.0g
Agua destilada 1000ml
Preparacion:

Resuspender 98.0g del medio deshidratado en 1000ml de agua destilada y dejar hidratar
durante 15 minutos. Calentar con agitacion constante hasta su completa disolucion, sin
dejar que alcance la ebullicion. Distribuir sin esterilizar en cajas petri estériles; es
conveniente preparar este medio el mismo dia en que se empleara y remover la tapa

durante el enfriado para evitar la acumulacion de agua.

Agar de Hierro y Triple Azucar (TSI)

Componentes:
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Extracto de carne 3.0g
Extracto de levadura 3.0g
Bactopeptona 15.0g
Peptona proteasa 5.0g
Lactosa 10.0g
Dextrosa 1.0g
Sacarosa 10.0g
Sulfato ferroso 0.2g
Cloruro de sodio 5.0g
Tiosulfato de sodio 0.3g
Rojo de fenol 0.024¢g
Agar 12.0g
Agua destilada 1000ml
Preparacion:

Resuspender 65g del medio en un litro de agua destilada, obteniendo un pH final de 7.4,
mezclar bien y calentar a ebullicion durante un minuto.
Distribuir en tubos y esterilizar a 121°C por 15 minutos. Dejar solidificar en posicion

inclinada de tal forma que quede una columna de 3 cm y una superficie de aprox. 5 cm.
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Agar LIA (Agar de Lisina Hierro)

Componentes:

Extracto de levadura 3.0g
Bactopeptona 5.0g
Dextrosa 1.0g
Hidrocloruro L-lisina 10.0g
Sulfato ferroso 0.2g
Citrato de amonio férrico 0.5¢g
Tiosulfato de sodio 0.04g
Pudrpura de bromocresol 0.02¢g
Agar 15.0g
Agua destilada 1000ml
Preparacion:

Disolver 34.5g del medio deshidratado en un litro de agua destilada, obteniendo un pH

final de 6.7, se calienta hasta su disolucién y ebullicion, se distribuye a tubos con alicuotas
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de 3 a 4 ml. Esterilizar en autoclave a 120°C durante 12 minutos, dejando que solidifiquen

en forma inclinada.

Medio MIO (Movilidad-Indol-Ornitina)

Componentes:

Extracto de levadura 3.0g
Peptona de gelatina 10.0g
Peptona de caseina 10.0g
L-ornitina 10.0g
Dextrosa 1.0g

Purpura de bromocresol 0.02g
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Agar 2.0g
Agua destilada 1000ml
Preparacion:

Disolver 31 g del medio en un litro de agua destilada, obteniendo un pH final de 6.4, se
calienta hasta disolverse completamente, distribuir de 3 a 4 ml en tubos. Esterilizar a
121°C durante 15 minutos, enfriarlos y dejarlos en reposo en posicion vertical hasta que

solidifiquen.

Agar de Manutencién (Agar nutritivo modificado)

Componentes:
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Extracto de carne 4.0g
Peptona 10.0g
Cloruro de sodio 5.0g
Agar 15.0g
Agua destilada 1000ml
Preparacion:

Se disuelven todos los componentes en un litro de agua destilada, dejando reposar 15
minutos. Calentar hasta su completa disolucion, cuidando de no alcanzar la temperatura
de ebullicion. Esterilizar a 121°C por 15 minutos y vaciar en cajas petri estériles,

esperando a que solidifique.
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Gelosa Especial, pH 8.6

Componentes:

Agar bacteriologico 15¢g
Base de gelosa sangre 20g
Extracto de carne 1.5¢
Cloruro de sodio 10g
Agua destilada 1000ml
Preparacion:

Se agregan todos los componentes a un litro de agua destilada y se mezcla
perfectamente. Se calienta hasta su disolucién cuidando de no llegar a la ebullicion,
después se vierten 5 ml a los viales estériles, se tapan y se les pone cinta adhesiva
alrededor para asegurarlos bien. Se esterilizan a 121°C durante 15 minutos, pasado el

tiempo se inclinan los viales y se espera a que solidifiquen.
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A este medio no es necesario agregarle NaOH 1N, ya que el cloruro de sodio que se le

agrega hace que el pH final sea de 8.6.

Solucién Salina 0.85%

Componentes:
Cloruro de sodio 8.5g
Agua destilada 1000ml

Solucién Salina 0.45%

Componentes:

Cloruro de sodio 4.5¢g
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Agua destilada 1000ml

Preparacion:
Se pesa la sal y se disuelven en un litro de agua destilada, y se esteriliza a 121°C durante

15 minutos.

Formalina 0.6%
Componentes:
Formaldehido HCHO
Preparacion:

Para un litro, se prepara Solucion salina al 0.85% y se le agregan 6ml de formaldehido.

Azida de Sodio 0.1% (NaN3 0.1%) para 700ml.

Componentes:

Azida de sodio PM = 65.02

Preparacion:

Se preparan 700ml de Solucion salina 0.85% y se esteriliza. Ya fri6 se pesan 0.7g de

NaNsy se le agregan a los 700ml de la Solucién salina y se mezcla perfectamente.

Tabla de los antibidticos utilizados para el tratamiento del colera en México.
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En México, esta normado el uso de los siguientes antibacterianos en el tratamiento del

célera de acuerdo a la siguiente tabla:

Edad Antibacteriano Dosis
< de 5 anos Eritromicina, Suspension 30 mg/kg de peso/dia durante 3 dias
5-9 anos Doxiciclina Capsulas 100 mg / una capsula (DOSIS UNICA)
10 - 14 afnos Doxiciclina Capsulas 100 mg / dos capsulas (DOSIS UNICA)
> de 15 anos Doxiciclina Capsulas 100 mg / tres capsulas (DOSIS UNICA)

Fuente: NOM-016-SSA2-1994 "Para la vigilancia, prevencion, control, manejo

y tratamiento del célera”.
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