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RESUMEN

El uso y consumo de agua contaminada es un problema de gran importancia en
materia de salud ya que el agua se considera como una via de transmision de
enfermedades gastrointestinales. Uno de los principales sintomas de una
enfermedad gastrointestinal es la diarrea por lo que se conocen también como
enfermedades diarreicas. Las enfermedades diarreicas pueden ser ocasionadas
por diferentes microorganismos tales como: Campylobacter spp., Salmonella spp.,
Shigella spp. y Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC), los cuales son
prevalentes principalmente en paises en desarrollo ocasionando un numero
elevado de enfermedades diarreicas. En el presente trabajo se determind la
presencia de estos microorganismos en diferentes muestras de agua (agua de
toma domiciliaria, agua subterranea, agua residual, agua de reuso y agua de
riego), a través de la reaccion en cadena de la polimerasa e hibridacion. Las
muestras de agua procedieron de la zona sur del Distrito Federal considerando
Ciudad Universitaria, Xochimilco, delegacion Magdalena Contreras. El proyecto se
dividié en dos fases:

a) Estandarizacion del método, mediante el empleo de microorganismos
cercanamente relacionados y comunmente encontrados en las muestras de agua,
extraccion de acidos nucleicos, amplificacion por PCR de los microorganismos
usando iniciadores especificos, determinacion de la especificidad y sensibilidad,
hibridacion DNA-DNA y secuenciacion de los amplicones;

b) Analisis de muestras de agua para uso y consumo humano por PCR-

Hibridacion, para determinar la presencia de Shigella spp., Salmonella spp.,
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Campylobacter spp. y Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC). Los resultados de
este estudio indican que ETEC esta presente en mas del 50% de todos los tipos
de agua y es la toxina termoestable (ST) la que detecta con mayor frecuencia. En
las muestras en las que se encontré la toxina termolabil (LT) de ETEC también se
evidencio la toxina termoestable, asi como en algunas otras solo se encontré a ST
pero no se encontrd6 a LT de manera individual. También se determind la
presencia de Shigella spp., principalmente en el agua de reuso (55.6%) y en el
agua de riego (42.1%), mientras que Campylobacter spp. y Salmonella spp. no
fueron detectadas en ningun tipo de agua. El uso de las técnicas moleculares
permite tener un instrumento de deteccidn a nivel de género y especie (este ultimo
en el caso de ETEC), de manera rapida y con una alta sensibilidad. En conclusién,
se detectd la presencia de Shigella spp. y Escherichia coli Enterotoxigénica en
todo tipo de agua, excepto, Shigella spp., en agua de toma domiciliaria. La
presencia de patéogenos entéricos es indicativo de contaminacion fecal, ademas,
implica que el uso y consumo de agua con microorganismos patdégenos representa

un riesgo para la salud.
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EVOLUCION DE LA NOMENCLATURA EN EL GENERO Salmonella

Posicion ] . ' .
o Género Especie Subespecie Serotipo
taxonOmica
Letra inicial Letra con Letra con Letra inicial
Formato de mayuscula y con formato en formato en mayuscula,
escritura formato en cursiva cursiva sin formato en
cursivas cursivas.
. Salmonella enterica enterica Typhi
Ejemplo . N
Salmonella bongori salamae Typhimurium

Por lo que para escribir el nombre del serotipo puede ser: Salmonella enterica

subsp. enterica serovar Cholerasuis, 6 bien, Salmonella Choleraesuis.

Las reglas de nomenclatura fueron tomadas de Lin-Hui, y cols. 2007 (44).
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INTRODUCCION

El agua como fuente de transmision de enfermedades gastrointestinales

El consumo de agua contaminada es un problema de gran importancia en
salud publica. La contaminacién del agua ocurre de dos fuentes principales: por
organismos patogenos y por la materia en suspension. La contaminacion del agua
por organismos patdégenos ocurre cuando la materia fecal humana y/o animal
entra en contacto con las fuentes de agua potable (como rios, lagos, pozos, o
aguas subterraneas); esto es comun durante las inundaciones y también en otras
ocasiones, cuando la poblacién es desplazada y los recursos de agua que estan
disponibles son frecuentemente de muy baja calidad (34).

Como se ha dicho una fuente importante de transmisién de enfermedades
gastrointestinales es el agua contaminada; asi como los alimentos ya sea que
sean contaminados durante su irrigacion o alimentos como peces y mariscos
procedentes de aguas contaminadas (49).

Las enfermedades causadas por microorganismos que se transmiten a
través del agua son predominantemente de origen fecal. La eficacia de los
tratamientos de agua para remover bacterias patdogenas se basa en la referencia
de bacterias indicadoras de contaminacién fecal, tal como: Escherichia coli (E.
coli), el cual es excretado en heces de animales de sangre caliente, y por algunos
reptiles. Sin embargo, hay patégenos entéricos diferentes a E. coli que son
resistentes a la desinfeccién (filtracion y cloracion) y persistentes en el agua (por

ejemplo: Cryptosporidium parvum y Giardia) (4).



La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) considera que la diarrea es un
sintoma comun en infecciones gastrointestinales causada por una bacteria, virus o
parasito y por ello gran numero de enfermedades asociadas al consumo de agua
se conocen como enfermedades diarreicas (49). Las enfermedades diarreicas son
una de las principales causas de morbilidad y mortalidad alrededor del mundo y es
clasificada como la cuarta causa de muerte y la segunda causa de pérdida de
afios de vida productiva, por mortalidad prematura y discapacidad (45). A nivel
mundial se presentan 1,300 millones de gastroenteritis con una mortalidad de 3
millones anualmente (20).

La OMS estima que alrededor de 1.1 billones de personas en el mundo
consume agua contaminada y en donde, la mayoria de las enfermedades
diarreicas (88%) son atribuidas al consumo de esta, falta de sanidad e higiene.
Varias aproximaciones en América del Norte sugieren que del 15 al 30% de las
enfermedades gastrointestinales son transmitidas por el agua. Mientras que en
regiones en desarrollo, donde hay un alto indice de endemicidad de enfermedades
gastrointestinales y elevadas concentraciones de patégenos en agua no se
determina la proporcién en la que estos se encuentran (4).

Los organismos que se encuentran en el agua y ocasionan enfermedades
diarreicas, son de origen: bacteriano, viral y protozoario. De acuerdo al estudio
realizado por Albert y cols., los principales patdgenos entéricos de tipo viral son:
rotavirus y adenovirus; protozoarios: Cryptosporidium parvum, Entamoeba
hystolitica y Giardia lamblia; y de tipo bacteriano: Campylobacter jejuni,
Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC), Shigella spp., Vibrio cholerae,

Salmonella spp., entre otros (1).



La dispersidn por agua de los agentes patdgenos causantes de enfermedad
depende de varios factores como: la supervivencia del patégeno, su capacidad
para multiplicarse en el ambiente y conservar su patogenicidad, aun tras un estado
de latencia asi como la dosis del patdogeno requerida para causar infeccion en los
individuos susceptibles (29).

El agua es utilizada varias veces, para consumo humano, para riego, para
produccion industrial, para generacién de energia eléctrica, para remocion de
desechos y a la vez es el soporte de los ecosistemas naturales. Los usos del agua
se clasifican de varias formas:

Uso municipal, que incluye agua para uso doméstico, comercial e industrial
y servicios al publico.

Uso para riego agricola, uso pecuario, acuicola o agua utilizada para fines
recreativos y para transporte (29).

De acuerdo con la Comision Nacional del Agua de 2001 a 2004 los
principales usos son:

e Agropecuario, que incluye usos agricola, pecuario, acuacultura y otros.
e Abastecimiento al publico, para uso publico urbano y doméstico.
e Uso industrial, para uso de la industria, servicios y generacion de energia

eléctrica (29).

En el presente estudio se utilizé agua de diferentes sitios, las cuales se
agruparon de acuerdo a su uso Yy procedencia, el agua de abastecimiento al

publico es agua de uso y consumo humano:



Agua de uso y consumo humano, es aquella que no contiene contaminantes
objetables, ya sean quimicos o agentes infecciosos y que no causa efectos
nocivos para la salud, también denominada agua potable (42), que se dividio de
acuerdo al sitio de muestreo en: agua de toma domiciliaria y agua subterranea,;

El agua de uso agropecuario, para generacion de energia eléctrica, es de tipo
residual, o aguas tratadas:

Agua residual, aguas de composicion variada provenientes de las descargas
de usos municipales, industriales, comerciales, agricolas, pecuarias, domésticos y
similares, asi como la mezcla de ellas (41).

Agua residual tratada, son aquellas que mediante procesos individuales o
combinados de tipo fisicos, quimicos, biolégicos u otros, fue adecuado para su
reuso en servicios al publico (41). El reuso en servicios al publico son con contacto
directo (llenado de lagos y canales artificiales, recreativos con paseo en lanchas,
remo, canotaje, esqui, riego de parques y jardines) o con contacto indirecto u
ocasional (riego de camellones, campos de golf, abastecimiento de hidratantes de
sistemas contra incendio, lagos artificiales no recreativos, barreras hidraulicas y
panteones) dividida por el sitio de muestreo en: agua de riego (agua de reuso con
contacto directo) y agua de reuso (agua de reuso con contacto indirecto u

ocasional) (41).

Principales agentes causales de gastroenteritis

Como ya se menciond algunos de los principales patdégenos entéricos de

origen bacteriano son: Campylobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp., y
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Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC). Estos patdégenos entéricos al igual que
otros tienen un ciclo tradicional que inicia con la entrada del patégeno, seguida por
el establecimiento y la multiplicacion evitando las defensas del hospedero
causando un dafio y su salida, esto es ejecutado por sistemas macromoleculares
de los patdégenos aunque las moléculas efectoras usadas y los efectos causados
en el hospedero varian para cada patdgeno aunque algunos son conservados

(15).

s Campylobacter spp.

Las especies de Campylobacter son bacterias con forma espiral,
microaerofilicas, Gramnegativas, las cuales sobreviven en el tracto gastrointestinal
de una amplia gama de organismos hospederos (13). Este género comprende 18
especies y 6 subespecies (12).

En la actualidad, Campylobacter es una de las causas mas frecuentes de
gastroenteritis bacteriana aguda, tanto en paises desarrollados, como en
desarrollo (13). Dentro de este género, Campylobacter jejuni subespecie jejuni (C.
jejuni) y Campylobacter coli (C. coli) son los microorganismos mas frecuentemente
asociados con la enfermedad, lo que representa mas del 95% de las infecciones
cuando se utilizan medios de cultivo selectivos para su aislamiento (13), también
se ha encontrado en menor frecuencia a Campylobacter lari como agente causal

de gastroenteritis humana (23).



Se han considerado como fuentes de brotes de infeccion masiva por este
microorganismo: un tratamiento inapropiado de la leche, el consumo de la leche
cruda y un tratamiento inadecuado del agua (47).

La transmision directa es principalmente ocupacional (agricultores,
carniceros, trabajadores de mataderos y procesadores de aves de corral), pero los
animales domeésticos traen la infeccion a los hogares. En nifios la transmision
entre humanos es poco frecuente. La propagacion nosocomial dentro de las
unidades neonatales fue observada en raras ocasiones. Las causa posibles de
estos brotes son la desinfeccion inadecuada de las bafieras de los bebes y el no
desinfectar las incubadoras a cada cambio de nifio (47).

Varios determinantes de virulencia son propuestos para Campylobacter
jejuni y Campylobacter coli, incluyendo motilidad, adherencia, capacidad invasiva y
produccion de toxina (Figura 1). La toxina mejor caracterizada en Campylobacter
spp., es la toxina de distension citoletal (CDT). La CDT causa distensién celular
progresiva en células epiteliales intestinales y recientemente, se ha demostrado
que la CDT de C.jejuni causa sensibilidad celular al ser bloqueada en la fase G,
de su ciclo celular, lo que indica que CDT tiene un novedoso mecanismo de accion
para una toxina bacteriana (18).

El espectro clinico de enteritis por Campylobacter va de una diarrea acuosa,
no sanguinolenta y no inflamatoria, a una diarrea inflamatoria severa con dolor
abdominal y fiebre (18). La dosis infectiva para el desarrollo de una

campilobacteriosis es tan baja como de 500 a 800 bacterias (50).



Figura 1. Invasion de Campylobacter jejuni a las células del epitelio intestinal. Tomada de Young

IK'y cols. 2007 (50)

Hasta hace poco, Campylobacter fetus (C. fetus) subespecie fetus fue
considerado como un patdégeno animal que causa aborto y esterilidad bovina y
ovina. Recientemente, se demostré que C. fetus tiene la posibilidad de causar
epidemias y enfermedades esporadicas de origen alimentario en humanos (6).

La identificacion de Campylobacter spp., es problematica debido a su
inercia bioquimica y a sus requerimientos nutricionales de crecimiento, lo que lo
clasifica como un microorganismo fastidioso. La diferenciacion entre
Campylobacter jejuni subsp. jejuni (C. jejuni subsp. jejuni) y Campylobacter coli (C.
coli) se complica por su relacidon genotipica y fenotipica. Bioquimicamente se
diferencian sélo en su capacidad para hidrolizar hipurato, C. coli es hipurato

negativa, pero son también conocidas cepas de C. jejuni subsp. jejuni hipurato



negativas. La correcta identificacion proporciona informacién importante sobre la
prevalencia de diferentes especies la cual es implementada en estudios
epidemiologicos y de evaluacion de riesgos ya que algunas de estas cepas
presentan resistencia a eritromicina (13).

Se considera que las Campilobacteriosis causan del 5% al 14% de los
casos de diarrea a nivel mundial, causando un numero mayor de casos de diarrea
en comparacién con Salmonella, tanto en paises desarrollados como en paises
envias de desarrollo (4). Tan solo en Estados Unidos se estima ocurren de 2.1 a

2.4 millones de casos de campilobacteriosis humana cada afio (2).

% Salmonella spp.

El género Salmonella comprende bacterias anaerobias facultativas
Gramnegativas de la familia Enterobacteriace, conformado por tres especies;
Salmonella bongori, Salmonella enterica y Salmonella subterranean (44). El linaje
de Salmonella entérica (S. enterica) se postula que han ramificado en distintas
subespecies. Las subespecies de S. enterica estan clasificadas en mas de 2,300
serovares que incluyen patdégenos de importancia médica y veterinaria. Estos
serovares difieren en su gama de huéspedes y su grado de adaptacion. Por
ejemplo, S. enterica serovar Dublin (Salmonella Dublin) infecta al ganado vacuno;
Salmonella enterica serovar Choleraesuis (Salmonella Choleraesuis) infecta a
cerdos y otros mamiferos; Salmonella enterica serovar Typhimurium (Salmonella
Typhimurium) y Salmonella enterica serovar Enteritidis (Salmonella Enteritidis)

infectan multiples hospederos incluyendo humanos, roedores, ganado vacuno,
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aves de corral y ovejas; Salmonella enterica serovar Typhi (Salmonella Typhi) y
Salmonella enterica serovar Paratyphi (Salmonella Paratyphi) infectan a humanos
(17).

El género Salmonella es el agente causal de diferentes infecciones
intestinales, conocidas como salmonellosis. La salmonellosis humana se divide en
dos sindromes: 1) La fiebre entérica, que incluye la fiebre tifoidea causada por
Salmonella Typhi, y la fiebre paratifoidea que es patoldgica y clinicamente similar
a la tifoidea, pero con sintomas menos severos, causada por Salmonella Paratyphi
A, B, o C; 2) La gastroenteritis o envenenamiento por alimentos, la cual es la mas
comun de las infecciones, causada por muchos serotipos. Los serotipos mas
comunes en la salmonellosis no-tifoidéica son Salmonella Typhimurium vy
Salmonella Enteritidis (9).

Salmonella cuenta con cinco islas de patogenicidad, los genes localizados
en la isla de patogenicidad 1 (SPI-1) son genes involucrados en la invasion de
células epiteliales, apoptosis de macrofagos, activacion de cascadas dependientes
de MAP cinasas (cinasas de proteinas activadas por mitdogenos); los genes
localizados en SPI-2 y SPI-3 regulan la supervivencia y replicacion bacteriana.
SPI-4 codifica para un sistema de secrecion tipo | y SPI-5 codifica para factores
involucrados en la secrecién fluida y reaccion inflamatoria en la mucosa intestinal
(20). Después de la ingestiéon de agua y alimento contaminado Salmonella spp.,
entra al intestino delgado, atraviesa la capa de la mucosa intestinal encontrandose
y adhiriéndose a las células del epitelio intestinal, posteriormente invade las
células epiteliales por distintos procesos morfolégicos, “endocitosis mediada por la

bacteria”. Después de la adhesion de la bacteria a la superficie de las células
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apicales ocurre un rearreglo del citoesqueleto de la célula del hospedero
rompiendo el borde de cepillo de las células epiteliales e induciendo
subsecuentemente la formacion de ondulaciones en la membrana que llegan y
encierran a la bacteria en vesiculas. La migracion de los fagocitos infectados a
otros érganos del sistema reticulo endotelial probablemente facilita la diseminacién

de la bacteria al huésped (33), ver figura 2.

Enteritis

IL-8

Fiebre entérica
o1

E = Enterocito
b = CéElula M
M = Mewtrafilo
M = Macrdfago
== = Salmanella Migracion de macrofagos infectados a
loz drganos reticuloendoteliales wia
linfatica v sangre.
Ewerto genes de virulencia

1. Endocitosis —
2. Reclutamiento v migracion de neutrafilos.

3. Secresion de fluidos v electrolitos

4. Secresidn de citocinas. —
5. Sobrevivencia en macrofagos.

—— SPI-1 TTES

Figura 2. Eventos de la patogénesis asociada a Salmonella. Tomada de Ohl ME y Miller

S, 2001 (33).
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En SPI-1 se encuentra ademas un complejo llamado inv-spa el cual esta
involucrado en promover la entrada de antigenos a las células del huésped a
través de un sistema de secrecion tipo lll. EI complejo inv-spa esta conformado
por 5 genes: invH, invE, invA, spaM y spaN. invE es un gen regulador e invA es un
gen importante para el microorganismo, por su participacion en el proceso de
invasién a los enterocitos (7).

La gastroenteritis causada por salmonella es clinicamente indistinguible de
otras causadas por otros microorganismos. Los sintomas son fiebre, dolor de
cabeza, calambres abdominales y diarrea. Los sintomas de la fiebre entérica
incluyen escalofrios, mialgia, artralgia, rash, diarrea. El diagndstico requiere del
aislamiento del patdégeno, microscopia fecal, pruebas bioquimicas y seroldgicas
(11), un estudio en sujetos sanos mostré que las dosis infectivas para diferentes
serotipos de Salmonella son mayores a 1x10° bacterias (27).

La salmonelosis es mas prevalente en Africa, Asia, y Sudamérica. Se
estima que a nivel mundial se presentan mas de 16 millones de fiebre tifoidea por

afio con aproximadamente 6 millones de casos fatales (20).

% Shigella spp.

Los miembros del género de Shigella son bacilos anaerobios facultativos,
Gramnegativos perteneciente a la familia Enterobacteriace, son genéticamente
relacionados con subtipos de Escherichia coli Enteroinvasiva. El género esta

dividido en cuatro especies Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydii y
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Shigella sonnei. Estas especies son divididas en serotipos basados en sus
diferencias bioquimicas y variaciones en el antigeno somatico “O” (24).

La patogénesis de las infecciones debidas a Shigella dependen
primariamente de un plasmido que codifica para factores que permiten la entrada
de la bacteria a la célula, de libre crecimiento en el citoplasma y propagarse a
células adyacentes (15).

La habilidad de colonizar e invadir células intestinales es mediada en parte
por el locus asociado a invasion (ipa) el cual es llevado en un plasmido de 120 a
140 MDa y el antigeno de invasion plasmidico H (IpaH) que se encuentra en
multiples copias tanto en el plasmido, como en el cromosoma de estos
organismos; IpaH es una proteina necesaria para la invasion de células epiteliales
(38).

Se ha descrito que en la mucosa del colon, las bacterias cruzan la mucosa
epitelial por invasion a las células M sobreponiéndose a los foliculos linfoides, los
que les permite alcanzar el polo basolateral de las células epiteliales donde se
induce su captura. La entrada a la célula epitelial involucra un rearreglo del
citoesqueleto de la célula que se extiende mas alla de la zona de contacto entre la
bacteria y la membrana celular, lo que conduce al ondulamiento y hundimiento de
la bacteria dentro de la vacuola (36). La invasion a las células epiteliales de la
superficie basolateral, es dependiente del aparato de secrecion tipo Il codificado
en el plasmido. Dos proteinas son secretadas por este sistema IpaB e IpaC, las
cuales, son insertadas en la membrana de la célula hospedera y median la
entrada directa a la célula. Una vez internalizada por las células epiteliales, la

bacteria rapidamente lisa la membrana de la vacuola de entrada y accede al
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citoplasma de la célula donde se multiplica (15). Mediante la induccidon de la
polimerizacion de la actina en uno de sus polos, las bacterias intracelulares se
mueven dentro del citoplasma de las células infectadas. Este movimiento genera
la formacion de protuberancias que contienen una bacteria y son absorbidos por
las células epiteliales adyacentes, permitiendo asi que la bacteria se disemine de
célula a célula sin estar expuesto al medio externo (36).

Las bacterias liberadas por las células M (después de su internalizacion
inicial) o de las células epiteliales (después dentro de la multiplicacion intracelular)
interactuan con los macrofagos, escapan de la vacuola fagocitica e inducen la

apoptosis de las células infectadas, ver Figura 3 (36).

Figura 3. Modelo de la patogenicidad inducida por Shigella spp. La bacteria cruza la barrera del
epitelio a través de la entrada a las células M (1). Hay liberacién de macréfagos los cuales induce
apoptosis (2) y alcanzan el polo basolateral de las células epiteliales (3), en los cuales se induce su
entrada (4). El movimiento intracelular de la bacteria (5) lleva a la formacién de protuberancias y
diseminacién de la bacteria dentro del epitelio (6). La liberacién de citocinas y quimiocinas,
incluyendo IL-1 por macréfagos apoptéticos (A) e IL-8 por enterocitos infectados (B), promueven el
reclutamiento de monocitos que migran a través del epitelio (C), facilitando la entrada de la bacteria
a las células epiteliales (D) e incrementando la invasion del epitelio (E). Tomada de Parsot C. 2005
(36).
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Otro factor de virulencia es la capacidad de producir una exotoxina llamada
toxina Shiga (Stx) que es liberada durante la lisis celular relacionada a Shigella
dysenteriae que es a la vez citotdoxica y neurotoxica (46). La toxina Shiga y el
lipopolisacarido de estos organismos permite la invasion del epitelio.

Una infeccion intestinal debida a Shigella spp., resulta en una inflamacion
severa del coldén (37). La destruccion de las células del epitelio produce diarrea
acuosa, dolor abdominal severo y calambres, en el caso de la disenteria bacilar
hay heces mucoides y sanguinolentas (24), es altamente infectiva ya que requiere
menos de 100 células para causar una infeccion (24). Las complicaciones son
raras e incluyen: sindrome urémico hemolitico, encefalopatia, deshidratacion,
sepsis y fallecimiento. Algunos estudios realizados demuestran la aparicion de
resistencia a antibidéticos como ampicilina y trimetoprim-sulfametoxazol, que son
los antibioticos mas usados para el tratamiento de este tipo de gastroenteritis (8,
10).

La alta incidencia de Shigella en paises en desarrollo es atribuida
generalmente a la falta de agua limpia, pobres condiciones de higiene,
desnutricion y el costo de los antibidticos para el tratamiento (24). Shigella spp., es
un patdgeno que se transmite por ruta fecal-oral. Es una de las causas mas
frecuentes de diarrea del viajero, afecta a ninos con mayor frecuencia que a los
adultos principalmente en paises en desarrollo (10).

La frecuencia reportada de enfermedades causadas por estos
microorganismos es de 60%, 15% y 6% para Shigella flexneri, Shigella boydii, y
Shigella dysenteriae en paises en desarrollo y de 16%, 77% y 1% en paises

desarrollados, respectivamente (38).
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La identificacion de Shigella en muestras ambientales donde el numero de
microorganismo es pequefio es limitada ya que depende del medio de
enriquecimiento para su aislamiento, por lo que los ensayos directos de deteccion
de acidos nucleicos mediante el uso de sondas de DNA y amplificacion por PCR
son utiles para detectar la presencia del microorganismo (21).

Se estima que anualmente ocurren 165 millones de casos de enfermedades
diarreicas causada por Shigella de los cuales 163 millones ocurren en paises en
desarrollo y 1.5 millones en paises industrializados. Ademas, se estima que 1.1

millones de personas muere anualmente de una infeccion causada por Shigella

spp. (38).

s Escherichia coli enterotoxigénica

Entre las bacterias patégenas Escherichia coli (E. coli) tiene una funcion
importante ya que es un microorganismo anaerobio facultativo Gramnegativo
predominantemente no patogénico miembro de la microflora intestinal humana.
Sin embargo, algunas cepas desarrollaron la capacidad de causar enfermedades
gastrointestinales, urinarias, y del sistema nervioso central en el humano. Las
cepas causantes de diarrea son divididas en cinco grupos: E. coli
Enteroagregativa (EAEC), E. coli Enteropatégena (EPEC), E. coli Enteroinvasiva
(EIEC), E. coli Enterohemorragica (EHEC) y E. coli Enterotoxigénica (ETEC) (30).

Escherichia coli Enterotoxigénica coloniza la superficie de la mucosa del
intestino delgado y elabora enterotoxinas las cuales dan lugar a la secrecion

intestinal. La colonizacion es mediada por uno o mas factores de colonizacion
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(CFs) fimbriales o fibrilares los cuales son designados como CFA (factores de
colonizacion antigénicos), CSs (antigenos coli de superficie) o PCF (factor de
colonizacion putativo) seguido por un numero (26).

Escherichia coli Enterotoxigénica es toxigénica por la produccion de
enterotoxina termolabil (LT) y/o enterotoxina termoestable (ST). La toxina
termoestable y termolabil son codificadas por genes codificados en plasmidos y
son usualmente evaluados por métodos fenotipicos o genotipicos para la
diferenciacién de ETEC de otros tipos de E. coli (28).

La toxina termolabil es una clase de enterotoxina estrechamente
relacionada en estructura y funcién a la toxina colérica (CT) la cual es expresada
por Vibrio cholerae. LT tiene actividad de ADP-ribosil transferasa y transfiere una
fracciéon de ADP-ribosil de NAD a la subunidad a del sistema estimulador de la
proteina G, lo que lleva a una activacion permanente de la adenilato ciclasa y esto
a su vez conduce a un incremento en los niveles de Adenosin monofosfato ciclico
(AMPc) intracelular, activacion de cinasas dependientes de AMPc y la eventual
activacion de canales de cloro en células epiteliales. LT también estimula la
sintesis de prostaglandinas y al sistema nervioso entérico, ambas actividades
llevan a la secrecién e inhibicion de la absorcion de iones (26).

La toxina termoestable es una toxina pequefa de un solo péptido que
incluye dos clases (STa y STb), los cuales difieren en estructura y mecanismos de
accién. El principal receptor para STa es la guanilato ciclasa de membrana; la
unién de STa a la guanilato ciclasa estimula la actividad guanilato ciclasa y da
como resultado un incremento de Guanosin monofosfato ciclico (GMPc)

intracelular lo cual a su vez activa cinasa dependientes de GMPc o AMPc e
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incrementa la secrecién. STb eleva las concentraciones de Ca®* en el citosol y
estimular la liberacion de prostaglandina E2 lo que a su vez estimula la liberacion
de serotonina, todos estos mecanismos incrementan la secrecion de iones (26).
Escherichia coli Enterotoxigénica expresa una o ambas toxinas LT y ST. La
toxina termoestable es codificada por dos genes diferentes estA y ST1 ambos
codifican para péptidos pequefios (18 y 19 aminoacidos) con funciones y
secuencias de genes similares. La toxina traducida es llamada STh (estA)
originalmente encontrada en un aislamiento humano de ETEC y STp (st1)
encontrada en ETEC proveniente de cerdo. Los genes de ST son expresados de
forma individual o en combinacion con los genes de LT (eltA y eltB). eltAB son
expresado de forma individual unicamente, por lo que hay siete combinaciones
que expresan las cepas de ETEC de manera individual: STh, STp, STh/LT,
STp/LT, LT, y menos comun, STh/STp y LT/STh/STp. ETEC también expresa
diferentes factores de colonizacion (CFs) que median la adhesion bacteriana a las
células del intestino, asi como su unién a células del intestino (25). Las cepas de
ETEC expresan uno o mas de los 22 diferentes factores de colonizacion, lo que

conlleva a una gran variacion en los perfiles de virulencia en aislados clinicos (39).
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Figura 4. Mecanismos de accién de las toxinas termolabil y termoestable de Escherichia

coli Enterotoxigénica, tomada y modificada de Kaper JB y cols., 2004 (26).

Escherichia coli Enterotoxigénica es una de las bacterias mas comunes
causante de diarrea infantil en paises en desarrollo y una causa mayor de diarrea
de viajeros. ETEC es transmitida por la ruta fecal-oral, por comida contaminada
y/o agua y afecta tanto a la poblacién local y a los viajeros de estas zonas (28), la
dosis infectiva probable para que ETEC se establezca en el intestino delgado va
de 100 millones a 10 billones de bacterias (19).

El mecanismo por el cual se postula que Escherichia coli Enterotoxigénica
sobrevive durante periodos interepidémicos en ambientes acuaticos es por la
formacion de biopeliculas pero también por la capacidad de cambiar de una fase

latente a una fase llamada viable pero no cultivable (VBNC, por sus siglas en
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inglés: Viable But NonCulturable). La forma VBNC es inducido por estrés
ambiental como la residencia en agua sugiere ser un mecanismo de supervivencia
durante condiciones estresantes y también una ruta de transmision (28).

El estandar de oro para la deteccion de Escherichia coli Enterotoxigénica en
varios tipos de muestras es el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA) para la toxina gangliosido GM1. Este método es ampliamente usado para
la deteccion de toxinas ETEC y la caracterizacion de ETEC. La ELISA GM1
requiere el cultivo de las muestras y tiene baja sensibilidad y consume por lo
general mayor tiempo comparado con la reacciéon en cadena de la polimerasa

(28).

Importancia de las enfermedades diarreicas en México.

En el 2001, la Organizacion Mundial de Salud reporté que en México, se
registraron 1,575 muertes en niflos menores de un ano siendo esta ocasionada
por una infeccion intestinal, mientras que en el mundo de 2000 a 2003 el 5% de
las muertes en nifhos menores de 5 afos es causada por una enfermedad
diarreica (48).

De acuerdo a los datos reportados por el sistema de informacion de la
direccion general de epidemiologia en nuestro pais en 2007, las infecciones
intestinales causadas por microorganismos diferentes a Vibrio cholerae,
Salmonella spp., y mal definidas es la segunda causa de enfermedad siendo las
personas de 1 a 4 anos y de 25 a 44 afios de edad las mas afectadas, con un total

de mas de cuatro millones de casos de infecciones intestinales en toda la
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poblacién. Las enfermedades como la fiebre paratifoidea y otras salmonelosis en
2007 se encontraron dentro de las primeras 20 causas de enfermedad siendo la
poblacién de 25 a 44 afos de edad la mas afectada y de acuerdo a las cifras
estimadas en 2008 se presentaron mas de 400,000 casos de fiebre tifoidea,
paratifoidea y otras salmonelosis. También en 2008 se estima que hubo mas de
cinco millones de enfermedades infecciosas intestinales(14).

En México la Norma Oficial Mexicana 127 de la secretaria de salud (NOM-
127-SSA1-1994) indica los limites permisibles de microorganismos de origen fecal
y coliformes totales, al igual que la NOM-003-ECOL-1997, establece los limites
maximos permisibles de contaminantes para las aguas residuales tratadas que se
reusen en servicios al publico pero no sugiere la busqueda de microorganismos
patdogenos que se sabe estan en agua para uso y consumo humano ocasionando
problemas de salud de gran importancia y la NOM-001-ECOL-1996 establece los
limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas de agua
residuales pero no indica la busqueda de microorganismos de ningun tipo (41, 40,
42). Por lo que hay un interés particular en el desarrollo y establecimiento de un
método rapido, facil y relativamente de bajo costo en adicion a la exactitud y

sensibilidad para la deteccioén de patogenos.
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JUSTIFICACION

En México soOlo se considera obligatorio la busqueda de indicadores
generales de contaminacién microbioldgica, especificamente organismos
coliformes totales y/o fecales, y ocasionalmente a Escherichia coli en el agua para
uso y/o consumo humano; no se considera la busqueda especifica de
microorganismos patogenos causantes de enfermedades gastrointestinales, que
debido a las cifras elevadas de casos en nuestro pais es necesario un método que
permita la deteccidn rapida y eficiente de microorganismos tales como:
Campylobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp. y Escherichia coli

Enterotoxigénica.
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HIPOTESIS

Ho. Si se detecta de la presencia de Campylobacter spp., Salmonella spp.,
Shigella spp., y Escherichia coli Enterotoxigénica en agua para uso y
consumo humano por PCR-Hibridacion, entonces el agua representa un

riesgo para la salud.
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OBJETIVO GENERAL

% Deteccion de Campylobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp. y

Escherichia coli Enterotoxigénica en agua para uso y consumo humano.

OBJETIVOS PARTICULARES

% Estandarizar el método de deteccion de Campylobacter spp., Salmonella

spp., Shigella spp. y Escherichia coli Enterotoxigénica.

X/

% Determinar la sensibilidad y especificidad del método de deteccién (PCR-

hibridacion).

% Detectar la presencia de Campylobacter spp., Salmonella spp., Shigella

spp. Yy Escherichia coli Enterotoxigénica en agua para uso y consumo

humano.
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METODOLOGIA

El presente proyecto se dividio en dos fases metodoldgica:

1) La estandarizacion de la deteccion por PCR e hibridacion. En esta etapa se
determinaron las condiciones para llevar a cabo la amplificacion por PCR,
de cada uno de los genes de los microorganismos estudiados, asi como las
condiciones de hibridacién y con ello determinar la especificidad vy
sensibilidad de los ensayos de deteccion por PCR e hibridacion.

2) Analisis de muestras de agua para uso y/o consumo humano. En esta fase
experimental se determiné la presencia de Campylobacter spp., Salmonella
spp., Shigella spp., y Escherichia coli Enterotoxigénica a través del PCR e

hibridacion.

ESTANDARIZACION DE LA DETECCION POR PCR E HIBRIDACION

Recuperacion de las cepas tipo

Para realizar la estandarizacion de los diferentes ensayos de amplificacion por
PCR-Hibridacién se emplearon las siguientes cepas tipo: Campylobacter coli
ATCC 2232, Campylobacter jejuni ATCC 33291, Enterobacter cloacae ATCC
13047, Enterobacter aerogenes ATCC 13098, Enterobacter aerogenes ATCC
35029, Escherichia coli ATCC 10536, Escherichia coli K12, Escherichia coli

Enterotoxigénica ATCC H10407 y Escherichia coli Enterotoxigénica ATCC 109C2
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(Donadas por el M en C Armando Navarro, Facultad de Medicina, UNAM),
Escherichia coli Enterotoxigénica ATCC 35401 (Donada por la M en C Gloria Luz
Paniagua Contreras, Facultad de Estudios Superiores de lztacala, UNAM),
Helicobacter pylori ATCC 700824 (Hp J99), Helicobacter pylori ATCC 700392 (Hp
26695), Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Proteus vulgaris ATCC 13315, Salmonella Cholerae-suis ATCC 700730,
Salmonella Typhimurium ATCC13311, Salmonella Typhi ATCC 13018,
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Shigella flexneri ATCC 12022, Vibrio
cholerae CDC Vc12, y Shigella boydii L1, Proteus mirabilis y Salmonella Enteritidis
(aislamientos ambientales); Las cepas fueron recuperadas en caldo BHI e
incubadas a 37°C por 24 horas (a excepcion de las cepas de Campylobacter y
Helicobacter que se recuperaron en placas de agar sangre de carnero y en medio
de prueba para Haemophilus suplementado con suero de caballo,
respectivamente; en condiciones de microerofilia), posteriormente, se sembraron
por estria cruzada en agar base sangre e incubadas a 37°C por 24 horas. La
identificacion de las cepas bacterianas se realizd con diferentes pruebas
bioquimicas, tales como: Rojo de metilo-Voges Proskauer, caldo Malonato,
Sulfhidrico-Indol-Movilidad, Movilidad-Indol-Ornitina, Citrato, Agar Hierro Triple
azucar, Agar de Kigler, agar DNAsa, adicionalmente las cepas de Vibrio cholerae,
Salmonella y Shigella fueron aglutinadas con su antisuero correspondiente. Una
vez confirmada su identificacion, se sembrd una colonia de cada una de las cepas
en agar base sangre en estriado masivo y se incubaron a 37°C de 18 a 24 horas,
posteriormente, se cosecharon en solucién reguladora de Tris-HCI 10 mM, pH 8.0

- EDTA 1 mM (TE) para la extraccién de los acidos nucleicos.
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Extraccion de DNA

A 200 pL de la suspension bacteriana en TE, se le adicionaron 500 uL de
Tiocinato de Guanidina-EDTA-Sarcosinato (GES: Guanidina 5 M, EDTA 0.1 M,
Sarcosinato 1%) y 25 yL de RNAsa (10 mg/mL), se mezcld por inversion y se
incub6 a temperatura ambiente durante 60 minutos. Se adicionaron 250 pL de
acetato de amonio 7.5 M frio, se mezclé suavemente por inversion y se incubo en
hielo durante 20 minutos. Después, se adicionaron 550 yL de una mezcla de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1, v/v), se agitoé por inversién durante 5 minutos y
se centrifugaron a 16,000 x g, durante 10 minutos a temperatura ambiente, se
recuperd la fase acuosa y se repiti6 una vez mas. Posteriormente, a la fase
acuosa, se le adiciondé un volumen de isopropanol, se mezcld por inversién, los
tubos se centrifugaron durante 5s a 16,000 x g, y se realizaron dos lavados con
500 pL de etanol al 70% cada uno, se centrifugaron durante 5s a 16,000 x g y se
decantaron. Finalmente, el DNA seco se resuspendio en 40 pL de agua para PCR.
Los DNA’s fueron cuantificados a 260/280 nm mediante el uso de un NanoDrop
(Thermo scientific NANODROP 1000 Spectrophotometer) y visualizados con luz
UV en un gel de agarosa al 0.8% en 0.5X de Tris-Boratos-EDTA (TBE) y tefidos

con bromuro de etidio.

Amplificacién por PCR

La deteccion de Campylobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp. y

Escherichia coli Enterotoxigénica se realizd con los iniciadores descritos por
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Pacheco-Tena y cols. (35), Vu Nguyen y cols. (30) y Phantouamath y cols. (37);
ver Tabla 1.

Para llevar a cabo la amplificacién de los genes, el DNA obtenido se llevo a
una concentracion de 1 ng/uL del cual 1 pL del DNA blanco fue adicionado a un
mezcla de amplificacion que contiene: 20 pmol de iniciadores, 0.2 mM de
deoxirribonucleoétidos, solucion amortiguadora de amplificacion 1X, MgCl, acorde a
cada ensayo (ver Tabla 1), 1U de Taq DNA polimerasa, a un volumen final de
reaccion de 25 pyL. La amplificacion se realizdé bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion 94°C 1min, alineamiento 52°C 6 54°C 1 min, extension 72°C 1
min, durante 30 ciclos, extension final 7 minutos a 72°C. Finalmente, se
observaron los productos amplificados por electroforesis usando gel de agarosa al

2% en TBE 0.5X, en presencia de bromuro de etidio.

Deteccion de productos amplificados por hibridacion

Una vez obtenida la separacion de los productos de amplificacion en el gel de
agarosa, se transfieren los amplicones a una membrana de nylon (Hybond-N+,
Amersham Biosciences).

La electrotransferencia de los productos amplificados se realiz6 de forma
directa, durante 15 minutos en solucién de TBE 0.5X utilizando un equipo de
transferencia en semi-seco (Tranfer-blot SD semi-dry Tranfer cell, BioRad),
posteriormente, se realizé la desnaturalizacion de los productos de amplificacion,
para lo cual se colocé la membrana sobre papel filtro humedecido con una

solucién de NaOH 0.4 N durante 10 minutos, posteriormente, se fijo el fragmento
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de DNA a la membrana mediante luz ultravioleta (CL1000 Ultraviolet Crooslinker,
UVP).

La hibridacion de las membranas se realiza con los oligonucleotidos
indicados en la tabla 1 y para el resto de los amplicones se utiliz6 como sonda el
producto de PCR marcado con digoxigenina por PCR unidireccional, para ello se
purificd el producto de PCR de acuerdo a las indicaciones de dos diferentes kit's
de purificacién utilizados (Ultra Clean PCR Clean-up, Mobio; High Pure PCR
Product Purification kit, Roche Applied Science).

La sonda se marco con la incorporacion digoxigenina-dideoxiuridina
trifosfato (DIG-ddUTP) en el extremo 3° del oligonucleotido siguiendo las
indicaciones del kit de marcaje (DIG Oligonucleotide 3°-End Labeling Kit,
Boehringer Mannheim Biochemica), marcada la sonda se llevé a cabo la
hibridacion.

Para la hibridacion se hizo lo siguiente: a cada membrana se pre-hibrido
con una solucion que contenia: SSC 5X (SSC 1X = NaCl 0.15 M, citrato de sodio
0.015 M), Solucion de bloqueo 2X, Reactivo Denhart’s 5X, SDS 0.02 %, N-Lauril-
Sarcocinato de sodio 0.1%; y se incubd a 42°C por una hora. Posteriormente, se
retir6 la solucidn de pre-hibridacion y se adiciondé la solucion de hibridacion
(solucién de pre-hibridacion mas 17.5 ng/mL de sonda especifica o 20 ng/mL de
producto de PCR) y se incub6 a 42°C durante toda la noche.

Una vez transcurrido el tiempo de hibridacion, la membrana fue lavada con
SSC 2X-0.1% SDS a 50°C, posteriormente, se lavd dos veces con SSC 0.5 X-SDS
0.1%; luego se equilibr6 la membrana durante un minuto con solucion

amortiguadora de malato, después, la membrana fue bloqueada con una dilucién
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1:5 de la solucidn de prehibridaciéon por 30 minutos, y se colocd solucién de
bloqueo fresca mas el anticuerpo anti-digoxigenina marcado con fosfatasa alcalina
(anti-DIG-PA) por 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se elimind la
solucion de bloqueo a la membrana con buffer de malato de 15 minutos cada uno,
se equilibro la membrana con SSC 2X por 5 minutos, y utilizando los reactivos de
deteccion ECL (ECL direct nucleic acid labelling and detection system, GE
Healthcare) se revelé y la membrana fue expuesta a una placa de rayos X

(Hyperfilm, ECL).

Determinaciéon de sensibilidad y especificidad de la deteccion

Para determinar la especificidad se realizé la amplificacion de cada gen
(16S-rDNA, invA/invE, ipaH, estA, eltB) con DNA de cada una de las cepas tipo. El
producto obtenido se visualizé a través de una electroforesis y se hibrido con la
sonda de prueba.

Para determinar la sensibilidad se realizaron diluciones seriadas 1:10 del
DNA y se amplifico cada gen utilizando una cepa tipo representante de cada
género en estudio y de ETEC. A cada reaccién de amplificacion se adiciond: 1 ng
de DNA, 100 pg de DNA, 10 pg de DNA, 1 pg de DNA, 100 fg de DNA, 10 fg de
DNA y 1 fg de DNA. Los productos finales de cada reaccion se visualizaron por

electroforesis y se hibridaron con las sondas de prueba.
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Secuenciacion de productos de PCR

Se llevo a cabo la amplificacion de cada uno de los genes utilizando para ello
solo las cepas tipo de cada género. Los productos de PCR se purificaron mediante
el uso del kit Clean PCR Clean-up (Mobio) y Wizard PCR Preps DNA purification
System (Promega), se realizd una electroforesis de los productos y se
secuenciaron en ambas direcciones utilizando el sistema BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kits (Applied Byosistems) y el electroferograma se
obtuvo mediante el equipo ABI PRISM 3730xI DNA Analyzer (Applied Byosistems).
Las secuencias de DNA fueron analizadas con los programas Accelrys Gene
(Scientific and Educational software) y BLAST 2.0 (Basic Local Alignment Search

Tool) (3).

ANALISIS DE MUESTRAS DE AGUA PARA USO Y CONSUMO HUMANO

Concentracion de muestras de agua

Los sitios de muestreo se ubican en la zona sur del Distrito Federal y son dos
principalmente el primero es dentro de las instalaciones de Ciudad Universitaria
(CU) de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) y la zona sur del
Distrito Federal.

Los sitios de muestreo se dividen en cinco, los cuales son: Afluente de la
planta de tratamiento de aguas residuales de CU y Cerro de la estrella (agua

residual); efluente de planta de tratamiento de aguas residuales de CU y Cerro de
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la estrella (agua de reuso); agua de aspersores que se encuentran en metro CU,
rectoria y pumitas y riego de Xochimilco provenientes de planta de tratamiento
(agua de riego); agua subterranea proviene de pozo multifamiliar, pozo de
Facultad de Quimica, y pozo vivero alto de CU (agua subterranea); y agua de
toma domiciliaria de la delegacién Magdalena Contreras.

En la Figura 5 y 6 se indican los sitios de muestreo. EI muestreo fue realizado
por el Instituto de Ecologia de la UNAM y el agua fue trasportada del sitio de
origen a 4°C en hielo hasta el laboratorio para concentrar. La cantidad recolectada
fue de 1L y se concentraron por centrifugacién a 13,000 x g a un volumen de 10

mL de solucion de TE y se almacenaron a -20°C, hasta su analisis.

Extraccion de DNA de las muestras de agua.

Se tomdé 1 mL del concentrado de cada muestra y se realizo la extraccidén de
DNA mediante el uso de GES (método descrito en la fase de estandarizacion). El

DNA obtenido de cada muestra se resuspendié en 10 uL de agua para PCR.

Deteccion del DNA de los microorganismos por PCR-Hibridacion.

Las condiciones de amplificaciéon son las mismas que se utilizaron en la fase
de estandarizacién. A cada reaccién de amplificacién de adicioné 1uL del DNA
obtenido para obtener un volumen final de reaccién de 25 L.

Los amplicones obtenidos se visualizaron por electroforesis utilizando gel de

agarosa al 2% tefiido con Bromuro de etidio en solucion amortiguadora de TBE
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0.5X. Cada mezcla de reaccion del ensayo anterior se calenté a 95°C para
desnaturalizar por 5 minutos, después se sumergieron de inmediato en hielo y se
colocaron de manera directa sobre una membrana de nylon (Hybond-N+,
Amersham Biosciences) y se fijo el fragmento de DNA a la membrana mediante
luz ultravioleta. Finalmente, se realizé la hibridacién de los productos de PCR y se
obtuvieron los resultados en placas radiograficas.

Las muestras que fueron negativas a los diferentes ensayos de PCR-
Hibridacion se amplificaron con un control positivo de PCR utilizando para ello
DNA del fago lambda e iniciadores especificos (Roche Applied Science) para
descartar la posibilidad de que en estas muestras estuviera presente un inhibidor

de la amplificacion.
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Tabla 1. Genes amplificados para la identificacion de género y especie y condiciones para la amplificacion por PCR.

Temperatura
Microorganismo Gen Secuencia de Concentraciéon Amplicon Referencia
5-3 alineamiento  MgClI, (mM) (pb)
0
Camp-F GGCTGATCTACGATTACTAGCGAT
Campylobacter 16S RNAr Camp-R GCGCGCATTAGATACCCTAGTAGTCC 52 1.5 578 (35)
spp. Dig-Camp-P CTCAACTTCCTAGCAAGCTAGCACTCTCT
Sal-F TGCCTACAAGCATGAAATGG
Salmonella spp. invA/invE Sal-R AAACTGGACCACGGTGACAA 52 1.2 457 (35)
Dig-Sal-P CTGGTTGATTTCCTGATCGC
ipaH-F GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC
Shigella spp. ipaH* ipaH-R GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC 54 2.0 619 )
GCTAAACCAGTARGGTCTTCAAAA
Escherichiacoli estA* CCCGGTACARGCAGGATTACAAACA 52 1.2 147
Enterotoxigénica TCTCTATGTGCATACGGAGC %)
eltB * CCATACTGATTGCCGCAAT 52 1.2 321

*El producto de PCR marcado con digoxigenina fue utilizado como sonda en los ensayos de hibridacion.
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Figura 5. Sitios de muestreo ubicados en Ciudad Universitaria, UNAM.
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Figura 6. Sitios de muestreo ubicados al sur del Distrito Federal
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RESULTADOS

ESTANDARIZACION DE LA DETECCION POR PCR E HIBRIDACION

Una vez que se verifico la identidad de las cepas tipo y de los aislamientos
ambientales mediante su patron bioquimico y seroldgico (segun el caso). Se
procedid a realizar la extraccion del DNA mediante la técnica de GES, la integridad
de este fue valorado mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, asi como,
la cuantificacion del DNA purificado de cada muestra; esta ultima se determiné
como el promedio de tres lecturas independientes para cada DNA. La
electroforesis de los DNA mostré6 que estos estaban integros (resultados no
mostrados), se obtuvieron valores de 1.6 a 2.0 en la relacion 260/280nm vy las
concentraciones de cada DNA varian y en todas se tienen concentraciones de

mas de 200 ng/uL.

o Especificidad y sensibilidad de la deteccion de Campylobacter spp.,

Salmonella spp., Shigella spp., y ETEC.

La sensibilidad en la deteccion de Campylobacter spp., fue de 1 pg de DNA
que corresponde a 531 genomas (Tabla 2), para Salmonella spp. fue de 10 pg
(1,952 genomas), para Shigella spp. fue de 1 pg (201 genomas) ver figura 7,
mientras que para Escherichia coli Enterotoxigénica fue de 1pg (200 genomas),
tanto para la cepa productora de toxina termoestable y termolabil. Cabe mencionar

que un genoma equivale a una bacteria (Tabla 2).
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Con respecto al ensayo de especificidad de la PCR-Hibridacion, en el caso
de Salmonella spp., Shigella spp., y Escherichia coli Enterotoxigénica, no hubo
amplificacion de productos de PCR a partir de los DNAs de microorganismos
diferentes a estos géneros, solo de las cepas tipo para cada caso en especifico, al
igual que el ensayo de hibridacién (Tabla 3), con respecto a Campylobacter spp.,
si hubo amplificacién de los DNAs por PCR, esto debido a que en este ensayo se
emplearon iniciadores universales, siendo especifico el ensayo de Hibridacion
(Figura 8, Tabla 3).

El analisis de las secuencias de cada uno de los ensayos de amplificacion
mostrd un alto porcentaje de similitud (Tabla 4), la cual va del 99% y 100% de
identidad. En base a los resultados de especificidad y analisis de las secuencias

indican que nuestros ensayos son especificos y sensibles.
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Tabla 2. Resultados de sensibilidad de la amplificacion e hibridacion para Campylobacter coli, Campylobacter jejuni,

Salmonella spp., Shigella spp., y Escherichia coli Enterotoxigénica.

Especie Cantidad de DNA 1ng 100 pg 10 pg 1 pg 100 fg 10 fg 1fg
PCR + + + + - - -
Campylobacter

Hibridacion + + + + - - -

spp.
Numero de genomas 531,915 53,191 5,319 531 53 5 1
PCR + + + - - - -
Salmonella spp. Hibridacion + + + - - - -
Numero de genomas 195,200 19,520 1,952 195 19 2 0
PCR + + + + - - -
Shigella spp. Hibridacion + + + + - - -
Numero de genomas 201,777 20,177 2,017 201 20 2 0
PCR + + + - - - -

ETEC
Hibridacion + + + + - - -

(LT)
Numero de genomas 200,000 20,000 2,000 200 20 2 -
PCR + + + - - - -

ETEC
Hibridacion + + + + - - -

(ST)
Numero de genomas 200,000 20,000 2,000 200 20 2 -
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jejuni, Salmonella spp., Shigella spp., y Escherichia coli Enterotoxigénica.

Tabla 3. Resultados de especificidad de la amplificacion e hibridacion para Campylobacter coli, Campylobacter

Escherichia coli

Campylobacter Salmonella Shigella o
a b . Enterotoxigénica
Spp. sSpp. sSpp. T =
LT ST
Muestra de DNA

c C C c [

9 9 9 9 9

14 8 14 S 14 8 14 S 14 8

O 3 O 3 O 3 O 5 O 35

o = o = o = o = o =

S S S S S

I I I I T

Campylobacter coli ATCC 2232 + + - - - - - - - -
Campylobacter jejuni ATCC 33291 + + - - - - - - - -
Salmonella Choleraesuis ATCC 700730 + - + + - - - - - -
Salmonella Typhimurium ATCC13311 + - + + - - - - - -
Salmonella Typhi ATCC 13018 + - + + - - - - - -
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 + - + + - - - - - -
Salmonella Enteritidis (AA) + - + + - - - - - -
Shigella flexneri ATCC 12022 + - - - + + - - - -
Shigella boydii L1 junio 84, + - - - + + - - - -
ETEC ATCC H10407(LT) + - - - - - + ¥ _ -
ETEC ATCC 35401 (E1188C) (ST y LT) + - - - - - + + + +
ETEC ATCC 109C2 (ST) + - - - - - - _ + T
Helicobacter pylori ATCC 700392 + - - - - - - - - -
Helicobacter pylori ATCC 700824 + - - - - - - - - -
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Tabla 3. Contin....

Eschericia coli

Campylobacter Salmonella Shigella o
a b . Enterotoxigénica
spp. spp. spp.
pp pp pp i N
Muestra de DNA

[ [ [ [ [
A he) he) 0 RS
o S o S o S o S o S
O 3 O 3 O 3 O 3 3) 35
o = o = a = a = a =
S S S S S
T T T T T
Escherichia coli ATCC 10536 + - - - - - - - - -
Escherichia coli K12 + - - - - - - - - -

Enterobacter cloacae ATCC 13047 + - - - -
Enterobacter aerogenes ATCC 13098 + - - - - - - - - -
Enterobacter aerogenes ATCC 35029 + - - - - - - - - -
Klepsiella pneumoniae ATCC 10031 + - - - - - - - - -
Klepsiella pneumoniae ATCC 13883 + - - - - - - - - -
Proteus vulgaris ATCC 13315 + - - - - - - - - -
Proteus mirabilis (AA) + - - - - - - - - -
Vibrio cholerae CDC Vc¢12 + - - - - - - - - -

2 Gen 16S rDNA, ° Gen invA/invE, °Gen ipaH, ° Gen eltB, °Gen estA, AA = Aislado ambiental.
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Tabla 4. Analisis comparativo de las secuencias de los productos amplificados con el banco de genes.

Cepa
reportada
Cepa
Secuenciada

Campylobacter coli
cepa X10
GQ167673.1*

Campylobacter coli
cepa X3
GQ167672.1*

Campylobacter jejuni
cepa INN-73-83
094400
GQ167679.1*

Campylobacter jejuni
cepa RP0001
GQ167656.1*

Campylobacter lari
subsp. concheus
cepa LMG 21009T
AM922330.1*

Campylobacter coli ATCC
2232

99%

99%

99%

99%

99%

Campylobacter jejuni
ATCC 33291

99%

99%

99%

99%

99%

Cepa

reportada
Cepa
Secuenciada

Salmonella enterica
subsp. enterica
serovar Choleraesuis
cepa SC-B67
AE017220.1*

Salmonella enterica
subsp. enterica
serovar Enteritidis
cepa P125109
AM933172.1*

Salmonella enterica
subsp. enterica
serovar Paratyphi A
cepa ATCC 9150
CP000026.1*

Salmonella enterica
serovar Typhi
(Salmonella Typhi)
cepa CT18
AL627276.1*

Salmonella enterica
subsp. enterica
serovar
Typhimurium cepa
LT2

AE006468.1*

Salmonella Choleraesuis

99% 99% 99% 99% 100%
ATCC 700730
Salmonella Typhi

99% 100% 100% 100% 99%
ATCC13311
Salmonella Typhimurium

99% 99% 99% 100% 100%
ATCC 14028
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Tabla 4. Contin....

Shigella boydii 99% 99% 99% 100% 99%

Shigella flexneri ATCC

99% 99% 99% 99% 99%
12022

Escherichia coli ATCC
100% 100% 100% 100% 100%
H10407 ( LT)

Escherichia coli ATCC

100% 100% 100% 92% 92%
109C2 (ST)

*Referencia del banco de genes.
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Figura 7. Ensayo de sensibilidad para Shigella spp. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en
TBE 0.5X, tefido con bromuro de etidio. Carril 1) Marcador de Peso Molecular 100 pb, 2) 1 ng
DNA, 3) 100 pg de DNA ,4) 10 pg DNA, 5) 1 pg de DNA, 6) 100 fg de DNA, 7) 10 fg de DNA, 8) 1 fg

de DNA.

Figura 8. Ensayo de especificidad para Campylobacter spp. Electroforesis en gel de agarosa al
0.8% en TBE 0.5X, tefiido con bromuro de etidio. Carril 1) Marcador de Peso Molecular 100 pb, 2)
Campylobacter coli ATCC 2232, 3) Campylobacter jejuni ATCC 3329, 4) Helicobacter pylori ATCC
700824, 5) Helicobacter pylori ATCC 700392, 6) Salmonella Cholerae-suis, 7) Salmonella
Typhimurium ATCC1331, 8) Salmonella Typhi ATCC 13018, 9) Salmonella Typhimurium ATCC
14028, 10) Salmonella Enteritidis, 11) Enterobacter cloacae ATCC 13047, 12) Escherichia coli
ATCC 10536, 13) Enterobacter aerogenes ATCC 13098, 14) Klebsiella pneumoniae ATCC 10031,
15) Vibrio cholerae CDC Vc12, 16) Enterobacter aerogenes ATCC 35029, 17) Proteus vulgaris

ATCC 13315, 18) Shigella flexneri ATCC 12022, 19) Shigella boydii, 20) Escherichia coli K12.
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ANALISIS DE MUESTRAS DE AGUA PARA USO Y CONSUMO HUMANO.

En el presente estudio se analizaron 58 muestras de agua (3 muestras de toma
domiciliaria, 17 de pozos o subterranea, 19 de planta de tratamiento y 19 de agua
de riego). A las muestras se les extrajo el DNA, el cual se amplifico por PCR e
hibridaron para cada uno de los microorganismos en estudio, por ejemplo el gen
eltB de Escherichia coli Enterotoxigénica (Figura 9). En todos y cada uno de los
ensayos tanto de amplificacion como de hibridaciéon se incluyeron: un control
positivo y un control negativo.

En la tabla 8 y figura 12, se muestran los resultados de las muestras de agua
analizadas, para cada uno de los microorganismos estudiados. La amplificacion
por PCR con los iniciadores universales para el gen 16S DNAr, mostré que el 60%
de las muestras de agua fueran positivas, sin embargo, ninguna fue positiva a la
hibridacién de la sonda, indicando la ausencia de Campylobacter spp., en las
muestras de agua estudiadas. Asi mismo, ninguna de las 58 muestras de agua se
detectd la presencia del gen invA/invE de Salmonella spp. (PCR e hibridacion
negativas), ver tabla 5.

El 26% de las muestras de agua fueron positivas a la presencia del gen ipaH,
indicando la presencia de Shigella spp. (Tabla 5). Detectandose la presencia de
Shigella spp. en el 5.9% de las aguas subterraneas, especificamente las muestras
provenientes del pozo vivero alto, el 10% en aguas residuales (afluente de la

planta de tratamiento Cerro de la Estrella y CU), 71.4% en el efluente de la planta
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de tratamiento de Ciudad Universitaria y en el 42.1% en el agua de riego (Figura
10).

Con respecto a la presencia de Escherichia coli Enterotoxigénica, se encontrd
que la hibridacion mostr6 un mayor numero de muestras positivas que la
amplificacion por PCR (Figura 11). Considerando el resultado de la hibridacién
para determinar la presencia del microorganismo en las muestras de agua, se
encontré que el 77.6% de todas las muestras fueron positivas a la deteccion del
gen que codifica para la toxina termoestable (ST) y 43.1% para la toxina termolabil
(LT), ademas se observa que casi todas las muestras de agua presentaron la
amplificaciondel gen que codifica para alguna o ambas téxinas (Tabla 6). Cuando
se analiz6 la presencia de LT, se encontrd que el 33.3% de las muestras de agua
de toma domiciliaria son positivas a la deteccion de LT, el 5.9% de aguas
subterraneas, el 60% de la muestras del agua residual, el 55.6% del agua de
reuso y el 63.2% la de riego, en el caso de ST, se encontré: 100% para agua de
toma domiciliaria, 52.9% en agua subterranea, 80% en agua residual, 88.9% en
agua de reuso y del 89.5% en las muestras de agua para riego (Tabla 5 y Figura
9). En adicion, se observd que ninguna de las muestras fue positiva a LT de forma
individual (Tabla 6 y Figura 13).

Las muestras de agua que resultaron negativas a la amplificacién de
cualquiera de los ensayos, se confirmaron mediante un control positivo de
amplificacion por PCR (Figura 14), para descartar la presencia de inhibidores en

las muestras de agua.
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Figura 9. Electroforesis de los productos amplificados gen eltB de ETEC e hibridacion de las
diferentes muestras de agua. 1) Marcador de peso molecular 100 pb, 2) Aspersores bigotes, 3)
Aspersores rectoria, 4) Pozo multifamiliar, 5) Pozo quimica, 6) Aspersores pumitas, 7) Pozo vivero
alto, 8) Planta de tratamiento de aguas residuales CU afluente, 9) Planta de tratamiento de aguas

residuales CU efluente, 10) Aspersores rectoria, 11) Control Positivo, 12) Control negativo.
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Tabla 5. Resultados de la deteccion de Campylobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp., y Escherichia coli

Enterotoxigénica.

Salmonella

Escherichia coli Enterotoxigénica

Campylobacter . c
Shigella spp.
spp.? spp.” '9 PP L ST
. Sitio de c c c c c
Tipo de agua muestreo " B o S " S v 5 v .
O 3 O S O S O 3 O 3
o = [a = o = [a = [a =
5 5 5 5 5
I I I I I
TOMA :
somenma | ZR(0=3) 1(33.3) 0 0 0 0 0 0 1(33.3) | 2(66.7) | 3(100)
MF (n=4) 0 0 0 0 0 0 0 0 1(25) | 1(25)
FQ (n=4) 2 (50) 0 0 0 0 0 0 0 2(50) | 3(75)
SUBTERRANEA | VA (n=6) 4 (66.7) 0 0 0 0 1(16.7) 0 0 0 2(33.3)
ZR (n=3) 0 0 0 0 0 0 0 1(333) | 2(66.7) | 3(100)
ff%mta' G 6 (35.3) 0 0 0 0 1(5.9) 0 159 | 529.4) | 9(529)
(Crg?’;ﬂ“e”te 4 (57.1) 0 0 0 0 0 0 4(57.1) | 3(42.9) | 5(71.4)
CE Afluente
RESIDUAL =3) 3 (100) 0 0 0 0 1(33.3) 0 2(66.7) | 3(100) | 3(100)
Subtotal
Afluente 7 (70) 0 0 0 0 1(10) 0 6(60) | 6(60) | 8(80)
(n=10)
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Tabla 5. Contin....

Campylogacter Salmonbella Shigella spp. ° Escherichia coli Enterotoxigénica
Spp Spp LTd S-I—e
. Sitio de c c c c c
Tipo de agua muestreo 3 S 2 2 g
e h'd nd o h'd
O 3 O S O S O 3 O 3
o = [a = o = [a = [a =
S S S S S
I I I I I
(C;li?E)ﬂ“e”te 6 (85.7) 0 0 0 3(429) | 5(71.4) | 4(57.1) | 5@71.4) | 7(100) | 7(100)
REUSO (C;EZE)ﬂ“e”te 2 (100) 0 0 0 0 0 0 0 150) | 1(50)
Subtotal
Efluente (n=9) 8 (88.9) 0 0 0 3(33.3) | 5(55.6) | 4(44.4) | 5(55.6) | 8(88.9) | 8(88.9)
AB (n=5) 4 (80) 0 0 0 0 1 (20) 2 (40) 3 (60) 3 (60) 4 (80)
AP (n=5) 5 (100) 0 0 0 1 (20) 3 (60) 3 (60) 4(80) | 5(100) | 5(100)
RIEGO AR (n=5) 4 (80) 0 0 0 1 (20) 4 (80) 3 (60) 4(80) | 5(100) | 5(100)
XO (n=4) 3 (75) 0 0 0 0 0 0 1(25) 3(75) 3 (75)
auzbltg)ta' 16 (84.2) 0 0 0 2 (10.5) | 8(42.1) | 8(42.1) | 12(63.2) | 16(84.2) | 17(89.5)
TOTAL N=58 38 (65.5) 0 0 0 5(8.6) |15 (25.9) | 12 (20.7) ( 4%51) (63578) (7‘;56)

ZR = Toma domiciliaria de la Zona Sur DF; MF = Pozo multifamiliar; FQ = Pozo Facultad de Quimica; VA = Pozo Vivero Alto; CU = Ciudad
universitaria; CE = Cerro de la Estrella; AB = Aspersores bigotes; AP = Aspersores pumitas; AR =Aspersores Rectoria; XO = Xochimilco

Casos positivos/porcentaje; n = nimero de muestras. ® Gen 16S rDNA, ®Gen invA/invE, ‘Gen ipaH, 9Gen eltB, © Gen estA.
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Figura 10. Deteccién de Shigella spp. en agua por PCR e hibridacién.
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Figura 11. Deteccién de Eschericia coli Enterotoxigénica, por PCR e hibridaciéon en agua.
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Figura 12. Presencia de microorganismos patdégenos en diferentes tipos de agua.

REUSO ®RIEGO

Tabla 6. Presencia de toxina termolabil (LT) y/o termoestable (ST) de Escherichia

coli Enterotoxigénica (ETEC).

Escherichia coli

No. de o
Tipo de agua Enterotoxigénica
muestras

LT* ST* LTy ST*

POTABLE 3 0 2 (66.7) 1(33.3)

SUBTERRANEA 17 0 8 (47.1) 1(5.9)

RESIDUAL 10 0 2 (20) 6 (60)
REUSO 9 0 3(33.3) 5 (55.6)
RIEGO 19 0 5(26.3) | 12 (63.2)

*Casos positivos/porcentaje
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Figura 13. Frecuencia de la toxina termolabil (LT) y termoestable (ST) de ETEC en los diferentes

tipos de agua.
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Figura 14. Electroforesis de los productos amplificados utilizando como iniciadores y DNA de
lambda. Agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. 1) Marcador de peso molecular 100 pb, 2)
Agua de riego de Xochimilco, 3) Pozo vivero alto, 4) Planta de tratamiento de aguas residuales CU
afluente, 5) Pozo multifamiliar, 6) Pozo vivero alto, 7) Pozo multifamiliar, 8) Control positivo + agua

para PCR, 9) Control Positivo, 10) Control negativo.
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Por otro lado, el grupo de la Dra. Marisa Mazari del instituto de ecologia de
la UNAM, realizé el analisis de las mismas muestras de agua en CU, en las cuales
determind la presencia de coliformes fecales. Los resultados mostraron que el
agua del pozo multifamiliar, de Facultad de Quimica y del efluente de la planta de
tratamiento no habia la presencia de coliformes fecales mientras que nosotros
detectamos a ETEC en el 25%, 75% y 100%, respectivamente. En el caso del
agua de pozo de vivero alto los porcentajes deteccion tanto de ETEC, como de
coliformes fecales son los mismos (33.3%). Con respecto al afluente de la planta
de tratamiento y agua de riego, se detecto a ETEC en el 71.4 y 93.3% de las
muestras, en comparaciéon del 100 y 55.5% para -coliformes fecales,
respectivamente. Estas diferencias pueden ser debido a que se proceso mayor
volumen de muestra (centrifugacion) y a la sensibilidad del método de deteccion

(PCR-Hibridacién).
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DISCUSION

Las infecciones gastrointestinales son una importante causa de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial, en particular en los paises en desarrollo. El cultivo
microbiolégico continua siendo el método estandar para la deteccion la de
microorganismos enteropatégenos de origen bacteriano en los laboratorios
clinicos, sanitarios y en microbiologia ambiental; sin embargo, presenta la
desventaja de requerir mucho tiempo para obtener un resultado positivo o
negativo, otra desventaja es la aparicién en algunos casos de microorganismos
viables pero no cultivables (VBNC). Los métodos moleculares presentan ventajas
importantes, tales como: reduccién en el tiempo de deteccion y como herramienta
epidemioldgicas, lo que nos permite establecer intervenciones tempranas para su
control (32). Adicional a esto, habra que destacar que el uso de métodos
moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es mas sensible
que los métodos convencionales para la deteccion de Campylobacter jejuni,
principalmente cuando esta en la forma viable pero no cultivable (31).

En nuestro estudio, realizamos la estandarizacion de los ensayos mediante
el empleo de cepas tipo de los microorganismos de interés y de microorganismos
cercana y no cercanamente relacionados de manera genética. Esto debido a que
se ha mencionado que existen algunos ensayos de amplificacion por PCR, en los
cuales existe la deteccion de falsos positivos (32). En nuestros diferentes ensayos
de especificidad realizados, encontramos que los iniciadores para la deteccion de
Campylobacter spp., presentaron amplificacion de todos los DNA utilizados,
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excepto el control de reactivos sin DNA, esto es debido a que los iniciadores son
universales para el gen 16S rRNA, el cual estd presente en las familias
Enterobacteriacea, Campylobacteriaceae y Vibrionacea, sin embargo, la sonda
utilizada en los ensayos de hibridacion (35), es especifica para el reconocimiento
del género Campylobacter. Ademas los productos de PCR derivados de los
iniciadores de gen 16S rRNA independientemente de la hibridacion nos indican
que en esas muestras hay DNA bacteriano.

Con respecto a los iniciadores para la deteccion del gen invA/invE de
Salmonella spp., del gen ipaH de Shigella spp. y los iniciadores los genes eltB y
estA para ETEC dan productos de PCR que son especificos para cada género y
esto se corrobor6 con la hibridacion, en todos los casos el uso de un control de
reactivos que resulté negativo al PCR e hibridacion nos permite confirmar nuestro
resultados. El uso de la PCR en el diagndstico de rutina ha ganado atencion para
la deteccién rapida de organismos infecciosos, tanto para la deteccién de
microorganismos patégenos de muestras clinicas, alimenticias y ambientales
debido a la especificidad mostrada (43).

La sensibilidad varia para cada especie debido a que el tamano del genoma
de cada especie es diferente, considerando que de cada bacteria tiene un tamafo
de genoma diferente por lo que el numero de genomas es el equivalente al
numero de bacterias. En el caso de ETEC a pesar de que los genes de LT y ST se
encuentran en plasmido se determina el numero de genomas, y esto es solo una
aproximacion, ademas se sabe que el numero de plasmidos es diferente incluso
para cada bacteria. Estas aproximaciones nos llevan a decir que los resultados de
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la deteccion por PCR e hibridacion tienen una alta sensibilidad, ya que para el
caso de Campylobacter spp., Salmonella spp., y Escherichia coli Enterotoxigénica
el numero de genomas que se detecta en cantidades menores a la dosis infectiva,
es decir el numero de bacterias requeridas para la amplificacion son cantidades
inferiores a las que necesita ingerir un sujeto sano para presentar la enfermedad.
En el caso de Shigella spp., el limite de la deteccion es cercano a la dosis
infectiva, siendo el primero superior en aproximadamente 100 microorganismos.

En las muestras de agua se encontré principalmente los genes eltB y estA
de Escherichia coli Enterotoxigénica, esto se debe a que el microorganismo tiene
la capacidad de mantenerse en ambientes acuaticos por la formacion de
biopeliculas y por la capacidad de cambiar de una fase latente a una fase llamada
viable pero no cultivable (28). La alta prevalencia de Escherichia coli
Enterotoxigénica es consistente con el hecho de que en México la mayor parte de
los episodios de diarrea asociados a los patotipos de E. coli son principalmente
causados por este, siendo las cepas acarreadoras de la toxina termolabil (LT) mas
frecuentemente asociadas a episodios de diarrea que las cepas portadoras de ST
(16), lo que nos haria pensar que existen portadores de Escherichia coli
Enterotoxigénica. Al igual que un estudio realizado en aguas superficiales en
Bangladesh ST es la toxina que se detecté con mayor frecuencia en comparacion
con LT (5).

Trabajos previos reportaron la presencia de Shigella en aguas superficiales
y en muestras de aguas negras lo que indica que las cepas de Shigella se
transportan en aguas superficiales. Por otra parte, un estudio realizado por
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Sharma y colaboradores sugiere que la presencia de cepas de Shigella es debida
a la sobrevivencia y persistencia en ambientes acuaticos y no a la contaminacion
fecal reciente (38). La localizacion de genes multicopia como el gen ipaH es 100%
especifico para determinar la presencia de Shigella y su presencia en las muestras
implica que el agua es un reservorio para estos microorganismos y son
responsable de su transmisién a humanos (38). En otro estudio realizado se
encontrd que existen portadores sanos de Shigella spp., los cuales a pesar de no
presentar una enfermedad diarreica contienen el patégeno portador el gen ipaH, y
esto aunado a que el humano es el unico reservorio de este patdgeno se sugiere
una contaminacién del agua por materia fecal de humanos que viven en paises en
desarrollo debido a las bajas condiciones de higiene lo que da como resultado la
presencia de Shigella en el agua.

Campylobacter spp., es un microorganismo exigente en cuanto a sus
requerimientos nutricionales por lo cual su crecimiento es limitado, esto nos podria
explicar que esté ausente en las muestras de agua provenientes de pozos ya que
en este tipo de agua el contenido de materia organica esta disminuido. Por otra
parte, Horman y colaboradores en 2003 (22), encontraron que las radiaciones
solares disminuyen la persistencia de Campylobacter, esto nos hace postular que
en el agua proveniente de las plantas de tratamiento, la de canales de Xochimilco,
y la de riego donde el agua estd mas expuesta a la radiacién solar la cantidad de
campilobacterias esta reducida, es importante mencionar que la presencia o

ausencia esta determinada en base a los valores de sensibilidad obtenidos por lo

57



que no se descarta la posibilidad de que Campylobacter spp. y Salmonella spp.,
estén presentes, en numero necesario para detectarlas por PCR e hibridacion.

La ventaja de esta técnica molecular es que detecta el DNA de la bacteria tanto
en su forma vegetativa, como en viable pero no cultivable; y la presencia de ETEC
y Shigella spp., son un indicador de que el agua representa un riesgo para la

salud.
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CONCLUSIONES

La PCR e hibridacion es un método sensible y especifico para determinar la

presencia de los microorganismos en estudio.

La presencia de Campylobacter jejuni y Campylobacter coli, Salmonella spp.,
Shigella spp., y Escherichia coli Enterotoxigénica se determind mediante la PCR e

hibridacién en diferentes tipos de agua.

En el agua de riego se detectoé principalmente a Shigella spp. y Escherichia coli

Enterotoxigénica.

Los genes que codifican par la toxina termolabil (LT) y termoestable (ST) de
Escherichia coli Enterotoxigénica fueron los mas prevalentes en las muestras de

agua.

No existio relacion alguna entre los coliformes fecales con la presencia de

Campylobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp., y Escherichia coli

Enterotoxigénica.

El uso y consumo de agua con Shigella spp., y Escherichia coli

Enterotoxigénica representa un riesgo para la salud.
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PERSPECTIVAS

Proponer la busqueda de microorganismos patégenos en agua para usoy

consumo humano como indicador de la calidad de agua.

Utilizar técnicas moleculares para tener un método de deteccién a nivel de
geénero y especie (este ultimo en el caso de ETEC) de manera rapida y con una

alta sensibilidad.

Aplicar la PCR e Hibridacion para la deteccion de Campylobacter jejuni y

Campylobacter coli, Salmonella spp., Shigella spp., y Escherichia coli

Enterotoxigénica en muestras clinicas.
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