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RESUMEN.

En la Ciudad de México como en el resto del pais, uno de los principales
problemas de salud son las enfermedades infecciosas gastrointestinales que en
muchas de las ocasiones son trasmitidas tanto por agua contaminada como por
alimentos regados con la misma. Uno de los objetivos de este trabajo fue la
busqueda de bacterias en la planta de tratamiento de Cerro de la Estrella, la cual
suministra una parte del agua tratada a una carcel de la delegacion, otra parte se
distribuye en pipas para usos diversos como riego y lavado de automéviles y el
resto se envia al lago de Xochimilco. En estudios previos se identifico la presencia
de microorganismos patdgenos en este lago como es el caso de Escherichia coli,
por lo que se decidié identificar la fuente de contaminaciéon. En un periodo de 10
meses se colectaron 60 muestras de agua de las cuales se realizaron conteo de
coliformes totales y fecales por la técnica NMP, identificaciébn, asimismo
sensibilidad antimicrobiana y deteccion de genes de virulencia. En el conteo de
coliformes sobrepasa los limites maximos permisibles que establece la NOM-001-
ECOL-1996. Las bacterias se aislaron en Mac Conkey, la identificacién y la
susceptibilidad a antimicrobianos se realizd por pruebas bioquimicas IMVIC y con
el sistema automatizado Vitek (bioMérieux). Se aislaron un total de 159 cepas de
las cuales el 73% eran E coli, 10% citrobacter freunii, 6% E coli sorbitol negativas
y el 11% a otros géneros. El 73% de las cepas de Escherichia coli resultaron
sensibles a todos los antibidticos, el 21% es resistente a por lo menos un

antibiotico. Los antibidticos con mayor resistencia son Piperacilina y Trimetoprim
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sulfametoxasol. Aunque no se identificé alguno de los genes de virulencia de E
coli la presencia del microorganismo en estos cuerpos de agua sugiere su

participacion como posible reservorio del microorganismo.
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INTRODUCCION.

El agua es un elemento indispensable para todos los seres vivos, constituye cerca
del 75% de su composicion, lo que la hace indispensable para su permanencia en
la tierra. La necesidad del agua en el mundo ha ido siempre en orden creciente y
conforme se ha desarrollado la civilizacion y ha crecido la poblacién en casi todas

las areas habitadas de la superficie terrestre.

Sin embargo, el desarrollo y el crecimiento acelerado de la poblacion ha
ocasionado que cada dia se tengan mayores problemas para el uso y disfrute del
agua, lo anterior principalmente a causa del vertido desordenado de residuos
liquidos y soélidos a los rios y reservorios tanto naturales como artificiales

(Seoanez, 1999).

Tal situacién constituye lo que conocemos como contaminacién del ambiente
acuatico que esta en relacion directa con el criterio de calidad de agua y que se
refiere al uso al que se le destinara. El material contaminante incluye una gran
cantidad de compuestos inorganicos tales como los metales (plomo o mercurio), o
materia organica particulada y de manera importante a los microorganismos (Turk,

1981).

La contaminacion del sistema de agua potable con aguas negras se detecta por la

presencia de indicadores que se encuentran en un grupo denominado Coliforme y
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cuya presencia en cuentas altas se relaciona con la presencia de organismos
patégenos. Los indicadores son bacterias Gram-negativas aerobias y anaerobias
facultativas, oxidasas negativas que no forman esporas y que son capaces de
fermentar la lactosa en 24-48 hrs. Su presencia es obligada en el tracto intestinal
del humano y animales de sangre caliente (Levinson, 1999). Esta definicién
abarca una gran variedad de bacterias intestinales, entre las principales estan:
Escherichia coli, Citrobacter spp, Klebsiella spp. y Enterobacter spp. (Grant y

Long, 1989).

Tratamiento de Aguas Residuales.

Las aguas residuales provienen del uso del agua para diversos fines y en su
mayoria acarrean materiales derivados de residuos domeésticos o de procesos
industriales, los cuales por razones de salud publica asi como en lo referente a
consumo, recreacion y la estética, no deben ser desechadas sin tratamiento en
lagos o corrientes convencionales. Los materiales inorgdnicos como la arcilla,
sedimentos y otros residuos se pueden eliminar por métodos mecanicos vy
quimicos; sin embargo, si el material que debe ser eliminado es de naturaleza
organica, el tratamiento implica usualmente actividades de los microorganismos
gue oxidan y convierten la materia organica en CO,, por esto los tratamientos de
aguas de desecho son procesos en los cuales los microorganismos juegan
papeles cruciales. El tratamiento de aguas residuales tiene entre sus objetivos la

eliminacién de microorganismos patégenos, evitando asi que estos lleguen a rios
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o a otras fuentes de abastecimiento. Especificamente el tratamiento biolégico de
las aguas residuales es considerado un tratamiento secundario ya que esta ligado
intimamente a dos procesos microbiolégicos, los cuales pueden ser aerobios y

anaerobios (Turk, 1981 y http://www.monografias.com).

Uno de los efectos mas perjudiciales del agua contaminada para el hombre ha
sido ciertamente el de transmision de enfermedades tales como, la fiebre tifoidea y
el colera, que han sido la causa del mayor numero de defunciones relacionadas
con el agua. Otras importantes enfermedades hidrotransimibles y que también
afectan frecuentemente la salud humana debida a microorganismos son la
disenteria, la hepatitis infecciosa y la gastroenteritis.

Dentro de los patégenos que causan enfermedades gastrointestinales se ha
reportado a Escherichia coli, el cual es un bacilo Gram negativo, anaerobio
facultativo de la familia Enterobacteriaceae, tribu Escherichia. Esta bacteria
coloniza el intestino del hombre pocas horas después del nacimiento y se le
considera un microorganismo de la biota normal, sin embargo, existen cepas que

pueden ser patdégenas y causar dafo produciendo diferentes cuadros clinicos.

Con base en su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico, las cepas de E. coli
se clasifican en seis grupos: Enterotoxigénica (ETEC), Enterohemorragica también
conocidas como productoras de toxina Vero o toxina semejante a Shiga (EHEC o
VTEC o STEC), Enteroinvasiva (EIEC), Enteropatégena (EPEC), Enteroagregativa

(EAEC) y de Adherencia Difusa (DAEC) (Rodriguez, 2002).
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E. coli Enteropatdégena (EPEC)

Las enteropatdégenas fue el primer grupo que se identificé serolégicamente y se
asocid con casos de diarrea en infantes, siendo la adherencia su principal factor
de patogenicidad. El proceso de la adherencia intima entre la bacteria y la
membrana de las células del epitelio intestinal, seguida por la destruccion de la
microvellosidad, con polimerizacibn de actina, son factores que llevan a la
alteracién del citoesqueleto en el sitio de la uniébn de la bacteria. Debido al
aumento de los niveles de calcio intracelular y de proteina cinasa C, se le ha
denominado adherencia y esfacelamiento. La adherencia esta mediada por pilis 0
fimbrias rizadas que se denominan Bfp cuya informacién genética esta codificada
en un plasmido de EAF y de algunos genes cromosomales (Rodriguez, 2002;

Molina, 2003).

El cuadro clinico que produce EPEC se manifiesta con diarrea aguda, la cual
puede ser leve o grave con vomito, fiebre baja y mala absorcidn, el periodo de
incubacion varia de 3 a 24 hrs después de que el individuo ingiere un inoculo
grande de bacterias (10° a 10'® UFC), se cree que el inoculo que infecta a los
ninos es mucho menor (Vidal, 2007). Este grupo afecta principalmente a nifios de
menos de seis meses a dos anos, también puede aislarse de adultos enfermos y
sanos, principalmente cuando hay un factor que los predispone como la diabetes.
La lesién caracteristica producida por E. coli enteropatbgena consiste en la

destrucciéon de la microvellosidades del enterocito, la membrana de la célula
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intestinal envuelve a la bacteria y ahi puede estimular a los macréfagos
interepiteliales, ocasiona una enteritis ulcerada que afecta de modo predominante
al colon, aunque todo el intestino sufre dafio en grados variables (Valencia, 1996;

Margall, 1997).

E. coli Enteroinvasiva (EIEC)

El mecanismo de patogenicidad de las cepas de EIEC es la capacidad de invadir y
reproducirse dentro del citoplasma, ocasionando la destruccién de la célula
hospedera. Estas cepas pertenecen a un grupo reducido de serotipos que se
parecen bioquimica y antigénicamente al género Shigella (Molina, 2003). El primer
paso en el proceso de patogénesis de dichas cepas es la adherencia de las
bacterias a las microvellosidades de la mucosa intestinal y posteriormente al borde
en cepillo del enterocito, en el cual se comienza a formar una vesicula en su
membrana, que da lugar a que se facilite la penetracién de la bacteria, se
establece y se multiplica en el interior de la célula intestinal para de ahi invadir las
células adyacentes a través de su migracion por el citoesqueleto (Nataro, 1998;
Rodriguez, 2002; Valencia 1996).

Los sintomas caracteristicos en personas infectadas por EIEC son diarrea acuosa
con sangre y moco, pero en algunos casos soOlo presentan diarrea, ésta en
ocasiones se confunde con los sintomas que ocasiona una ETEC, es un patdgeno

importante en nifios de mayores de seis meses.



Erika Paloma Salazar Jimenez

S
e .

E. coli enterotoxigénica (ETEC)

Las ETEC colonizan la mucosa del intestino delgado por medio de pilis o fimbrias
gue tienen diversas formas denominadas CFA, siendo su principal mecanismo de
patogenicidad la sintesis de alguna o ambas enterotoxinas llamadas toxina
termolabil (LT) y toxina termoestable (ST) (Valencia, 1996). Las cuales aumentan
el nivel intracelular de cAMP y cGMP respectivamente, que se encuentran en la
membrana de las células intestinales, provocando la salida de agua e iones. Este
tipo de Escherichias son importantes en lactantes y principalmente en nifos
menores de dos afos y especificamente durante los seis primeros meses de vida.
En los nifos de edad escolar y adultos puede ser sintomatica y poco frecuente o
producir la diarrea del viajero. El cuadro clinico se caracteriza por diarrea aguda,
generalmente sin sangre, sin moco, Sin pus y en pocos casos se presentan fiebre
y vomito, este tipo de diarrea puede ser leve, breve y autolimitada pero en

ocasiones puede ser grave (Nataro, 1998; Rodriguez, 2002).

E. coli enterohemorragica (EHEC)

El grupo enterohemorragico de E. coli incluye cepas de diferentes serotipos que
presentan las mismas caracteristicas clinicas, epidemiologicas y patogénicas del
serotipo O157:H7. El grupo EHEC se ha asociado con la etiopatogenia de colitis
hemorragica afebril (CH) caracterizados por dolor abdominal, diarrea acuosa con

sangre y poco o nada de fiebre, sindrome urémico hemolitico (SUH), caracterizado
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por dano renal agudo, trombocitopenia (conteo de plaguetas menor a 150,000 por
mm?®) y anemia hemolitica microangiopatica, precedida por diarrea con sangre
(Rodriguez, 2002).

Las cepas causantes de estos cuadros tienen la capacidad de elaborar una o mas
citotoxinas con actividad en las células Vero, por lo que se les llama verotoxinas
(VT), se observd que la citotoxina se neutraliza con antitoxina obtenida a partir de
Shigella dysenteriae tipo 1, por lo que también se le llamo “shiga-like toxin” o
toxina semejante a shiga (SLT) o “shiga toxin” (STX) (Valencia, 1996). La
citotoxina STX es el principal mecanismo de patogenicidad de EHEC, la cual actia
al nivel de sintesis de proteinas, ademas presenta otros mecanismos de
patogenicidad como el fenémeno de adherencia y esfacelacion (A/E); otro
mecanismo de patogenicidad es el plasmido pO157 que codifica para la
enterohemolisina (Nataro, 1998).

El periodo de una EHEC es de 1 a 8 dias, inicialmente produce diarrea sin sangre,
con o sin vémito, dolor abdominal, fiebre y después de 1 a 2 dias la diarrea se
torna sanguinolenta y se intensifica el dolor abdominal, de una duracién de 4 a 10

dias, con heces abundantes sanguinolentas.

E. coli enteroagregativa (EAEQC)

El grupo (EAEC) presenta un patrdn de adherencia agregativa en cultivo celular.
Este grupo estd fuertemente asociado con diarrea persistente en nifos. La

patogénesis de EAEC aunque esta en estudio, en ella se ha involucrado dos
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proteinas de alto peso molecular, proteina codificada por un plasmido (Pet) y
proteina codificada en el genoma con actividad de proteasa (Pic), que producen
acortamiento de las vellosidades, hemorragia, ulceracidén y necrosis en asa ligada
de rata (Blanco, 1995). El sitio de dafo de EAEC puede ser la mucosa del
intestino grueso y delgado, con un periodo de incubacién de menos de ocho horas
y puede durar hasta 18 o 20 dias. Esta bacteria puede causar brotes o casos
aislados de diarrea persistente. En niflos puede manifestarse con diarrea liquida,
de color verde, con moco, sin sangre, y que en ocasiones puede llegar a ser
severa y requerir rehidratacion intravenosa, en algunas ocasiones el cuadro clinico
puede variar presentandose diarrea con moco, con 0 sin sangre, vomito y sin o

con poca fiebre.

E. coli de Adherencia Difusa (DAEC)

Las cepas de E. coli de adherencia difusa, no forman microcolonias cuando se
adhieren a las células Hep-2. Se sabe poco de su mecanismo de patogenicidad
pero se ha caracterizado una fimbria de superficie, conocida como F1845,
involucrada en el fendmeno de adherencia difusa (Rodriguez, 2002).

El grupo de las DAEC se puede aislar tanto en personas sanas como en personas
con diarrea, siendo mas importante en niflos de cuatro a cinco afos. Los
principales sintomas que se presentan son diarrea acuosa sin sangre y sin

leucocitos.
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ANTECEDENTES.

Blanco y colaboradores en 1995 realizaron un estudio en pacientes con
infecciones de vias urinarias, las que al parecer fueron causadas por cepas

presentes en la flora intestinal normal que presentan factores de virulencia.

Garcia-Gomez en el 2002 realizd una determinacion microbioldgica de dos de los
vegetales mas consumidos y cultivados en la zona de Xochimilco (lechuga y
cilantro). Los resultados obtenidos demostraron que las muestras tratadas con
desinfectante presentaban una eliminacién parcial de microorganismos

patogénicos encontrados en ambos vegetales.

En el 2002, Valdez aislé y caracterizd6 Escherichia coli presente en el agua y aire
de la planta de tratamiento del Cerro de la Estrella, esto es en los aerosoles y del
tanque de lodos activados de la planta. Su sola presencia indica la importancia

gue tienen estos estudios en Salud Publica.

En el 2002, Garcia, aisl6 e identificd las bacterias patégenas de (Ambystoma
mexicanum) de los canales de Xochimilco arrojando como resultados que el
46.3% de las bacterias identificadas correspondian a Aeromonas hydrophila, el

19.2% a Escherichia coli, el 11.5% a Citrobacter brankii, el 7.7% a Morganella

morganiiy el 3.8% a Providencia rettgeri.
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Cortés en 2002 realizé un estudio de un brote en Chalco, México en el cual
observa que Escherichia coli podria ser responsable del brote de diarrea en esta

localidad.

Aguilar-Medina presenté en un estudio realizado en el 2003 sobre factores de
virulencia de Escherichia coli, en aguas superficiales y subterraneas en dos
épocas del afno y en el cual utilizé la técnica de PCR para la identificaciéon de

cepas patdgenas.

También en el area de Xochimilco, Juarez-Figueroa en el 2003 cuantificé diversos
indicadores de contaminacién en los efluentes de dos plantas de tratamiento y los
canales de Xochimilco, encontrando como resultado que el agua tratada que se
descarga a los canales, mostré cantidades bajas de coliformes fecales,

enterococos y quistes.

Montiel en el 2005 determiné el numero de coliformes e identificd los géneros y las
especies de bacterias asociadas con la etiologia de la diarrea, de muestras
colectadas en los canales de Xochimilco. La identificacion de bacterias mostré que
Escherichia coli se presentd con relacion a las demas identificadas en una mayor

proporcién, en todos los puntos de muestreo.

Un estudio realizado por Solis en el 2005, en el que analizé y caracterizé a Vibrio

cholerae de los canales de Xochimilco.
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Luna en el 2006 realizé la identificacion de Vibrio cholerae en la planta de
tratamiento Cerro de la Estrella y en raiz de lirio acuatico (Eichornia crassipes) de

los canales de Xochimilco.

Coincidentemente con lo descrito hasta ahora para México, Chiroles Rubalcaba y
colaboradores en el 2007 realizaron un estudio de bacterias indicadoras de
contaminacién fecal en el ri6 de Almendares en Cuba, donde se detecté un
deterioro notable en la calidad del agua debido a los numeroso vertimientos de
aguas residuales principalmente domésticas e industriales, sin tratamiento o con

tratamiento deficiente.

Ramirez en el 2007, aislé e identificd cepas lactosa positiva de los canales de
Xochimilco y de las cuales una gran proporcién fueron E. coli, 82% para la época
de estiaje y 69% en la época de lluvias. Del total de las muestras de Escherichia
coli analizadas, los grupos patdégenos encontrados fueron: ETEC con un 22%,
EPEC 12%, EHEC con 8%, EIEC con el 2% para la época de estiaje. Para la
época de lluvias el 15% se catalogaron como EPEC, el 11% como EHEC, el 10%

para EIEC y asi mismo el 8% para ETEC y EAEC.

Benavides en el 2004 llevd a cabo un estudio relacionado con la resistencia
bacteriana en hospitales de la ciudad de México, para determinar los niveles de
uso de los antibidticos y propone estrategias para disminuir la resistencia a estos,

donde registrd que el grupo de los B-Lactamicos y Cefalosporinas presentaron
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mayor numero de cepas resistentes, seguida de los Aminoglucésidos y las

Quinolonas.

Por otro lado Estrada-Garcia y colaboradores en el 2005 realizaron un estudio de
cepas de E. coli resistentes a diferentes drogas en tres diferentes hospitales de la
ciudad de México donde muestra que la mayoria de las cepas causantes de
diarreas en niflos hospitalizados en México son resistentes a trimetroprim-

sulfametocxasol y a ampicilina, que son los medicamentos comunmente utilizados.

Chéavez en el 2007 realizé una identificacién por la técnica de PCR con base en
los genes LT y ST y a la proteina Longuns de cepas de diferentes ambientes en
donde demostr6 que el 4.45% presenté una amplificacion de 696 pb que
corresponde al gen LT, con respecto a la amplificacion del gen ST, se encontrd

que el 24.20% amplificé una banda de 186pb.
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JUSTIFICACION.

La planta de tratamiento del Cerro de la Estrella, es una de las plantas que
subministra el agua a los canales de Xochimilco para mantener el nivel de los
mismos. Dado que en la region existen cultivos de vegetales los cuales son
regados con este tipo de agua y distribuidos en los mercados locales y de la
ciudad de México y si éstos se consumen crudos, representan un factor de riesgo
a la salud. Ademas otra de las funciones del lago es el de ser una éarea de
recreacion turistica por lo que el usuario tiene contacto directo con el agua, esto
nos lleva a poner atencién en la posibilidad de ser una fuente importante de
enfermedades hidrotransmisibles como seria el caso de Escherichia colila cual es
una de las principales causantes de diarrea en ninos menores de dos afnos y muy
arraigada en paises en vias de desarrollo ya que esta involucrada tanto en
problemas gastrointestinales como en infecciones urémicas y neonatales, de ahi la

importancia de la relacion entre Salud Ambiental y Salud Publica.
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OBJETIVOS.

Objetivo General.

Realizar el aislamiento e identificacion de Escherichia coli de muestras de
agua de la planta de tratamiento “Cerro de la Estrella” y del efluente

“Nativitas” que descarga en el lago de Xochimilco.

Obijetivos Particulares.

1)

Analizar los parametros ambientales como Oxigeno Disuelto Temperatura y
pH de las muestras de agua en los periodos de lluvia y de estiaje en 2003 y
2004.

Evaluar las caracteristicas bacteriolégicas de la planta de tratamiento y del
efluente tratado que llega a los canales de Xochimilco, mediante la
cuantificacion de coliformes totales y fecales.

Realizar la identificacién preliminar de E. coli utilizando la caracterizacién
bioquimica de las colonias lactosa positiva, IMVIC, mas otra prueba
utilizando tres azucares, lactosa, manitol y maltosa.

Confirmar la identificacion de E. coli utilizando un sistema automatizado.
Evaluar la susceptibilidad a los antimicrobianos de las cepas identificadas
como E. coli en un sistema automatizado.

Determinar en las cepas de E. coli identificadas, la presencia de genes de

virulencia.
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AREA DE ESTUDIO.

La planta de tratamiento “Cerro de la Estrella” se ubica en la Avenida San Lorenzo
No 312 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 2,244 m.s.n.m. Comenz6 su operacion en 1968 produciendo
inicialmente un caudal de 1,500 L/s mediante el tratamiento secundario de lodos
activados el cual se basa en la descomposicién de la materia organica por accién
de los microorganismos. Actualmente la planta tiene una capacidad de 2,500 a
3,000 L/s, agua que se utiliza para el riego agricola en las delegaciones Tlahuac y
Xochimilco, asi como a los canales de la zona turistica, con la finalidad de
mantener el nivel del mismo y llenado de la pista de remo y Canotaje “Virgilio
Uribe” y en la zona industrial, asi como a una carcel de la Delegacion Iztapalapa
(http://www.visitasguiadas.df.gob.mx).

El muestreo se realizé en tres diferentes puntos dentro de la planta de tratamiento
(Influente, tanque de lodos Activados y Sedimentador secundario) y en dos mas

fuera de ésta, Rebombeo y Efluente en Nativitas.
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Fig. 1. Planta de Tratamiento Cerro de la Estrella, Iztapalapa.

Para cubrir los objetivos del presente estudio se realizaron un total de 11
muestreos uno mensual comprendiendo el periodo de diciembre del 2003 a
octubre del 2004 en la Planta de Tratamiento de aguas residuales “Cerro de la
Estrella”, incluyendo las épocas de secas (Febrero-Abril, 2004) y 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 (Tequexquite)
como el cuarto y la dltima estacion que es el efluente (Nativitas) que llega a

Xochimilco.
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Fig. 2. Estacidn 1.-Influente de la Planta de Tratamiento Cerro de la Estrella, Iztapalapa.

Fig. 3. Estacion 2.-Tanque de Lodos Activados de la Planta de Tratamiento Cerro de la Estrella,
Iztapalapa.
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Fig. 4. Estacién 3.-Tanque de Sedimentacion Secundaria de la Planta de Tratamiento Cerro de la
Estrella, I1ztapalapa.

Fig. 5. Estacién 4.- Punto de Rebombeo de la Planta de Tratamiento hacia los Canales de
Xochimilco.
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Fig. 6. Estacion 5.-Influente Proveniente de la Planta de Tratamiento a los Canales de Xochimilco
Nativitas.
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MATERIAL Y METODOS.

Parametros Ambientales.

Para la valoracion de los parametros ambientales se realizaron in situ en el
caso del oxigeno disuelto y la temperatura se determinaron con un Oximetro
(modelo YSI, 51 — B con electrodo, Ohio, USA), realizando las mediciones a
nivel superficial (50 cm. de profundidad), al igual que la temperatura.

El pH se determind con un potenciémetro digital (conductronic, México)

tomando mediciones a nivel superficial (30cm).

Conteo de Coliformes Totales y Fecales.

Para los parametros biol6gicos se colectaron un total de 60 muestras de agua
en los diferentes puntos de muestreo (influente, tanque de lodos, Sedimentador
secundario, Rebombeo (Tequexquite) y Nativitas) en frascos ambar
esmerilados de 250mL previamente esterilizados y con un dispositivo
muestreador el cual se sumergidé a 50cm y llenando las % partes de la botella
para homogenizar la muestra antes del andlisis. Las muestras se transportaron

al laboratorio en refrigeracion.

Posteriormente en el laboratorio se realiz6 el conteo de coliformes Totales y
Fecales por el método del numero mas probable (NMP /100mL) serie de 5
tubos, con diluciones de (10mL, 1mL, 10", 102 103, 10 10°y 10®). Para la

cuantificacion de coliformes Totales (prueba presuntiva) se utilizd caldo
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Lactosado (10mL) en tubos de ensayo de 16x150mm, con campana de
Durham para observar la produccién de gas, los tubos se incubaron a 37°C por

24hrs.

Asi mismo los positivos se resembraron en caldo Bilis Verde Brillante (BVB) y
caldo EC ambos con 10mL y campana de Durham, para realizar la prueba
confirmativa de Coliformes Fecales, se incubaron a 37°C por 24hrs en Bilis

Verde Brillante (BVB) y en caldo EC en barno de agua 45°C por 24 hrs.

Aislamiento e Identificacion de E. coli.

Se realizé el aislamiento de E. colitomando una asada de el caldo EC derivado
de la técnica NMP y sembrando por estria en cajas con medio de cultivo Mac
Conkey y Mac Conkey con Sorbitol para poder confirmar que efectivamente se
trataba de E. coli al presentar sus tipicas caracteristicas morfolégicas tales
como son colonias de pequenas a medianas con centro hundido redondas,
lisas o rugosas (Molina, 2003). Posteriormente a las colonias seleccionadas se
les realizd una identificacion preliminar por medio de las pruebas bioquimicas
IMVIC mas una prueba adicional utilizando tres azlUcares (maltosa, lactosa y
manitol) para ampliar el espectro de identificacion. Posteriormente en agar
base sangre, se seleccionaron las colonias tipicas y al mismo tiempo observar
su capacidad hemolitica, las cepas seleccionadas se conservaron en medio de

Gelosa especial.
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Identificacion Automatizada VITEK.

Para una identificacion definitiva, las cepas se procesaron en el sistema
automatizado VITEK (bioMérieux Vitek, Inc. USA), que analiza las
caracteristicas metabolicas de la bacteria, utilizando 30 diferentes substratos
liofilizados tales como azucares y aminoacidos (bioquimicas) contenidos en
tarjetas de identificacion denominadas GNI+. Este método permite la
identificacién de la bacteria en periodos que van de 3 a 18 hrs. (Nataro, 1998).

La prueba se realizo tomando una asada de cultivo fresco, el cual fue
resuspendido en 1.8 mL de solucién salina estéril al (0.45%) para obtener una
concentracién correspondiente al tubo uno en la escala de Mac Farland, para
esto se utilizé un microespectrofotometro. Se hidrataron los pozos por medio de
vacio del mismo sistema con la suspension de E. coli equivalente a 1X10°
UFC/mL incubandolos a 37 °C, los resultados fueron leidos observando la

reaccion en cada uno de los compuestos liofilizados.

Fig. 7. Sistema Automatizado VITEK (bioMereux).
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Pruebas de Sensibilidad a los Antimicrobianos.

Una vez caracterizadas las cepas se procedié a la prueba de sensibilidad en la
cual se utilizé el mismo sistema automatizado (bioMérieux Vitek, Inc. USA),
utilizando las tarjetas GNS-604 las cuales constan de 40 pozos con una serie
de antibidticos liofilizados. La concentracion de las antibiticos esta disefiada
para identificar niveles altos y bajos de resistencia ya que cada uno de estos se
prueba con dos concentraciones (Cuadro 1). El procedimiento se dio de la
misma manera que la identificacién solo que con un paso mas que fue tomar
otro tuvo con 1800 ul de solucién salina al (.45%) y agregar 50ul de la solucion
bacteriana estandarizada anteriormente, incubandolos a 37 °C, los resultados
fueron leidos observando la presencia o ausencia de crecimiento bacteriano.
Esta es una prueba de susceptibilidad in vitro, que emplea un procedimiento de
micro dilucién en medio liquido, para determinar patrones de susceptibilidad de

bacterias aerdbicas y anaerdbicas facultativas de rapido crecimiento.

Extraccidon de DNA Gendmico de E. coli por Ebulliciéon.

Las cepas de E. coli aisladas de los diferentes puntos de muestreo se
cultivaron en placas de TSA, para obtener un cultivo fresco se incubaron 24
hrs. a 37°C, posteriormente se tom6 una asada considerable y se coloc6 en 1
mL de agua destilada estéril en tubos eppendorf los cuales fueron
homogenizados en vortex, hervidos 2min en termoblok a 100°C, pasado este

tiempo se colocaron en hielo para precipitar proteinas, asi mismo se centrifugé
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a 10,000 rpm por 5min. La técnica de extraccion de DNA por Kit se explica en

el Anexo Il.

Cuadro 1. Composicion de la tarjeta Vitek (GNS-604) para determinar Susceptibilidad

de Gram-Negativos

Antimicrobiano

Concentraciones

Rango de CMI uG/ML

uG/ML
Amikacina 2,8, 32 <2 >64
Amoxicilina/Acido 4/2, 8/4, 16/8 <8 232
Clavulanico
Cefazolina 4,16, 64 <8 232
Cefepim 4,8,16 <4 >32
Ceftazidim 4, 8, 64 <8 232
Ceftriaxona 16, 64, 128 <8 =64
Cefuroxim 4,16, 64 <4 232
Ciprofloxacina 1,4 <0.5 24
Gentamicina 0.5,2,8 <0.5 216
Meropemem 2,4,8 <2 =216
Nitrofurantoina 32 <32 >128
Norfloxacina 4,8 <4 216
Ofloxacina 1,4,10 <1 >8
Piperacilina 8,32, 64 <8 =256
Ticarcilina/Acido Clavulanico 32/2, 64/2, 128/2 <16 2256
Trimetoprima/Sulfametoxazol 2/38(40), <10 2320

8/152(160)
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Identificacion de Genes de Virulencia por PCR.

Ensayo de PCR. Para el analisis genético se us6 DNA gendmico de E. coli
haciendo la extraccién primero por la técnica de ebullicién y posteriormente por
medio del Kit PCR Master Mix (Promega, USA); se usaron siete secuencias
especificas para el analisis de genes relacionados con factores de virulencia de

E. coli patégenas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Secuencia de Genes Asociados a Factores de Virulencia de Cepas
Patégenas de Escherichia coli (Saucedo, L. 2003).

Cepa Gene

Numero bases Amplicén (pb) Secuencia
ETEC It 20 450 F:5" ggc gac aaa tta tac cgt gc 3°
20 R:5" cgg tct cta tat tcc ctg tt 37
st 21 190 F:5" att ttt ctt tct gta ttg tct t 3°
20 R:5" cac ccg gta caa gca gga tt 3°
EPEC bfpA 21 324 F:5" aat ggt gct tgc get tge tge 37
21 R:5" gcc gcet tta tec aac ctg gta 37
eaeA 20 384 F:5" gac ccg gca caa gca taa gc 3°
20 R:5" cca cct gca gca aca aga gg 3°
EHEC stxi 21 150 F:5" ctg gat tta atg tcg cat agt 3°
21 R:5" aga acg ccc act gag atc atc 3°
stx2 21 255 F:5" ggc act gtc tga aac tgc tcc 3°
21 R:5” tcg cca gtt atc tga cat tct 3°
EIEC ial 21 650 F:5" ggt atg atg atg atg agt cca 3°
20 R:5" gga ggc caa caa tta ttt cc 3°
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PCR Multiplex.

Esta es una variante de la técnica de PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) que permite la amplificacion de mdultiples segmentos de DNA
empleando dos o0 mas pares de primers simultaneamente en un mismo tubo. El
fundamento se explica en el Anexo Il. Este procedimiento se realizd bajo las
siguientes condiciones: en cada tubo de reaccion se colocaron 2.5uL de buffer
10x, 0.75uL de MgCl (50mM), 2.5ul de dNTPs (2mM) (dATP, dTTP, dGTP y
dCTP), el pool de oligos 0.625ul de cada uno, 8.95uL de agua para PCR, .3l
de Taq polimerasa (5U/ul) y 5uL del DNA muestra, obteniendo un volumen final
de 25ul. Asi mismo se realizo por separado cada gen con las siguientes
cantidades por tubo de reaccion: 2.5ul de buffer 10x, 0.75ul de MgCl (50mM),
0.5ul de dNTPs (2mM) (dATP, dTTP, dGTP y dCTP), de oligos 1.75ul de cada
uno, 17.5uL de agua para PCR, .1ul de Taq polimerasa (5U/ul) y 2uL del DNA
muestra, obteniendo un volumen final de 25ul. Una vez listo el tubo de reaccion
se seleccionaron las siguientes condiciones en el termociclador 94°C 5min, 50°
2min, 72°.45min, 94° .45min, 50° .45min, 72° 10min por un total de 35 ciclos,
para ambos casos Fig 8, 9. Posteriormente se prepard un gel de agarosa al 2
% Yy en cada pozo se colocaron 5uL del producto de PCR mas 2uL buffer de
carga y se corridé a 90 V por un periodo de 30min, se observo el producto

amplificado en un transiluminador de luz UV.
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CONDICIONES DEL TEMOCICLADOR

94° C
5min

502 C
2min

1 CICLO

72°C
.45min

94°C
.45min

_/

35 CICLOS

502 C
.45min

Fig.- 8 Condiciones del Termociclador para PCR Mdltiplex.

Fig.-9 Termociclador para PCR.

—_

72°C
10min

1 CICLO
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RESULTADOQOS.

El estudio realizado en la Planta de Tratamiento Cerro de la Estrella y en dos
puntos localizados en el lago de Xochimilco se efectudé durante el periodo de
diciembre del 2003 a octubre 2004. En este se realizaron 55 analisis de

parametros fisico quimicos y el aislamiento de 159 colonias de bacterias.

Parametros Ambientales.

Los resultados de los parametros fisico quimicos de las muestras mostraron en los
niveles de Oxigeno Disuelto (OD) un promedio anual de 2.15mg/L, con un nivel
minimo de 0.20mg/L en enero 2004 en la estacién uno (influente) y un maximo de
5.2mg/L en marzo 2004 en la estacién Nativitas. En negritas se sefalan los
promedios minimos y maximos por mes (1.32 mg/L y 3.36 mg/L en julio y octubre
2004 respectivamente) y por estacion (0.83 mg/L y 3.6 mg/L en el influente y

Nativitas respectivamente) (Cuadro 3).

Con respecto al pH se encontr6 un promedio anual de 7.30 con valores que se
mantuvieron en un intervalo entre 6.7 y 7.5. Sin embargo, en el mes de octubre del
2004 se observaron valores alcalinos en todas las estaciones (8.7) y un valor de
8.28 en febrero del mismo afo Unicamente en la estacion Nativitas, en el analisis
por mes observamos que el valor mas bajo se presento en mes de enero (6.95) y

el mes de octubre con el mas alto (8.74) (Cuadro 4).
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Cuadro 3. Concentracién de Oxigeno Disuelto (mg/L) en las Diferentes Muestras de Agua
Analizadas en la Planta de Tratamiento Cerro de la Estrella y su Efluente en Nativitas
Xochimilco.

LODOS SEDIMENTADOR PROMEDIO
INFLUENTE  ACTIV. SECUNDARIO REBOMBEO NATIVITAS MENSUAL

DICIEMBRE 1.2 0.9 1.2 2.8 3.0 1.82
ENERO 0.2 2.0 1.2 1.8 2.8 1.6
FEBRTERO 0.3 1.2 1.4 2.0 2.8 1.54
MARZO 1.2 1.2 2.0 2.6 5.2 2.44
ABRIL 1.0 1.2 1.4 4.0 4.6 2.44
MAYO 1.0 2.0 2.0 3.2 3.4 2.32
JUNIO 1.0 2.2 1.8 2.0 2.8 1.96
JULIO 0.6 0.6 1.0 2.0 24 1.32
SEPTIEMBRE 1.0 3.2 4.0 3.2 4.0 3.08
OCTUBRE 0.8 4.2 4.0 3.4 4.4 3.36
PROMEDIO

ANUAL 0.83 1.87 2.0 2.7 3.6 215

Cuadro 4. Valores Obtenidos de pH en las Diferentes Muestras de Agua Analizadas en la
Planta de Tratamiento Cerro de la Estrella y su Efluente en Nativitas Xochimilco.

LODOS  SEDIMENTADOR PROMEDIO
INFLUENTE ~ ACTIV. SECUNDARIO  REBOMBEO NATIVITAS ~ MENSUAL

DICIEMBRE 6.98 6.96 7.09 7.01 7.09 7.02
ENERO 7.38 6.72 7.01 6.88 6.78 6.95
FEBRERO 7.23 7.12 7.66 7.63 8.28 7.58
MARZO 717 7.14 7.15 6.98 7.16 7.12
ABRIL 7.18 7.01 7.00 7.01 7.41 7.12
MAYO 7.18 6.94 6.91 7.08 7.18 7.05
JUNIO 7.16 7.08 7.20 7.16 7.26 717
JULIO 7.80 7.36 7.45 7.53 7.57 7.54
AGOSTO 7.18 7.02 6.97 6.87 6.97 7.00
SEPTIEMBRE 7.26 6.84 6.86 7.04 717 7.03
OCTUBRE 8.77 8.80 8.94 8.60 8.62 8.74
PROMEDIO

ANUAL 7.39 7.18 7.29 7.25 7.40 7.30

La temperatura del agua mostré un promedio anual de 20.4° C, la temperatura

mas baja fue de (17° C) que se presento en el mes de enero de 2004 en todas las
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estaciones y en abril solo en la estaciéon Nativitas, con respecto a la mas alta (22-

23 2 C) se identificd en septiembre 2004 para todas las estaciones (Cuadro 5).

Cuadro 5. Valores Obtenidos de Temperatura (°C) en las Diferentes Muestras Analizadas
en la Planta de Tratamiento Cerro de la Estrella y su Efluente en Nativitas Xochimilco.

LODOS  SEDIMENTADOR PROMEDIO
INFLUENTE ~ACTIV. ~ SECUNDARIO  REBOMBEO NATIVITAS ~ MENSUAL

DICIEMBRE 20.0 195 19.0 19.0 195 19.4
ENERO 17.0 17.0 17.0 17.5 17.0 17.1
FEBRERO 18.0 18.0 18.5 205 19.0 18.8
MARZO 21.0 205 20.0 21.0 22.0 20.9
ABRIL 21.0 21.0 22.0 22.0 17.0 20.6
MAYO 20.0 20.0 20.0 22.0 21.0 20.6
JUNIO 21.0 22.0 21.0 22.0 20.0 21.2
JULIO 20.0 215 21.0 21.0 21.0 20.9
SEPTIEMBRE 22.0 22.0 22.0 23.0 22.0 22.0
OCTUBRE 21.0 21.0 21.0 21.0 21.0 21.0
PROMEDIO

ANUAL 20.1 20.25 20.15 20.9 19.8 20.4

Conteo de Coliformes Totales y Fecales.

En relacion a las cuentas de Coliformes Totales analizadas por el ensayo de tubos
multiples mostré en los meses de diciembre 2003 a mayo 2004 niveles con un
intervalo de 2 a 2400 (NMP/100mL) identificando éstos como los mas bajos en el
estudio. En el andlisis por estacion podemos observar en la grafica 1 que para la
estacion del Influente en los primeros meses del muestreo (época de secas) para
CT se presentan cifras que van de 20 a 2000 NMP/100mL, presentando un
incremento notable para el resto del periodo de muestreo (época de lluvias) con
cifras que van de 18,100 a 370,000 NMP/100mL. A su vez también nos indica que

en el caso de CF no se presentan en las mismas proporciones pero al igual que en
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las Totales la época que presenta un incremento en la de lluvias que va desde
1,000 a160,000 NMP/100mL siendo septiembre y octubre los meses mas altos
para ambos casos. Debido a las cuentas tan elevadas no fue posible graficar en
nameros naturales por tal motivo se grafico en logaritmo natural para comprobar

los datos ir al anexo 1.

NMP DE COLIFORMES TOTALESY FECALES EN EL
INFLUENTE

14.00
12.00 I~
10.00
8.00
6.00
4.00 -
2.00 -
0.00 -

Ln/NMP/100mL

N o . A NZ QL A
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EMTOTALES M FECALES

Grafica 1.- Conteo de Coliformes Totales y Fecales en la Estacién Influente de la Planta de
Tratamiento Cerro de la Estrella.

En la grafica 2 observamos que para la estacion de Lodos Activados sucede lo
mismo que en la estacién anterior presentandose en la época de secas, que
comprende los primeros meses del muestreo, cifras que van de un rango de que
tiene como minimo 35 a 2,400 como maximo NMP/100mL para Coliformes Totales
y presenta un gran incremento a partir del mes de junio teniendo gran variacion
gue van desde 2,100 como minima hasta 360,000 como maximas en esta ocasion

para el mes de junio y 220,000 para el mes de octubre. Asi mismo en el caso de
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Coliformes Fecales si presenta una disminucion notable en la época de secas que
va de 8 a 27 NMP/100mL, sin embargo para los siguientes meses sigue el
incremento presentando valores de 1,200 como minimo a 70,000 NMP/100mL
valor maximo de nuevo para el mes de junio. Debido a las cuentas tan elevadas
no fue posible graficar en numeros naturales por tal motivo se grafico en logaritmo

natural para comprobar los datos ir al anexo 1.

NMP DE COLIFORMES TOTALESY FECALES EN EL
TANQUE DE LODOS

14.00
12.00

10.00
8.00
6.00

4.00 -
2.00 -

Ln/NMP/100mL

0.00 1
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M TOTALES M FECALES

Grafica 2.- Conteo de Coliformes Totales y Fecales en la Estacién Lodos Activados de la Planta de
Tratamiento Cerro de la Estrella.

Como podemos observar en la grafica 3 en la estacidn de Sedimentador

Secundario para el caso de las cuentas de Coliformes Totales en los primeros

meses van de 11 como minimo a 183 NMP/100mL como maximo pero no es el

caso para los meses siguientes por que al igual que en las estaciones anteriores el

incremento se da a partir del mes de junio (época de lluvias) con cifras que van

desde 2,000 (minima) a 350,000 (maxima) esta ultima presentandose en junio y
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220,000 NMP/100mL en julio. Para el caso de Coliformes Fecales se observa que
presenta niveles bajos que van desde 10 (minima) a 29 NMP/100mL (maxima) y el
incremento como ya lo mencionamos anteriormente es a partir del mes de junio
(lluvias) con rangos que van desde 800 a 140,000 NMP/100mL esta ultima cifra se
da en el mes de julio seguido de junio que presenta 11,000 NMP/100mL. Debido
a las cuentas tan elevadas no fue posible graficar en numeros naturales por tal

motivo se grafico en logaritmo natural para comprobar los datos ir al anexo 1.

NMP DE COLIFORMES TOTALESY FECALES EN EL
TANQUE DE SEDIMENTADOR SECUNDARIO

14.00
12.00
10.00
8.00
6.00
4.00 -
2.00 -
0.00 -

Ln/NMP/100mL

T DR N O KA
F & F P Ve F
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Grafica 3.- Conteo de Coliformes Totales y Fecales en la Estacion del Tanque de Sedimentacién

Secundario de la Planta de Tratamiento Cerro de la Estrella.

En la grafica 4 de la estacion Rebombeo Tequexquite observamos claramente una
gran disminucién con relacion a las estaciones anteriores para Coliformes Totales
sin embargo en esta ocasién hay un ligero incremento en el mes de abril y mayo
presentando para ambos casos 1,100 NMP/100mL pero mantiene rangos

menores, para la época de lluvias sigue un poco elevado con un minimo de 2 a
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3,300 NMP/100mL para el mes de junio. No es el caso pala los Coliformes Fecales
ya que tanto en la época de secas como lluvia presentan medidas bajas que van
de un minimo de 2 a un maximo de 280 NMP/100mL este ultimo valor
corresponde a el mes de julio. Debido a las cuentas tan elevadas no fue posible
graficar en numeros naturales por tal motivo se grafico en logaritmo natural para

comprobar los datos ir al anexo 1.

NMP DE COLIFORMES TOTALES Y FECALES EN LA
ESTACION REBOMBEO TEQUEXQUITE

14.00
12.00
10.00
8.00
6.00 v
4.00
2.00 - v
0.00 -

Ln/NMP/100mL
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Grafica 4.- Conteo de Coliformes Totales y Fecales en la Estacién Rebombeo Tequexquite de la

Planta de Tratamiento Cerro de la Estrella.

En la grafica 5 observamos que para la estacién Nativitas en el conteo de
Coliformes Totales se presentan cuentas bajas para la época de secas que van
desde un rango de 2 a1,300 NMP/100mL siendo esta ultima cifra para el mes de
mayo. Para el caso de la época de lluvias se presenta un ligero incremento en el
mes de septiembre con 3,500 NMP/100mL. Sin embargo para el caso de los

Coliformes Fecales en ambas épocas del ano presentan cifras menores que tiene
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un minimo de 2 y un maximo de 220 NMP/100mL, esto para el mes de
septiembre. Debido a las cuentas tan elevadas no fue posible graficar en numeros

naturales por tal motivo se grafico en logaritmo natural para comprobar los datos ir

al anexo 1.
NMP DE COLIFORMES TOTALES Y FECALES EN LA
ESTACION NATIVITAS (XOCHIMILCO)
14.00
_, 12,00
E 1000
(=
T 800 -
o
S 6.00
=
T 400
2.00
0.00 -
F &y & F YL
M TOTALES M FECALES

Grafica 5.- Conteo de Coliformes Totales y Fecales en la Estacién Nativitas (Xochimilco) de la

Planta de Tratamiento Cerro de la Estrella.

Aislamiento e Identificacion de E coli.

El aislamiento se realizé en medio Mac Conkey a partir de los tubos de EC, de
estos se obtuvieron 159 muestras lactosa positiva a las que se les realizé la
identificacién. El resultado mostré6 que el 73% (118/159) de las muestras
corresponden a E. coli; 10% (16/159) Citrobacter freundii; 6% (9/159) E. coli

sorbitol negativas y 11% microorganismos no identificados. Los géneros Klebsiella
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pneumoniae, Shigella disenteriae, Leclercia adecarboxylata y Escherichia

fergusonii se identifican en solo el 1% de las muestras (Cuadro 6).

Cuadro 6. Porcentajes de Organismos |dentificados por Sistema Automatizado VITEK.

Numero de
Organismo Aislamientos %

Escherichia coli 118 73%
Citribacter freundii 16 10%
E. coli sorbitol (-) 9 6%
Leclercia adecarboxylata 2 1%
Klebsiella pneumoniae

Escherichia fergusonii 1 c/u 1%
Shigella dysenteriae

No identificados 11 7%

Prueba de Sensibilidad a los Antimicrobianos.

La prueba de sensibilidad a los antimicrobianos se les aplicd solamente a las
cepas determinadas como Escherichia coli (127). El resultado mostr6 que 93
(73%) cepas son sensibles a todos los antibidticos, 7 (6%) dieron resultado
intermedio y 27 (21%) son resistentes al menos a uno de los antibiéticos (Fig. 14).
De las 27 cepas resistentes 12 lo fueron a un sélo antibiético, 8 a dos, y los 7
restantes fueron resistentes a mas de tres antibiéticos (Fig. 15).

Las asociaciones de resistencia de las cepas de E. coli mas frecuentes muestran
asociacion a Piperacilina y Trimetoprima sulfametoxasol con el (22%), Piperacilina,
Trimeth-sulfa Ciprofloxacina, Norfloxacina, Ofloxacina con el (7.4%), Piperacilina,

Trimeth-sulfa Ciprofloxacina Gentamicina, Ofloxacina, Norfloxacina también con el
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(7.4%). Asimismo podemos observar que el grupo de los B-Lactamicos es el

predominante seguido de las Sulfas y el grupo de las Fluoroquinolonas (Cuadro 7).

Porcentaje de Sensibilidad Antimicrobiana

H Sensible S
# [ntermedioll

M Resistente R

Grafica 6.- Sensibilidad Antimicrobiana de Cepas Aisladas en la Planta de Tratamiento Cerro de la

Estrella y dos Puntos en Xochimilco.

Multiresistencia Antimicrobiana

14
12

# de Organismos

o N B OO
I

_ o = N
3 4 5 6

# de Antibioticos

Grafica 7.- Multiresistencia de Cepas Aisladas en la Planta de Tratamiento
Cerro de la Estrella y dos Puntos en Xochimilco.
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Cuadro 7. Patrones de Resistencia a Antimicrobianos Obtenidos de Cepas Aisladas de las
Muestras en la Planta de Tratamiento Cerro de la Estrella y su Efluente en Nativitas

Xochimilco.

PATRONES DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Antibidticos Numero de Yo
Organismos

Gentamicina 1 3.7%
Piperacilina 2 7.4%
Trimeth-sulfa 9 33.3%
Piperacilina, Nitrofurantoina 1 3.7%
Piperacilina, Trimeth-sulfa 6 22.2%
Nitrofuratoina, Trimeth-sulfa 1 3.7%
Piperacilina, Trimeth-sulfa,

Nitrofurantoina 1 3.7%
Piperacilina, Amoxicilina/CA, 1 3.7 %

Cefazolina

Piperacilina, Trimeth-sulfa

Amoxicilina/CA, Cefazolina 1 3.7%
Piperacilina, Trimeth-sulfa

Ciprofloxacina,Norfloxacina, 2 7.4%
Ofloxacina

Piperacilina, Trimeth-sulfa

Ciprofloxacina Gentamicina, 2 7.4%
Ofloxacina, Norfloxacina

Total 27 100%
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Identificacion de Genes de Virulencia.

Se busco6 la deteccidon de genes de virulencia mediante un ensayo de PCR
multiplex, a cepas de E. coli aisladas en el presente estudio. El resultado no
mostré amplificacién para las muestras ambientales, sin embargo para las cepas
controles si se ve claramente el amplificado esperado Fig 10 dado que en esta
prueba multiplex no se obtuvo amplificado de los controles It, st y Bfpa se tomo la
decisién de hacer cada gen por separado y aun asi tampoco se obtuvo amplificado

de las muestras analizadas solo los controles fig 11, 12, 13.

Fig. 10 .Controles de PCR Mudltiplex en gel de Agarosa al 2%,35min, 90 Vlts. Genes stx1 (150pb)

stx2 (255pb) eaea (384pb) ial (650pb).
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Fig. 11 PCR Sencillo del Gen Lt (450pb) en gel de Agarosa al 2%,35min, 90VIis.

Fig. 12 PCR Sencillo del Gen St (190pb) en gel de Agarosa al 2% 90 Vlts, 35min.
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36aph Bfpa
246pb

Fig.13 PCR Sencillo del Gen Lt (450pb) en gel de Agarosa al 2% 90 Vlts 35min.
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DISCUSION.

Debido a la sobrepoblacién de la ciudad de México se genera una gran carga de
contaminacion a los cuerpos de agua circundantes, tanto de desechos industriales
como domésticos. Para esto se ha recurrido, aunque de forma no total al
tratamiento de las aguas residuales, mismas que se utilizan para varios fines entre
ellos mantener el nivel del agua de algunos lagos urbanos. A esta situacion no ha
escapado  Xochimilco 'y del cual se tomaron desde 1952
(.http://www.femisca.org.mx/publicaciones/XIVcongreso/AguaCosterahtml) los
manantiales que lo alimentaban para aprovecharlos como fuente de

abastecimiento de agua potable.

Los canales de Xochimilco que se forman entre las chinampas, constituyen una
tipica zona turistica al sur de la ciudad de México, el agua de estos canales
también se aprovecha para el riego agricola, principalmente en hortalizas y plantas
de ornato. El término conocido como “Chinampas” viene de tiempos prehispanicos
cuando se comenz6 a desarrollar ese peculiar sistema de cultivo y el cual se sigue
empleando en la actualidad. Como se ha mencionado cuando se capté el agua de
los manantiales para ser utilizada como fuente de abastecimiento a la ciudad de
México, se registrd la desecacidn total del lago de Xochimilco, lo que aunado a la
deforestacién empeoré la situacion, que llevd al gobierno de la época el tomar la
decision de desviar el rio Churubusco hacia Xochimilco. Ya en 1958 se enviaban

aguas de origen industrial y doméstico depuradas en forma incompleta con
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tratamiento primario (solo retirando la basura) para irrigar las chinampas
(.http://www.femisca.org.mx/publicaciones/XIVcongreso/AguaCosterahtml) y para
mantener el nivel del lago con agua proveniente, y a partir de 1980 los canales de
Xochimilco, Tldhuac y Mixquic fueron alimentados con aguas de la planta de
tratamiento “Cerro de la Estrella” (Torres, P. 2007). Dicha planta comenz6 su
operacion en 1971, produciendo inicialmente un caudal a nivel de tratamiento
secundario de 2,000 L/s. Desde 1994 ha aumentado su capacidad hasta 4,000 L/s
de agua mediante un tratamiento a nivel terciario (el cual busca eliminar los
contaminantes orgénicos, los nutrientes como los iones fosfatos y nitrato o
cualquier exceso de sales minerales) asi como la cloracidon del efluente.
(http://lanic.utexas.edu/project/ilassa/conference/1999/papers2/neira/neira.htm)

Uno de los objetivos de este trabajo fue la busqueda de bacterias en la planta de
tratamiento de Cerro de la Estrella, la cual suministra una parte del agua tratada a
una carcel de la delegacion, otra parte se distribuye en pipas para usos diversos
como riego y lavado de automaviles y el resto se envia al lago de Xochimilco para
los fines arriba mencionados.(43) Las bacterias son una de las principales
contaminantes de estas aguas por lo que su deteccion es importante ya que la
supervivencia de las mismas estd relacionada con diferentes factores fisico y
quimicos del ambiente, los resultados obtenidos de algunos de estos, como OD, T

y pH se muestran en los cuadros 3, 4 y 5.

El oxigeno es una limitante para el desarrollo de bacterias anaerdbicas pero no

para algunas enterobacerias como Escherichia coli (Presscot, 2004). Nosotros
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observamos un incremento del OD conforme avanza el tratamiento del agua, estos
datos son coincidentes con el trabajo realizado por Luna en el 2006, tal incremento
es un indicativo del tratamiento adecuado del agua y en cierta medida tales
valores determinan la presencia de materia organica vertida a los cuerpos de
agua.

Dado que el oxigeno disuelto en las aguas puede agotarse mas rapidamente, de
lo que es remplazado por la atmésfera, y puesto que las bacterias, los
protozoarios y gusanos de lodo compiten por el oxigeno, cuando los elementos
nutritivos organicos son abundantes, y consume oxigeno esta condicion afecta la

distribucién de las formas de vida en el agua (Turk. 1981).

Otro de los factores importante para el desarrollo de las bacterias es el pH del
agua los valores adecuados van de 5.5 a 8.0, nosotros encontramos en la planta
de tratamiento un promedio anual de 7.3, presentandose unicamente en el mes de
octubre un pH alcalino de 8.7. Aunque los microorganismos crecen a menudo en
medios con un amplio rango de pH, su tolerancia tiene un limite y variaciones
intensas en el mismo pueden danar a los organismos alterando la membrana
plasmatica o inhibiendo la actividad de las enzimas y proteinas transportadoras,
también pueden modificar la ionizacion de las moléculas de nutrientes,

disminuyendo por eso, su disponibilidad para el microorganismo (Presscott 2004).

Un factor igualmente importante es la temperatura, en un ambiente natural llega a

variar debido a los cambios climaticos, la dimensién y el movimiento constante del
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mismo cuerpo de agua: los datos obtenidos en el presente estudio mostraron que
en todos los sitios de muestreo se mantiene un promedio mensual entre 17°y 21°
C , situacién que es favorable para el crecimiento de diferentes microorganismos
como es el caso de Escherichia coli que tiene un rango de 102 C como
temperatura minima, 37° C como temperatura optima y 452 C como maxima
(Presscott 2004), y en el caso de Vibrio cholerae, oscila entre 30° y 37° C, datos
reportados por Luna F. en el 2006, y Solis A. en 2003. La temperatura es un factor
importante que puede ocasionar que la poblaciéon bacteriana desaparezca o
sobreviva por mas tiempo en el ambiente (Microbiologia del Agua 1985). Ya que el
metabolismo en general es mas activo a temperaturas altas, los microorganismos
crecen rapidamente en un ambito, lo que se conoce como Temperatura 6ptima, o
bien disminuir su velocidad de crecimiento en valores altos que pueden llegar a
ser letales, ocasionar danos al desnaturalizar las enzimas, las proteinas
transportadoras, deteriorar las membranas microbianas, la doble capa lipidica la
cual puede fundirse y desintegrarse e inhibir su crecimiento, por el contrario las
temperaturas muy bajas de membrana se melifica y las enzimas no operan a gran
velocidad y la funcién se ve afectada pero no necesariamente en su estructura y

composicién (Presscott 2004).

Las aguas naturales poseen una determinada poblaciéon bacteriana que incluye
gran variedad de familias, grupos y géneros. En muchas ocasiones la biota nativa
se ve incrementada con la adicién de nuevos grupos que provienen del suelo, aire,

de las excretas de humanos y animales de sangre caliente, las heces usualmente
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se mezclan con la aguas residuales domésticas que pueden ser descargadas en
cuerpos de agua (rios, lagos, presas) que posteriormente seran utilizados como

fuente de abastecimiento (Microbiologia del agua 1985, Rosas, |. 2004).

El agua contaminada es una importante fuente de transmision de enfermedades
infecciosas, gastrointestinales no sélo por la ingesta de ésta sino también por
contacto directo o indirecto a través de la piel, las mucosas o vias respiratorias. La
cuantificacion de bacterias indicadoras de contaminacién fecal (coliformes Totales
(CT) y Fecales (CF)), se utilizan para evaluar la calidad sanitaria tanto de
alimentos, como de agua de consumo directo e indirecto como es el caso de
aguas tratadas para riego, agricultura y recreacion (Suarez, 2002). En el presente
estudio se realizé la cuantificacion de Coliformes Totales y Coliformes Fecales por
la técnica del NMP, los resultados obtenidos muestran en los primeros meses de
muestreo, para las estaciones que estan dentro de la planta de tratamiento el
Influente, para CT se presentan cifras que van de 20 a 2000 NMP/100mL,
presentando un incremento notable para el resto del periodo con rangos que van
de 18,100 a 370,000 NMP/100mL. A su vez también nos indica que en el caso de
CF no se presentan en las mismas proporciones pero presenta un incremento en
la época de lluvias que va desde 1,000 a160,000 NMP/100mL siendo septiembre y
octubre los meses mas altos para ambos casos. Para la estacion de Lodos
Activados sucede lo mismo presentandose en la época de secas, cifras que van
de un rango de que tiene como minimo 35 a 2,400 como maximo NMP/100mL

para Coliformes Totales y presenta un gran incremento a partir del mes de junio
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teniendo gran variacion que van desde 2,100 como minima hasta 360,000 como
maximas en esta ocasién para el mes de junio y 220,000 para el mes de octubre.
Asi mismo en el caso de Coliformes Fecales si presenta una disminucién notable
en la época de secas que va de 8 a 27 NMP/100mL, sin embargo para los
siguientes meses sigue el incremento presentando valores de 1,200 como minimo
a 70,000 NMP/100mL valor maximo. En el caso del Sedimentador Secundario las
Coliformes Totales en los primeros meses van de 11 como minimo a 183
NMP/100mL como maximo pero no es el caso para los meses siguientes por que
al igual que en las estaciones anteriores el incremento se da a partir del mes de
junio (época de lluvias) con cifras que van desde 2,000 (minima) a 350,000
(maxima) esta ultima presentandose en junio y 220,000 NMP/100mL en julio. Para
el caso de Coliformes Fecales se observa que presenta niveles bajos que van
desde 10 (minima) a 29 NMP/100mL (maxima) y el incremento como ya lo
mencionamos anteriormente es a partir del mes de junio (lluvias) con rangos que
van desde 800 a 140,000 NMP/100mL esta ultima cifra se da en el mes de julio
seguido de junio que presenta 11,000 NMP/100mL. La mayoria de los valores
sobrepasan lo que estipula la Norma Oficial Mexicana NOM-001-ECOL-1996 la
cual establece que los limites maximos permisibles de descarga de Coliformes
Fecales CF para aguas tratadas es de 1,000 y 2,000 UFC como nimero mas
probable por cada 100mL en promedio mensual y diario respectivamente.Para el
caso de los dos puntos que tan fuera de la planta el Rebombeo Tequexquite
observamos claramente una gran disminucién con relacion a las estaciones

anteriores para Coliformes Totales sin embargo en esta ocasién hay un ligero
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incremento en el mes de abril y mayo presentando para ambos casos 1,100
NMP/100mL pero mantiene rangos menores, para la época de lluvias sigue un
poco elevado con un minimo de 2 a 3,300 NMP/100mL para el mes de junio. No
es el caso pala los Coliformes Fecales ya que tanto en la época de secas como
lluvia presentan medidas bajas que van de un minimo de 2 a un maximo de 280
NMP/100mL este ultimo valor corresponde a el mes de julio. .Al igual en Nativitas
en el conteo de Coliformes Totales se presentan cuentas bajas para la época de
secas que van desde un rango de 2 a1,300 NMP/100mL siendo esta ultima cifra
para el mes de mayo. Para el caso de la época de lluvias se presenta un ligero
incremento en el mes de septiembre con 3,500 NMP/100mL. Sin embargo para el
caso de los Coliformes Fecales en ambas épocas del afo presentan cifras
menores que tiene un minimo de 2 y un maximo de 220 NMP/100mL, esto para el
mes de septiembre. Estos ultimos valores no sobrepasan lo que estipula la Norma
Oficial Mexicana NOM-001-ECOL-1996 Esto resultados probablemente se deban
a que en la época de secas existe una mayor concentracion de bacterias en la
atmésfera debido al transporte de las particulas provenientes de las superficies
secas, por el contrario en la época de lluvias el numero de bacteria disminuye
significativamente debido al lavado de la atmésfera (Rosas, I. 2004) creemos que
el aumento de las cuentas obtenidas en el presente estudio en la época de lluvias
se deba al arrastre de materia organica, basura y otros contaminantes. Sugiriendo
que el probable aumento de otros microorganismos como algas, protozoarios,

afectan directamente la concentracion de los coliformes asi mismo la presencia de
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algun genero especifico de las mismas coliformes como es el caso de Citrobacter

y Enterobacter las cuales podemos encontrar con mayor facilidad en el suelo.

Anteriormente en el 2001 Juarez F. cuantifica diversos indicadores de
contaminacion fecal en los efluentes de dos plantas de tratamiento Cerro de la
Estrella y San Luis, cuyos efluentes llegan a los canales de Xochimilco y a
diferentes puntos de estos (embarcaderos) obteniendo como resultado para el
primer caso 3.2 /100mL UFC y para el segundo caso 2.5/100mL UFC.

Dado que en la zona de Xochimilco se practica la siembra de hortalizas, Rolando y
col. en el 2002, realizaron un trabajo con dos de los vegetales mas consumidos y
cultivados en Xochimilco, que son la lechuga y el cilantro los cuales se consumen
crudos por esta razon pueden ser causantes de enfermedades gastrointestinales,
al ser regados con las aguas del lago que provienen de las dos plantas de
tratamiento antes mencionadas. En el estudio obtuvieron como resultado valores
de CF de 75 a 0.43 NMP/g de lechuga y de 150 a 2.10 NMP/g de cilantro. Asi
mismo Montiel en el 2005 reportd con respecto a CT un promedio anual de 1,591
UFC/100mL obteniendo por estacién un intervalo de 244 a 3,930 UFC/100mL y
con respecto a CF obtiene un promedio anual de 274 UFC/100mL y por estacion
un intervalo de 67 a 1,602 UFC/100mL, los cuales también sobrepasan la norma.
Lo cual nos sugiere que tanto los asentamientos irregulares y las probables fugas
del sistema de alcantarillado publico, podria anular el efecto o disminuir la calidad
el agua que sirven las plantas de tratamiento, e incrementar el efecto de la

contaminacion ya que cualquier tipo de esta facilita la transmisidon de agentes
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enteropatégenos, mediante cultivos contaminados y por contacto directo con el

agua por los trabajadores de las chinampas.

A su vez hay que mencionar que el proyecto UNESCO-Xochimilco de enero 2005
(45), menciona que la retroalimentacién del lago con el agua tratada y aguas
negras ha traido diversas consecuencias como cambios en el ecosistema,
provocar enfermedades en la poblacion debido a la contaminacién. Por otro lado
Sandoval (2003) menciona que la calidad sanitaria del agua rebasa los limites
maximos permisibles por lo cual no se debe hacer uso de ésta para fines

agricolas.

Posteriormente la identificacion de las bacterias aisladas en los diferentes puntos
de muestreos arroj6é diversos géneros, encontrando a E. coli en una proporcion de
76% Yy E. coli sorbitol negativas con el 6%, algunas otras con un 10% como fue el
caso de Citrobacter freundii, este es un hecho importante ya que E. coli es un
organismo causante de diferentes cuadros diarreicos de importancia clinica.

Estos datos tienen relacion con el estudio realizado con anterioridad por Montiel
en el 2002, quien identificé un total de 46% de E. coliy 23% de Vibrio cholerae en
los canales de Xochimilco. Por otro lado Ramirez C. en el 2002 identificé un total
de 151 cepas lactosa positiva de los canales de Xochimilco, de las cuales un 82%
correspondian a E. coli, estos valores se presentaron en la época de secas,
mientras que se obtuvo un 69% en época de lluvias; lo anterior puede deberse a

que Escherichia coli es un microorganismo cosmopolita y basicamente no necesita
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de condiciones ambientales tan estrictas, como otros microorganismos, ademas el
agua de lluvia puede arrastrar consigo residuos o sustancias contaminadas hacia
los canales favoreciendo que se incremente el numero de dichos microorganismos

en el agua.

Los primeros estudios sobre resistencia bacteriana se enfocaron sobre fenomenos
de mutacion de origen cromosomal, sin embargo estudios realizados por
investigadores japoneses (Watanabe, T. 1963), demostraron que las bacterias
entéricas presentaban resistencia multiple a diferentes antibidticos y que esta
resistencia no se debia a cambios cromosdmicos sino a la presencia de DNA
extracromosomico transferible, llamado factor R (resistencia por plasmido). Este
hecho constituye una gran amenaza ya que es transferible entre bacterias ademas
de ser altamente estable, esto les confiere resistencia a diferentes antibidticos y se
asocia con otras caracteristicas como la capacidad del microorganismo de
colonizar y diseminarse a los tejidos del hospedero (Molina 2003). Existen
diferentes mecanismos que se involucran en la resistencia bacteriana, alteracion
de los receptores del antibidtico, disminucion de la cantidad del antimicrobiano que
se puede relacionar con el receptor por escasa penetracidn intracelular o por la
eliminacion rapida de la droga, por destruccion o inactivacién del antimicrobiano
principalmente por accion enzimatica y sintetizando vias metabdlicas resistentes

(Molina 2003).
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Las pruebas de resistencia a antimicrobianos realizadas en el presente estudio
muestran en el cuadro 7 un mayor porcentaje del grupo de los B-lactamicos
principalmente a piperacilina, seguido de trimetroprim sulfametoxasol siendo los
mas comunes ya sea actuando solos 0 en combinacion con otro antibidtico, otra
de las cuestiones importantes que hay que resaltar de este trabajo es que
encontramos cepas resistentes a tres o mas antibiéticos y que son los mas
comunmente prescritos por las diferentes instituciones o que estan al alcance de
la gente, esta resistencia a los antimicrobianos es un problema importante y
cambiante que dificulta el manejo y control de las enfermedades, una de las
razones por las que existe una falta terapéutica al emplear antibiéticos para tratar
a pacientes con infecciones bacterianas es el surgimiento de bacterias resistentes
a estos antibiéticos. (Sol6rzano, 1998). El estudio de sensibilidad realizado por
Valdés en el 2002 a 189 cepas de E. coli mostr6 que el 1.2% fueron
multiresistentes (resistencia a mas de un antibidtico), del total, 38% de la
resistencia fue a trimetroprim/sulfametocxasol, 40% para ampicilina, 32% a
ticarcilina y 32% a piperacilina. Por otro lado Juarez F. en el 2003 probé un total
de 235 colonias de E. coli para determinar la susceptibilidad a los antibiéticos,
obteniendo como resultado que las dos principales frecuencias de resistencia se
observaron a la tetraciclina en 108 de 235 cepas (46%), y a la ampicilina en 82 de
235 (35%). Las E. coli aisladas de los canales de Xochimilco son multiresistentes
a ticarcilina, ampicilina, amoxicilina y ampicilina entre otras. Lo que sugiere que la
difusién de los genes de resistencia a antibioticos pueden ser transferidos a otras

bacterias en el intestino de animales o humanos. Por otro lado el estudio realizado
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por Estrada-Garcia en el 2005 en tres hospitales de la ciudad de México obtiene
principalmente dos patrones de resistencia con 65% al trimetroprim-
sulfametoxazol, 73% a ampicilina y el 53% fue resistente a mas de tres
antibidticos, por lo tanto 105 de 170 (62%) fueron multiresistentes, 145 (85%)
fueron resistentes a tetraciclina, 124 (73%) a ampicilina, 127 (75%) a trimetroprim-
sulfametoxazol, 29 (17%) a clorafenicol, 4 (2%) a gentamicina, y ninguno a
ciprofloxacina y cefotaxima. Esto puede deberse a que estos antibidticos son los
mas prescritos en los diferentes centros de salud, o que las bacterias se han
hecho resistentes debido a cuatro principales causas: modificacién del antibiético,
modificacion del sitio blanco mediante mutaciones espontaneas en los genes que
codifican para estos, cambio en la permeabilidad de la bacteria debido a la
modificacion de las proteinas de la membrana externa, expulsion del antibiético
mediante la sobreproduccion de bombas de eflujo lo cual impide el acceso del

mismo al sitio blanco de la bacteria (Silva, 2006).

La transmisién de enfermedades diarreicas se relaciona con la falta de higiene y
en muchos de los casos con la pobreza, asi como con la desnutricién y las malas
condiciones sanitarias. E. coli es uno de los agentes causantes de diarreas, esta
bacteria ha desarrollado ciertos factores de virulencia para causar dafo al
hospedero promoviendo la colonizacién, facilitando la supervivencia de las
bacterias infectantes, en las que destaca su adherencia mediada por pilis o

fimbrias, la presencia de enterotoxinas, las adhesinas no fimbriales y las capsulas.
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Con relacién a los ensayos de PCR multiplex y simple para determinar genes
relacionados con virulencia mostraron que las cepas carecen de estos. Lo cual no
concuerda con los resultados obtenidos por Chavez (2007) en su estudio realizado
en diferentes ambientes en los cuales ella encuentra amplificaciones del gen LT
(696pb) en muestras clinicas de adultos con mayor frecuencia, seguida de
muestras de alimentos y de aire. Asimismo para el gen ST (186pb) es el grupo de
muestras de nifios las que presentan el mayor porcentaje, seguido del agua y
alimentos, sin embargo nuestro estudio no concuerda con el nuestro
probablemente por que no son los mismos primers que nosotros utilizamos por
tales caracteristicas nuestros resultados no son comparables. Lo mismo sucede
con el estudio que realizo Aguilar-Medina en el que encuentra CT Y CF en su
estudio ya que ninguna de las muestras resulto positiva para los genes de ST, LT
los cuales también nosotros buscamos. Lo que nos sugiere que la bacteria los
perdid o probablemente a que estos genes de virulencia se encuentran en un
plasmido o en el cromosoma de la bacteria ya que el conservarlos generaria un

gasto de energia que la bacteria podria requerir para su sobrevivir en el medio
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CONCLUCIONES.

% Los parametros ambientales determinados in situ en el presente estudio
Temp. OD, y pH se mantuvieron estables.

% El conteo de indicadores de contaminacién Coliformes Totales y Fecales en
la época de lluvia para todas las estaciones sobrepasa lo que establece la
NOM-001-ECOL-1997.

% Del total de organismos aislados 159, el 73% (118/159) de las muestras
corresponden a E. coli; 10% (16/159) Citrobacter freundii; 6% (9/159) E. coli
sorbitol negativas y 11% microorganismos no identificados. Los géneros
Klebsiella pneumoniae, Shigella disenteriae, Leclercia adecarboxylata y
Escherichia fergusonii se identifican en solo el 1% de las muestras.

s La prueba de sensibilidad aplicada a Escherichia coli (127), el resultado
mostré que 93 (73%) cepas son sensibles a todos los antibiéticos, 7 (6%)
dieron resultado intermedio y 27 (21%) son resistentes al menos a uno de
los antibioticos.

% De las 27 cepas resistentes 12 lo fueron a un sdlo antibidtico, 8 a dos, y los
7 restantes fueron resistentes a mas de tres antibiéticos.

% De los antibiéticos a los que las cepas mostraron mas resistencia fueron a
el grupo de los B-Lactamicos (piperacilina, amoxicilina, etc) y al grupo de
las sulfas (Trimetoprima sulfametoxasol).

% Las asociaciones de resistencia de las cepas de E. coli mas frecuentes son

a Piperacilina y Trimetoprima sulfametoxasol con el (22%), Piperacilina,
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Trimeth-sulfa Ciprofloxacina, Norfloxacina, Ofloxacina con el (7.4%);
Piperacilina, Trimeth-sulfa Ciprofloxacina Gentamicina, Ofloxacina,
Norfloxacina también con el (7.4%).

% La deteccién de genes de virulencia mediante un ensayo de PCR mudltiplex

y simple, a muestras aisladas de E. coli. no mostré amplificacion.
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Tabla 1. Conteo de Coliformes Totales NMP/100mL.

—

ESTACION DIC ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT PROMEDIO
2 2 3 2 3 1 3 4 4 5 5 S 6x10”
INFLUENTE 35x10 | 2.0x10 | 2.4x10° | 1.7x10 | 2.4x10 | 2.0x10 | 1.2x10 | 1.8x10 | 3.5x10 | 1.8x10 | 3.7x10 :
2 3 1 1 3 1 5 3 4 4 5 S 8x10”
LODOS L1x10 | 1.5x10 | 9.6x10 | 4.5x10 | 2.4x10 | 3.5x10 | 3.6x10 | 2.1x10 | 2.0x10 | 4.0x10 | 2.2x10 :
2 1 1 2 1 2 5 5 3 3 3 P
SECUNDARIOS | 1.8x10° | L1x10 | 22x10 | 1.8x10 | 3.7x10 | 1.8x10 | 3.5x10 | 2.2x10 | 2.0x10 | 3.7x10 | 3.7x10 :
1 1 1 3 3 3 2 1 2 58x102
REBOMBEO 1x10 9 22x10 | LIx10 | L1x10 | 1.1x10 | 3.3x10 | 4.9x10 | 7.0x10 | 3.3x10 2 :
2 3 1 1 1 3 47x102
NATIVITAS 2 2 2 2 3.6x10 | 13x10 | 2.2x10 | 1.4x10 | 2.0x10 | 3.5x10 2 .
Tabla 2. Conteo de Coliformes Fecales NMP/100mL.
ESTACION DIC ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT PROMEDIO
1 1 1 1 1 3 3 3 4 5 4
INFLUENTE 6.6x10 | 17x10 | 1.7x10 | L.1x10 | 9.7x10 | L1x10 | 1.0x10 | 9.2x10 | 4.0x10 | 4.0x10 | 1.6x10 1.9x10
1 1 1 4 3 3 3 4 0 1x10°
LODOS 8 7 8 23x10 | 23x10 | 2.7x10 | 7.0x10 | 1.2x10 | 4.0x10 | 7.0x10 | 1.8x10 :
1 1 1 1 1 4 5 3 2 3 Laxto
SECUNDARIOS | 1.0x10 | L1x10 | 22x10 | 2.9x10 | 2.5x10 | 2.6x10 | 1.Ix10 | 1.4x10 | 2.0x10 | 8.0x10 | 1.1x10 :
1 1 1 3 1 3 leol
REBOMBEO 5 2 2 2 17x10 | 1.9x10 | 4.0x10 | 2.8x10 2 2.0x10 2 :
! ! 2 24x10"
NATIVITAS 2 2 2 2 14x10 | LIx10 8 4 2 2.2x10 2 -
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Médios

Caldo Lactosado.

Extracto de Carne 39
Peptona de Gelatina 59
Lactosa 59
Agua destilada 1000 mL

Preparacién: Suspender 13 gramos del polvo en un litro de agua destilada y
distribuir en tubos de 16x 150mm con campana de Durham. Esterilizar a 1212 C

por 12 a 15 min.

Caldo EC

Componentes:;
Triptosa o tripticasa 209
Lactosa 59
Mezcla de sales biliares 1.5¢
Fosfato dibésico de potasio K2 HPO4 49
Fosfato monobasico de potasio KH2PO4 1.59
Cloruro de Sédio 5g
Agua destilada 1000 mL

Preparacién: Disolver 37g en un litro de agua destilada y distribuir en tubos de

16x 150mm con campana de Durham. Esterilizar a 1212 C por 12 a 15 min.
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Caldo Bilis Verde Brillante (BVB)

Componentes:

Peptona 109
Lactosa 10g
Bilis de buey deshidratada 20g
Verde brillante 0.0133g
Agua destilada 1000 mL

Preparacién: Disolver 40g en un litro de agua destilada distribuir en tubos de 16x

150 con campana de Durham. Esterilizar a 1212 C por 12 a 15 min.

Solucién Salina 0.85%

Componentes:
Cloruro de sodio 8.59
Agua destilada 1000ml

Solucién Salina 0.45%

Componentes:

Cloruro de sodio 4.59
Agua destilada 1000ml
Preparacién:

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

durante 15 minutos.
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Mac Conkey

Componentes:

Peptona 179
Peptona de proteasa 39
Lactosa 109
Sales biliares No 3 1.59
Cloruro de Sodio 59
Agar 13.5¢
Rojo neutro 0.03¢g
Violeta cristal 0.001g
Agua destilada 1000 mL

Preparacién: suspender 50g del medio en 1000mL de agua destilada, calentar y

agitar frecuentemente hasta disolver por completo, hervir por 1 minuto. Esterilizar

en autoclave a 1212 C durante 15min dejar enfriar y vaciar en placas estériles.

Gelosa especial. Medio de conservacién

Componentes:
Base de gelosa sangre 20g
Agar bacteriolégico 15¢
Extracto de carne 1.5¢g
Agua destilada 1000 mL
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Preparacion: esterilizar los viales a ocupar junto con el agua, suspender toda la
mezcla anterior en el agua y calentar hasta disolver el medio, ajustar el pH a

7.4 Vaciar 2.5mL en los viales e inclinar.

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 0.02¢g
Agar 2.0g
Agua destilada 1000ml
Preparacién:

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.

TSA (Difco). Agar sova triptica

Componentes:
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Digerido pancreatico de caseina 15¢
Digerido enzimatico de soya 59
Cloruro de sodio 5g
Agar 15¢g
Agua destilada 1000 mL

Preparacién: Suspender 40g del medio en 1000mL de agua destilada, caliente
agitando frecuentemente y hierva durante 1minuto para disolver por completo.
Esterilizar en autoclave a 1212 C durante 15min, dejar enfriar y vaciar en placas o

tubos.

Agar de Manutenciéon (Agar nutritivo modificado)

Componentes:

Extracto de carne 4.09g
Peptona 10.0g
Cloruro de sodio 5.0g
Agar 15.0g
Agua destilada 1000ml
Preparacién:

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 ebullicién. Esterilizar a 121°C por 15 minutos y vaciar

en cajas petri estériles, esperando a que solidifique.
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Técnica Numero Mas Probable (NMP)

La presencia y la extension de la contaminacion fecal es un factor importante en la
determinacién de la calidad de un cuerpo de agua. Las heces contienen una gran
variedad de microorganismos y formas de resistencia de los mismos, involucrando
organismos patégenos, los cuales son un riesgo para la salud publica al estar en

contacto con el ser humano.

El método se basa en la inoculacién de alicuotas de la muestra diluida o sin diluir,
en una serie de tubos de un medio de cultivo liquido que contenga lactosa.
Los tubos se examinan a las 24 y 48hrs de incubacién a 372 C. cada uno de los

tubos que muestra turbidez con produccion de gas

Bioquimicas IMVIC.

a) Indol (I). Consiste en cultivar la especie en estudio en un caldo rico en
triptofano; después de 24-48 horas de crecimiento se determina la presencia de
indol con reactivos especificos como P-dimetil-aminobenzaldehido (reactivo de
Kovack) el que adquiere un color rojo en presencia de indol. En la practica se
emplean medios combinados tales como sulfuro-indol-movilidad (SIM), movilidad-

indol-ornitina (MIO) o indol-nitrato.
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b) Rojo de metilo (M). El rojo de metilo es un indicador de pH. Actua entre pH 4,2 y
6,3 variando desde rojo (pH 4,2) a amarillo (pH 6,3). Por lo tanto, permite
determinar la formacién de acidos que se producen durante la fermentaciéon de un
carbohidrato. El rojo de metilo se prepara con 0,1 g de este reactivo en 300 mL de

alcohol etilico y se diluye en 500 mL de agua.

c) Voges-Proskauer (VI). Permite determinar la formaciéon de acetil metil carbinol,
el que es un producto intermediario de la fermentacion que conduce a la formacion
de 2,3 butanodiol y que caracteriza a ciertas especies de las Enterobacteriaceae.

El medio mas utilizado es el metilo-Voges-Proskauer (RM/VP).

d) Agar-citrato (C). Determina si el organismo bacteriano en cuestion se desarrolla

0 no en un medio mineral que contiene citrato como Unica fuente de carbono.
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Extraccion de DNA.

1.- En 500ml de TE 1x colocar una asada de la muestra y homogenizar en vortex.
2.- Centrifugar por 3 minutos a 13,000 rpm, y decantar una sola vez.

3.- Agregar 600ml de solucion de lisis y homogeneizar en vortex.

4.- Incubar un periodo de 5 minutos a 80° C y dejar enfriar a temperatura
ambiente.

5.- Anadir 3ul de RNAs incubar 15 minutos a 37° C dejar enfriar a temperatura
ambiente.

6.- Agregar 200ul de solucion precipitadora de proteinas, incubar en hielo 5
minutos.

7.- Ahadir 400ul de Cloroformo y homogenizar en vortex, centrifugar por 3 minutos
a 14,000 rpm.

8.- En otro tubo con 500 pl de lzopropanol agregar la parte acuosa del tubo
anterior.

9.- Homogenizar sin vortex suavemente, y centrifugar por 3 minutos a 14,000 rpm
y decantar una vez.

10.- Agregar 600ul de Etanol al 70% homogenizar y centrifugar por 3 minutos a
14,000 rpm.

11.- Repetir el paso anterior (enjuague) dos veces y decantar con mucho cuidado

para no perder el producto y finalmente aspirar o deja secar.
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12.- Rehidratar con 100 ul de solucion rehidratadora por un periodo de 24hrs o 60

minutos a 652 C.

PCR: Esta técnica utiliza una enzima denominada ADN polimerasa que copia
cadenas de ADN en un proceso que simula la forma en la que el ADN se replica
de modo natural en la célula. Este proceso, que ha revolucionado todos los
campos de la biologia, permite a los cientificos obtener gran nimero de copias a

partir de un segmento determinado de ADN.

Fundamento.

La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica que permite amplificar mas
de un millén de veces un ADN obtenido a partir de una regién seleccionada del
genoma, utilizando para ellos las propiedades de la Taq Polimerasa, siempre que
se conozca una parte de la secuencia de nucleétidos.

Desnaturalizacion.- Para que comience la reaccion es necesario que el DNA se

encuentre en cadena sencilla lo cual se consigue aplicando temperatura de 90° a
952 C que produce la ruptura de los puentes de hidrogeno y por tanto la
separacion de ambas cadenas. Para conseguir la completa separacion de las
hebras de todas las muestras la temperatura debe mantenerse por unos minutos,
si el DNA se desnaturaliza parcialmente este se renaturalizara rapidamente
evitando asi una eficiente hibridacién de los primers y una posterior extensioén. En
este ciclo las cadenas de DNA se separan para formar cadenas sencillas, un

cebador se une a la cadena de DNA y otro a la complementaria, la sintesis se
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lleva a cabo en la regién de interés y con distancias variables en la region

flanqueante produciendo fragmentos de long variable.

Hibridacion.- Esta fase también se llama de emparejamiento, una vez que el DNA
esta desnaturalizado se disminuye la temperatura hasta un rango comprendido
entre 40% 60° C para que se pueda producir la uniéon de los primers a las
secuencias flanqueantes del fragmento que se desea amplificar. Cuando
comienza este segundo ciclo hay dos tipos de patréon 1) las cadenas de DNA
original, 2) las cadenas de DNA recién sintetizadas que constan de una region de
interés y de fragmentos de long variable de la region flanqueante en el extremo 3.
Cuando se una este ultimo patron en este ciclo solo se copia la region de interés.

Extension.- La Taq Polimerasa sintetiza una cadena complementaria. La enzima
lee la secuencia de la cadena opuesta y extiende los cebadores agregando
nucleétidos en el orden en que pueden emparejarse. En este tercer ciclo la regién
de interés recién sintetizada (sin regiones flanqueantes) actia como patron. La
molécula de DNA original esta todavia presente y lo estara hasta el final, sin
embargo después de unos pocos ciclos el fragmento de DNA recién sintetizado se

establece como patrén predominante.
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