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RESUMEN

Las aguas costeras contaminadas constituyen un importante problema en virtud de que pueden
participar en la transmision de patogenos relacionados con la diamrea .En este trabajo se analizo la
capacidad de enterobacterias para sobrevivir en ambientes salinos y como influye esto en su
capacidad de virulencia El trabajo se realiz6 en tres fases, en la primera se determiné in vitro para
conocer el efecto de factores fisico-quimicos (temperatura y diversas concentraciones de sales del
agua de mar) sobre diferentes especies de la familia Enterobacteriaceae. En la segunda se realizo
¢l trabsjo de campo y la cuantificacion microbiana. La altima fase incluyo el aislamiento e
identificacion de microorganismos, asi como ensayos in vitro para evaluar el efecto del agua de
mar sobre la visbilidad y virulencia de diferentes enterobacterias. En el estudio de virulencia se
utilizo una cepa de S. typhimurium, empleando el modelo del raton inoculado intragastrica e
intraperitonealmente. En todas las enterobacterias estudiadas en agar nutritivo-agua de mar
artificial(AN-AMA), expuestas durante 24-48 hrs no se inhibio el crecimiento, observandose un
crecimiento optimo de los 27 °C en adelante. Respecto al efecto de las sales del mar sobre las
enterobacterias, se observd que las concentraciones de cloruro de sodio(NaCl) y cloruro de
potasio(KCI) tuvieron un efecto inversamente proporcional sobre el crecimiento bacteriano. Un
efecto diferente se observo cuando la concentracion dei sulfato de magnesio(Mgso,) fue la que se
varid. Con respecto al cloruro de calcio(CaCl) se encontré que éste influye de manera directa
sobre algunas especies bacterianas. En el trabajo de campo se detect6 falta de control sanitario en
las dreas de muestre. Las cuentas bacterianas en todos loa sitios variaron desde 1 X 10° hasta

2X 10", observando que Ia hora en que se presenté el mayor indice de contaminacion era entre



10:30 y 11:30 A M. Las especics identificadas cotrespondieron a lagﬁimiliaé Eﬁlérobat':@.cg'égégne,‘ ;

domonadaceae y Micrococaceae. En ¢f ensayo de visulencia en ‘raton 'se encontro que el -

tiempo de incubacién de §. typhimurium en AMAR, no influye 'sob}c ,Ia‘—\'a;yl,encm ya que e oo

nimero de ratones muertos inoculados tanto por via oral como intsaperitoneat fue ’:iribablc,‘ ‘no

aobstante se observo monalidad mayor al 50 % de los animales retados‘."



CAPITULO 1

INTRODUCCION

Las grandes epidemias de colera, disenteria bacilar y de otros ‘

padecimientos diarreicos constituyen a través de la historia los mayores votes de Lo

ta humanidad. Poblaciones y grandes ejércitos fueron dlezmados el

bajo los efectos de tales calamidades(1). El origen de estas enfennedad
Media, Europa Siglo XIV), se desconocia ya que se carecm del: 3
cientifico y tecnoldgico adecuado. La epidemia de cilera en Londxes y otras;:' .
regiones (Yorskhire, Loncashire, Minland, Inglaterra de 1866 a 1872), :
posteriormente en Hamburgo, Alemania en 1892, fueron os pnmeros
antecedentes que dieron lugar a que se iniciaran estudios cientificos para tratar de

esclarecer la etiologia de estas enfermedades (2).

Estos padecimientos son provocados generalmente por la ingesta de

alimentos y agua en condiciones no aptas para consumo.

En 1966 Weibel y cols. reportan un estudio bibliografico referente a
las infecciones intestinales que ocurrieron en tos Estados Unidos de Norteamérica
en e} periodo de 1946 a 1964, identificaron 142 epidemias de gastroenteritis, 39
brotes de tifoidea, 23 de infecciones hepiticas y 11 brotes epidémicos de

disenteria. La conclusion a la que llegaron fue que en todos los casos la



transmision de los agentes infecciosos responsables de tales padecimientos fue a
través de aguas costeras contaminadas con aguas negras que contenian diferentes
agentes patogenos (bacterias, virus y pardsitos) (2).

Hasta finales del siglo XIX la morbilidad y mortalidad originada por
las infecciones intestinales se mantenia elevada en todo el mundo; en el
transcurso de los primeros quince afios del presente siglo el problema se fué
resolviendo en los paises industrializados debido entre otras cosas por-la
introduccion de agua potable, pasteurizacion de la leche e implementacién de
servicios sanitarios. En contraste en los paises en vias de desarrollo las
enfermedades diarreicas contindan siendo uno de los principales problemas de
salud pablica, disputandose el primer lugar en morbilidad y mortalidad casi

siempre con las infecciones respiratorias agudas (1).

La diarrea se define como la presencia de heces liquidas o acuosas
generalmente en nimero mayor de tres en 24 horas, casi siempre de etiologia
infecciosa pero de caracter autolimitado, afectan con mayor frecuencia a nifios y a
adultos mayores de 60 afios, también se presenta en turistas jovenes o adultos que

visitan paises poco industrializados del tercer mundo (3).



IMPORTANCIA DE LA DIARREA EN LA REPUBLICA
MEXICANA ‘

En nuestro pais el Sindrome Diarréico Infeccioso (SDI) constituye
uno de los problemas mas importantes de salud publica. Para entender su
magnitud, basta mencionar que son responsables del 30 al 35 % de las
defunciones en el primer afio de vida y que la tasa de mortalidad por esta

enfermedad en la poblacion en general es de 89 por 100,000 habitantes (4).

Hasta 1976 las diarreas ocupaban el primer lugar como causa de
morbilidad, a partir de 1977 y hasta la actualidad se encuentran en segundo lugar,
superadas solo por las infecciones respiratorias agudas. Ambos padecimientos

constituyen el 80 % de la consulta médica de lactantes y preescolares (5).

Durante los afios de 1985 a 1990 el Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS) en su atlas epidemioldgico (6) reporta que las enfermedades
infecciosas intestinales representan el 21 % del total de enfermedades
transmisibles comunicadas. No obstante las tasas de incidencia anual
disminuyeron paulatinamente de 9,536 en 1985 hasta 7,101 por 100,000
derechchabientes en 1990. Analizando porcentualmente cada una de éstas
enfermedades se puede apreciar que las infecciones intestinales bacterianas y las

amibiasis representan el 93 % de todas ellas.



Los estados con cifras de morbilidad promedio mas altas por
infecciones intestinales, fueron Yucatin, Morelos, Tlaxcala, Campeche, Coahuila
y Guerrero, aprecidndose que el 31 % de los casos se concentrd en nifios menores
de § afios. Con respecto a la mortalidad por estos padecimientos, se observo que
las tasas variaron de 14.6 por 100,000 derechohabientes en 1985, a 7.4 en 1990 es
decir se redujeron 50.6 % durante ese lapso de tiempo. En este mismo periodo se
observé que la mortalidad en menores de 1 afio fue de 58.5 %y de 11.7 % en el
grupo de 1 a 4 afios es decir 70 % de las defunciones en el periodo fue en niﬁos

menores de 5 afios (6).

De acuerdo a los resultados de la Encuesta Nacional de Salud y las
tres encuestas sobre diarrea realizadas en México entre 1985 a 1991 (7), se estima
que al afio se presentan de 100 a 110 millones de eventos diarreicos de los cuales
la incidencia anual en menores de 5 afios es de cuatro episodios por afio. La
encuesta reveld que la tasa de mortalidad asociada al padecimientc es cuatro
veces mas elevada en los estados del sur del Pais, también refiere que las
enfermedades diarreicas en México muestran variacion estacional con incremento

en el nimero de casos en primavera-verano y descenso en los meses de inviemo.



ETIOLOGIA

El esclarecimiento de la etiologia de las diarreas infecciosas ha sido
un proceso lento. Hace poco mas de un siglo se descubrio la etiologia de la
disenteria amibiana (Entamoeba histolitica), del colera (Vibrio cholerae) y de
ciertas formas de enteritis aguda del hombre y de los animales (Salmonella
cholerae suis). A fines del siglo pasado y principios del presente se identificaron
las tres especies principales de Shigella (S. dysenteriae, S. flexnery y S, sonnei).
Transcurrio cerca de medio siglo mas para lograr demostrar que ciertos serotipos
de Escherichia coli eran capaces de producir diameas, principalmente en nifios

recién nacidos y en infantes (7).

En 1973 se identificaron los rotavirus, el agente viral mas importante
en la etiologia de las diarreas de los niiios. En el transcurso de los iltimos 10 afios
se ha enriquecido la lista de nuevos microorganismos productores de diarreas

entre los que se encuentran; Campylobacter jejuni, Vibrio parahaemolyticus,
Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus, Clostridium difficile y Cryptosporidium

(8). Existen otros agentes como son E. coli enterotoxigénica, el virus Norwalk y
Adenovirus que también ocasionan diarreas asi como otros microorganismos de

menor importancia.



PATOGENICIDAD Y VIRULENCIA

El conocimiento en relacion a la virulencia de los microorganismos
responsables de las enfennedades gastrointestinales ha ido avanzando
paulatinamente. Esto se ha logrado a través de entender que la accion del pardsito
no es una actividad unilateral y que ésta no esta dirigida a daiar al huésped. El
entendimiento actual que se tiene es el de una relacién huésped pardsito en la cual
el agente infeccioso solo pretende mantenerse en la naturaleza y la respuesta del
huésped es secundaria ante el estimulo de un agente extrafio. Tanto las células del
huésped como el agente infeccioso van a responder a sefiales que dan lugar a que
la bacteria exprese una serie de genes que en condiciones de. re;;oso estin
reprimidos, ésto como consecuencia, da lugar a que el microorganismo reconozca
receptores celulares a través de estructuras de superficie por medio de las cuales

colonice los tejidos del huésped (9).

Las bacterias se adhieren a casi cualquier tipo de supetficie, esto
evita que los microorganismos sean desalojados de los sitios que requieren
colonizar, por tal motivo se considera a la adherencia como un evento

trascendente en la patogénesis de la bacteria (10).

La especificidad de la interaccion entre una bacteria y ciertos tejidos
del huésped se ha demostrado en diferentes padecimientos, asi tenemos como

ejemplo que en las infecciones por cepas enterotoxigénicas de E. coli (ETEC),



expresan factores de colonizacién especificos para las especies animales que
infectan (11, 12).

El proceso patogénico de la bacteria consta de tres fases:

La primera implica la ingestion del germen en cantidad suficiente
para que resista las defensas naturales del huésped, sin embargo, la dosis
infecciosa minima varia con las distintas bacterias y ésta puede ser de tan
sélo 10' -107 bacterias en el caso de Shigella hasta dosis de 10° a 10"

microorganismos en el caso de Vibrio cholerae (1).

La segunda fase contempla la colonizacion de los epitelios para due

finalmente el microorganismo se multiplique.

La tiltima fase se relaciona con la expresion de algunos mecanismos
de patogenicidad especificos para cada bacteria como es la elaboracidn de
enterotoxinas, citotoxinas, la invasion de la mucosa intestinal, los cuales

pueden ser tinicos o combinados (1).

Cada bacteria tiene un mecanismo especifico de virulencia por
ejemplo V. cholerae y E. coli enterotoxigénica elaboran enterotoxinas activadoras
de M adenilciclasa, Shigella y Salmonella son microorganismos invasores aunque
sin embargo con ciertas diferencias entre el mecanismo especifico 'ya que

mientras Shigella penetra la mucosa intestinal y se multiplica en el epitelio dando



lugar a fenémenos inflamatorios y alteraciones histologicas importantes,
Salmonella da lugar a infecciones sistémicas.

E. coli enteropatogena (EPEC) por su parte tiene la propiedad de
adherirse intimamente al epitelio intestinal causando alteraciones de las
microvellosidades sin invadir el epitelio (10). Otras cepas de E. goli producen
citotoxinas dando origen a los sindromes conocidos como "colitis hemorrégica" y
Sindrome urémico hemolitico (9). Las cepas virulentas de Campylobacter jejuni,
por su parte, son capaces de penetrar la pared intestinal al mismo tiempo que
producen diversas toxinas (citoténicas o citotoxicas), sin que se haya precisado
ain cual de estas caracteristicas es esencial en su virulencia o si los dos

mecanismos son hecesarios (1).

Es importante seflalar que la adherencia especifica en las bacterias
esta mediada por fimbrias, flagelos o proteinas de membrana extema conocidas
estas estructuras como adhesinas (9, 12, 13, 14, 15, 16,). En algunos casos la
produccion de estas adhesinas estd relacionada con la presencia de plasmidos o
transposones. Hay estudios que sefialan que para que algunos de éstos genes se
expresen se requicre de estimulos extemos provenientes generalmente de la célula
huésped (17, 18,). Cuando las adhesinas localizan su receptor especifico se realiza
una interaccién de tipo covalente dificil de romper con lo que se favorece la

permanencia de la bacteria.



Los materiales de deshecho y las aguas residuales al tmnspon:tar
gérmenes patogenos ejercen efectos diversos sobre la microflora de los ambientes
acudticos. Aunque las aguas residuales domésticas son portadoras de
microorganismos patogenos tienen un limitado tiempo de vida en este ambiente
(19, 20).

Valdespino y cols (21) refieren que Vibro cholerag puede

mantenerse viable en el agua unas cuantas horas, sin embargo, si ésta se encuentra
contaminada con materia orgdnica y tiene las condiciones de alcalinidad
adecuadas puede sobrevivir por varias semanas. Otros micoorganismos como es
el caso de Shigella sin embargo, solo pueden vivir un tiempo muy limitado en

ambientes extremos.

En nuestro pais se han realizado diversos estudios en relacion a la
contaminacion bacteriana del agua, incluida la contaminacion del mar. En Los
Puertos de Veracruz, Coatzacoalcos, Lagunas costeras de Veracruz y Tabasco, y
en la Isla del Carmen, se ha demostrado la presencia en el agua, en sedimentos y
en organismos bivalvos, niveles altos de bacterias coliformes totales y fecales,

identificindose bacterias patogenas como Vibrio parahaemolyticus, E. coli,

Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter sp., Shigella sp y

Salmonella sp. De igual manera, analisis conducidos en los reservorios de agua
potable de ciudades del suroeste mexicano, mostraron bacterias fecales en niveles
no pennisibles, lo cual representa un gran riesgo para la salud del hombre que

habita estos sitios (22).



Al igual que el agua, la contaminacion de los alimentos constituye
un problema de salud piblica. Existe una serie de condiciones que son propicias
para la contaminacion de los alimentos marinos siendo las principales, la
eliminacién de aguas negras no tratadas al ambiente marino, malos hdbitos

higiénicos de quien prepara y/o consume los alimentos.

MARCO TEORICO

A través del tiempo el hombre ha buscado la cercania de rios y
mares para el establecimiento de sus pueblos. Al ir creciendo éstos fue necesario
crear infraestructura incluidas obras de drenaje y alcantarillado cuyas descargas se

realizaban hacia los rios y finalmente al mar.

En la década de los 80's en varios paises del mundo y en particular
en la costa del Mediterrdneo, la ingestion de moluscos y especies relacionadas
contaminados con microorganismos se constituyéd en un problema de saiud
importante, por lo cual la Organizacion Mundial para la Salud propuso se
ejecutaran varios proyectos tendientes a determinar la situacion sanitaria con
respecto al mar Mediterrdneo (2).

Nuestro pafs cuenta con aproximadamente 10,000 Km de litorales

marinos lo cual lo hace un lugar importante desde el punto de vista econémico,

10



esto nos obliga a cuidar esta riqueza incluyendo problemas de contaminacién
(23).

En estudios realizados por la Secretaria de Agricultura y Recursos
Hidraulicos (SARH) en la década de los 70's en varios puertos de interés turistico
(Mazatln, Sinaloa; Acapulco, Gerrero; Veracruz, Veracruz; Manzanillo, Colima
y Bahia de Banderas, Jalisco) (24, 25, 26) sc demostrd la presencia de
contaminacion en las costas a consecuencia de la eliminacion de desechos

domésticos.

En el puerto de Acapulco se han realizado varios estudios
relacionados con la contaminacién bacteriana de la Bahia (24, 26, 27, 28, 31, 35).
En éstos existen divergencias en los resultados, asi tenemos que en los datos
presentados por la SARH, se encontré que el nitmero de coliformes/100 ml estaba
en niveles inferiores a los penmisibles (27), sin embargo en un trabajo previo
(agosto-diciembre de 1976) (28), los investigadores sefialaron que la
concentracion de coliformes determinada por el nimero mas probable (NMP),
variaba de 1000 a 5000/ml. rebasando el nimero de microorganismos permitidos

para muestras de agua de éste tipo.

La expansion de la mancha urbana y el desarrollo industrial en zonas
costeras ha traido como consecuencia un incremento en la contaminacién del
agua marina debido al aumento en las descargas de aguas negras v otros residuos

como el combustoleo, deshechos industriales y domésticos. Asociado a lo

11



expuesto, los asentamicntos irregulares no provistos de servicios sanitarios

adecuados agravan la situacion.

La detenminacién del numero de organismos coliformes se emplea
como parametro para conocer la calidad del agua, incluida la de origen marino;
asi mismo, la presencia de coliformes en el liquido constituye un indicador.de

contaminacion directa con materia fecal.

Los limites de bacterias considerados como permisibles en aguas
costeras, es de 200 coliformes fecales y de 1000 colifonmes totales por 100 ml (29
-33),

PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

Las infecciones gastrointestinales (diarreas) constituyen un grave
problema de salud en nuestro pais. Su existencia tiene graves repercusiones tanto
sociales como economicas debido a sus elevadas tasas de morbilidad

principalmente en nifios menores de 5 afios,

De acuerdo al Anuario Estadistico de la SSA 1984-1985 en su
informe de Enfermedades Transmisibles, una de las entidades federativas con
mayor mortalidad por diarreas fué el estado de Guerrero (34). Por su parte el atlas

de epidemiologia del Instituto Mexicano del Seguro Social también sefiala que de

12



1985 a 1990, Guerrero es uno de los estados con cifras de morbilidad més altas
para dichos padecimientos (G).

Desde los afios 70's se han realizado diversos estudios sobre
contaminacion del agua de lagunas y del mar pertenecientes al Estado de
Guerrero en particular de la Bahia de Acapulco (2, 24, 26, 27, 28, 31, 35, 36). En
casi todos se ha encontrado que el agua no es aceptable para fines recreativos o de
pesca por los niveles bacterianos tan altos encontrados. Estos estudios han
demostrado ademas, que la contaminacion microbiana de la bahia se incrementa

por los escumrimientos en la época de Hluvias y durante los periodos vacacionales.

El haber aislado e identificado bacterias coliformes en estas aguas
" no permite asegurar su participacion en la etiopatogenia de la diarrea, ya que no
se ha establecido su capacidad de virulencia. Para probar lo anterior es necesario
evaluar el poder patogénico de los microorganismos, asi como determinar la
influencia que pueden tener diversos factores ambientales en la regulacion de la

expresion de dichas propiedades de virulencia.
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CAPITULO 11

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad de diferentes especies de enterobacterias para viviren
el agua de mar, a la vez de mantener sus propiedades de virulencia para
poder determinar la importancia del ambiente marino en la transmisién de

patogenos responsables de infecciones intestinales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer por ensayos de laboratorio el efecto de la temperatura y de las

" principales sales del agua de mar, sobre la viabilidad de enterobacterias

asociadas con enfermedades gastrointestinales.

Evaluar la influencia del agua de mar en relacion a la virulencia de

Salmonglla typhimurium, analizada ésta mediante un modelo animal.
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CAPITULO IIT.

HIPOTESIS

Las enterobacterias pueden vivir por largo tiempo en un ambiente marino a
pesar de no ser su habitat especifico sin disminuir su viabilidad ni su

capacidad patogénica.



CAPITULO 1V

MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se realizo en tres fases, de éstas en la primera se realizd
un estudio in vitro para conocer el efecto de diversos factores fisicoquimicos
(temperatura y diversas concentraciones de sales del agua de mar) sobre
diferentes especies de la familia Enterobacteriaceae. En la segunda se realizo
trabajo de campo para la colecta de muestras y los ensayos en laboratorio que
permitieron realizar las cuentas bacterianas. La dltima fase incluyé el aislamiento
e identificacién de microorganismos, asi como la realizacién de ensayos in vitro
para evaluar el efecto del agua de mar sobre la viabilidad y virulencia de
diferentes bacterias. Para el estudio de virulencia se utiliz6 una cepa de S.
typhimurium empleando el modelo del ratén.

Las cepas utilizadas en la primera fase (Cuadros 1-6) fueron
proporcionadas por el Centro para el Control de Enfermedades Infecciosas (CDC)
de Atlanta, Georgia, USA. Los microorganismos se identificaron de acuerdo al
procedimiento descrito por Treagan y Pulliam (37). Para determinar el efecto del
agua de mar y diferentes factores fisicoquimicos sobre las bacterias se preparé
agua de mar artificial (AMA) utilizando para ello las cuatro sales principales
componentes del AMAR (Cuadros 3 - 6) (38).
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EFECTO DE SALES Y TEMPERATURA
SOBRE LA VIABILIDAD BACTERIANA

Tomando una asada de un cultivo puro, cada cepa bacteriana se
inoculé en 9.9 ml de solucion salina isotonica estéril, (SSIE) posteriormente se
realizaron diluciones 1:10, hasta 1 X 10*, de 1a ultima dilucion, se tomaron 100 ul
y se inocularon en § ml. de caldo infusién cerebro corazon (BHI), se incubo
durante 18 hrs a 37 °C. De cada cultivo se realizaron nuevamente diluciones hasta
1X 10“, de cada una de éstas se sembro 100 pl en agar nutritivo preparado con
AMA en cultivo confluente. Diferentes cajas de cada cultivo se incubaron a
diferentes temperaturas (12, 17, 22, 27, 28 y 32 °C) incubando los cultivos de 24 a
48 hrs, cada uno de éstos se reviso a las 24 y 48 hrs. Para evaluar el efecto de la
temperatura y sales sobre los microorganismos en un medio quimicamente
definido, se prepar6 AMA solidificado con agar agar. A cada cepa se le realizo el
mismo procedimiento descrito en el ensayo anterior, pero modificando la
temperatura y el tiempo de incubacion (12, 15, 17, 21,26, 27,28 y30°C,de 24 a
48 hrs), este mismo ensayo se repitio pero incubando a 26, 27, 28, 30 y 37 °C.

Cada uno de los ensayos se realizé por quintuplicado.

También se ensayo utilizando medios con diferentes
concentraciones de cada una de las sales (cuadros 3 - 6). El tiempo y temperatura
de incubacion para éstos wltimos fué de 24 a 48 hrs a 37 °C revisando los cultivos

“alas 24 hrs.
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ESTUDIO DE CAMPO: SELECCION DEL AREA DE
TRABAJO

Los sitios de muestreo fueron seleccionados por ser los lugares de
mayor afluencia humana y por estar relacionados con descargas de aguas negras

provenientes de hoteles, arroyos y de la ciudad en general (Figs 1 y 2).

TOMA DE MUESTRAS

Estas se efectuaron utilizando frascos de vidrio estériles de boca
ancha de 250 ml se tomaron a contracorriente aproximadamente 160 ml de agua
introduciendo éstos hasta unos 15 a 20 cm de profundidad sosteniendo el frasco
con un cordén. Se realizaron ademas otras tomas de muestras utilizando los
isopos de Moore (39), para colectar muestras supetficiales, éstas fueron
depositadas en frascos estériles los cuales se cerraron de inmediato y después de
marcar en cada uno su clave correspondiente se colocaron dentro de una hielera

para su traslado y andlisis.
En los sitios de muestreo se determiné la tempemtura y el pH del D

agua utilizando un termémetro con escala de 20 a 100 °C para la tcmperatura y' 

papel medidor de pH (Merck Neutralit) con un intervalo de pH de 5 529.0;
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DETERMINACION DEL NUMERO DE BACTERIAS
COLIFORMES POR MILILITRO DE AGUA
MEDIANTE LA TECNICA DE DILUCION EN TUBO
Y VACIADO EN PLACA

CUENTA BACTERIANA.

Esta se realizo por dilucion seriada en placa preduciendo diluciones
seriadas 1:10, en solucion salina. Las muestras se sembraron en agar MacConkey
y agar Nutritivo. Las cuentas de agar nutritivo se consideraron como las cuentas

totales y las de agar MacConkey como cuentas de coliformes (Diagrama 1).

Con el fin de aumentar el aislamiento e identificacion de especies de
la familia Enterobacteriaceac y Pseudomonadaceae, con ayuda de un replicador
rudimentario se transfirieron las colonias del agar nutritivo a placas con agar
MacConkey.

AISLAMIENTO

Las colonias obtenidas en agar MacConkey se seleccionaron y se
conservaron en agar Liu (40) para su identificacion definitiva. Para el aislamiento

de Salmonella y Shigella (Diagrama 1) se utilizo el medio de enriquecimiento de



tetrationato. Las muestras se incubaron durante 18 horas a 37 °C y se realizo el
aislamiento de microorganismos sembrando en placas de agar Salmonella
Shigella, las placas se incubaron hasta por 48 hrs a 37 °C. Las colonias obtenidas
se identificaron mediante pruebas bioquimicas segin lo previamente descrito. Las

cepas aisladas se conservaron a 6 °C en medio Liu (40).

Para el aislamiento de Streptococcus faecalis y Staphylococcus sp.

se inocularon tubos con 10 ml de caldo Rothe doblemente concentrado con 1 ml
de muestra, se incubod 48 hrs a 37 °C, o hasta observar fermentacion dei medio. Se
tomo una alicuota para tincion de Gram para observar al microscopio. De estos
tubos se tomaron ademas muestras para sembrar en agar sal manitol y agar sangre

(eritrocitos de carnero al 5 %), se incubd a 37 °C para la identificacion de

morfologia colonial, hemdlisis y creciimiento en agar sal manitol.

ESTUDIO DE VIRULENCIA

La metodologia empleada se realiz6 tomando en cuenta lo propuesto
por Homann W. y cols., y Carter y Collins (41, 42), se usd una cepa de S.
typhimurium.empleando el modelo del ratén. La inoculacion se realizo con ayuda
de una sonda de plastico del No 18 y jeringa de | ml. Se inocularon 3 ratones
Taconi de 2 meses de edad por via oral y a otros 3 por via intraperitoneal
aproximadamente 10% y 10° bacterias respectivamente; se usaron 3 ratones control

a los cuales se les inoculd SSIE (Diagrama 2). Después de inoculados, los ratones
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se conservaron y alimentaron. La observacion de los animales fue permanente

durante el dia dejandolos inicamente durante la noche.

Cuando se identificaba algin raton muerto (Diagrama 3), en
condiciones de asepsia y en ambiente estéril se realizaba la necropsia, obteniendo
higado, vesicula biliar y bazo. Los 6rganos eran depositados de manera separada
en morteros estériles a los cuales se les agregaba a cada uno 3 ml de SSIE. El
tejido se maceraba hasta obtener un homogenado. De cada tejido se tomaron
muestras que se inocularon en agar S. S., para aislamiento e identificacion

bacteriana.
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CAPITULO V

RESULTADOS

Efecto de factores fisicos y concentracion de sales sobre
microorganismos de la familia Enterobacteriaceae.

En todos los cultivos se observd crecimiento de las diferentes
enterobacterias estudiadas. El crecimiento de éstas fue proporcional al incremento
de la temperatura observindose un desarrollo dptimo a 32 °C (Cuadros 1 y 2). En
el cuadro 3 se puede observar el efecto de la concentracion del cloruro de sodio
(NaCl) sobre el crecimiento bacteriano, en éste se puede apreciar que la
concentracion de sales ejerce un efecto inversamente proporcional sobre el
desarrollo bacteriano. La tinica excepcion al respecto se observd con la cepa de
Klebsiella pneumoniae, la cual crecié optimamente en todas las concentraciones
de NaCl utilizadas. Por ofro lado, el incremento en la concentracion de KCI con
concentracion de las demds sales constantes, mostrd que las cepas de Serratia
rubidae y Serratia marcescens presentaban un crecimiento directamente

proporcional a la concentracion de ésta (Cuadro 4).
Un efecto diferente se presenté cuando Ia concentracion de MgSO,

fué la que se varid. En este caso se observd que las cepas de Enterobacter

apglomerans crecian pobremente, mientras que las de Klebsiella pneumoniae y
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Serratia marcescens se desarmrollaban mas que el resto (Cuadro 5). Finalmente la
concentracion de CaCl, tuvo un efecto directamente proporcional al desarrollo
bacteriano de diferentes géneros, con excepcion de Escherichia coli, Citrobacter
amalondticus y Klebsiella pneumoniae que crecieron sin presentar dependencia de

1a concentracion de la sal (Cuadro 6).

TRABAJO DE CAMPO

En esta fase del trabajo se pudo establecer la falta de control

sanitario en la eliminacion de aguas y basura en casi toda la Bahia.

Las principales fuentes de contaminacién de la Bahia la constim);en
basureros y estancamientos de aguas ubicadas en el denominado anfiteatro del
puerto, localizado en la parte alta de Acapulco. Esto da lugar a una mayor
contaminacion durante la época de lluvias. Otro tipo de descargas con aguas
contaminadas la constituye la de hoteles, barcos, arroyos, carcamos de bombeo,

filtracion de aguas residuales, fallas en la red de alcantarillado, entre otros.

La temperatura en la Bahia variaba entre 28 y 32 °C relacionada ésta
con la hora del dia en que se determinaba. Respecto al pH no se encontré
variacion en sus niveles permaneciendo en un intervalo entre 6.0 y 7.0 (Cuadro

n.
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Las cuentas bacterianas y de coliformes totales por 100 ml fue
variable en toda la Bahia encontrindose un solo sitioc que no dié cuentas
bacterianas, sin embargo en la mayoria se encontraron cuentas desde 1 X 10°
(Caletilla, Club de Yates), a | X 10* (Quebec, Hotel Continental, Gigante,
Tlacopanocha, Parque Papagayo y Super-Super) e incluso hasta 2 X 10 en sitios
cercanos a los Hoteles Ritz y Paraiso Marriot (Figura 3).

Se encontré ademas, que entre 10:30 y 11:30 A.M. era 1a hora del

dia en que se presentd un mayor indice de contaminacion bacteriana (Figura 4).

Los géneros y especies identificados mas frecuentemente
correspondieron a las familias Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae y
Micrococaceae (Cuadro 8).

Finalmente el ensayo referente al efecto de la inoculacién de S.
typhimurium en agua de mar natural (AMAR) durante diferente tiempo de
incubacion y temperatura constante de 30°C se comprobé que la cepa de S.
typhimurium_ inoculada a los ratones en estudio fue la que causé las muertes.de
dichos animales, probado lo anterior por medio del aislamiento ¢ identificaciéon
bioquimica y serologica de la bacteria encontrada en cada uno de los érganos
descritos. En el ensayo de virulencia en ratdn se encontré que el tiempo de
incubacién de S. typhimurium en AMAR no influyé en los periodos analizados
sobre la virulencia de la bacteria ya que el niimero de ratones muertos por las dos

vias de inoculacién (oral ¢ intraperitoneal) no fue constante, variando de ningun
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animal muerto, hasta todos ellos. Sin existir tampoco correlacién en ambos kits de
administracién (Cuadro 9).
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CAPITULO VI

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La grandes epidemias de cdlera, disenteria (prct:ablemente bacilar) y
de diarreas en general han constituido a través de la historia azotes de enorme
magnitud para la humanidad. La morbilidad y mortalidad originada por este gnipo
de padecimientos, denominados en la actualidad "enfermedades diarréicas", fite

sumamente elevada en todo el mundo hasta finales del siglo XIX.

En el transcurso de los primeros 15 afios del presente siglo en los
paises industrializados, el problema se fue resolviendo principalmente gracias a
que se elevaron los niveles generales de vida, a la introduccion del agua potable,
la pwteuﬁﬁcién de laleche y la refrigeracion e industrializacion de los alimentos,
ademéds de haberse mejorado los sistemas de disposicion de excretas e
implementar extensos programas de educacion higiénica, tanto en el orden
personal como en el referente al manejo y conservacion de alimentos (1). En
contraste en los paises en desarrollo las enfermedades diarréicas ain representan
uno de los principales problemas de salud publica, en particular en nifios menores
de 5 afios. Las diarreas en México se sititan en ¢! segundo lugar en incidencia y
mortalidad después del grupo de enfermedades respiratorias agudas (6). La
pobreza, la ignorancia y la mala nutricién han sido factores determinantes de esta

situacién.
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Nuestro pais y principalmente en este momento debe reforzar la
industria llamada sin chimenea, el turismo principalmente del extranjero ha
empezado a alejarse por problemas relacionados con las enfermedades diarréicas,
por lo cual es menester abordar el problema y tratar de resolverlo. Es necesario
por lo tanto conocer que factores pueden estar involucrados en la conservacion de
los microorganismos patégenos en la naturaleza y de esta manera ser responsables
de la etiopatogenia de las enfermedades diarréicas. )

Mattila L y cols. (43) mencionan que las enfermedades diarréicas
pudieran afectar minimamente a 6 millones de personas cada afio, y que se
encuentran en alto riesgo de 12 a 20 millones que van de paseo a. ciudades sin
servicios sanitarios adecuados localizadas en zonas tropicales o subtropicales,
donde la incidencia de diarrea varia de 20 a 56%. Las dreas de alto riesgo,
incluyen el sur de Asia, Norte, Este y Oeste de Afiica, América Latina (México
entre ellas) y las Islas Caribeftas en las cuales estan situadas la Repiiblica
Dominicana y Haiti. Puesto que la diarrea del viajero ocasiona preocupacion ésto
da lugar a que algunos viajeros se rehusen a visitar areas subdesarrolladas,
resultando en pérdidas financieras substanciales para la industria del turismo y

otras profesiones relacionadas con esta actividad(44).
Ericsson D. Ch y Dupont L H., (44) mencionan que las personas de

menor edad son el grupo con mas alto riesgo, debido entre otras cosas a una

mayor posibilidad de contaminacion fecal/oral y a una menor eficiencia inmune. "

27



Las personas entre 15 y 19 afios de edad, también son consideradas
relativamente de alto riesgo, posiblemente debido a la ingestion de grandes
volimenes de alimento potencialmente contaminado y un estilo de vida del
viajero (44, 45). Por otro lado, el grupo de la tercera edad (60 a 80 afios) por sus
caracteristicas inmunoldgicas vuelve a ocupar al igual que los nifios los primeros
lugares en la morbi-mortalidad por diarea. Dicha enfermedad tiende a aumentar
entre mayo y octubre, temporada en que llueve con mayor frecuencia y que
coincide con la época de vacaciones largas, de mayor afluencia y
consecuentemente aumento de la contaminacion de rios, playas, albercas, bahias,
etc.

Por lo que se refiere a nuestro Pafs, en el transcurso de los ultimos
55 afios, la mortalidad por diarreas ha disminuido en forma sostenida, sin
embargo, las tasas observadas contintan siendo muy elevadas si las comparamos
con lo que ocurre en los paises desarrollados (tasas de mortalidad inferioresa 1 X
100,000 habitantes), correspondiendo la mayor parte a nifios menores de 1 afio y
al grupo de 1 a 4 affos de edad (4,6, 7).

Existen estudios referentes a la capacidad de sobrevivencia de
algunos microorganismos en medios acudticos (Dawson 1981, Jones y Rhodes
1981, Novitsky y Morita 1976-78 y Xu y Col. 1982) (46). En uno de éstos (47) se
sefiala que las bacterias son capaces de regular la respiracién en respuesta a

condiciones de nutrientes bajos y que sobreviven por largos periodos de tiempo.
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Baker y cols. 1983 (48), llevaron a cabo estudios con cepas de
Vibrio cholerae mantenidas por grandes periodos de tiempo en solucion marina
suplementada observando una gran correlacion entre la reduccién de nutrientes y

cambios en la morfologia.

Roszak y cols (46) al estudiar Salmonella enteritidis en un medio de
cultivo acudtico, observaron que al afiadir diferentes nutrientes a los cultivos
bacterianos mantenidos en agua de rio estéril, 4 dias después de que habia cesado
el crecimiento bacteriano di6 lugar a la aparicién de colonias atipicas rugosas,
aproximadamente 52 hrs después de haber adicionado los nutrientes. Al continuar
la observacion las bacterias fueron revirtiendo a colonias normales, mostrando
incluso las mismas caracteristicas bioquimicas que el cultivo original. Es un
hecho que todo ser vivo se desarrolla bajo condiciones fisico-quimicas y de
nutrientes Optimos de acuerdo a su habitat normal. En el caso de las
Enterobacterias motivo de este estudio, no es la excepcién; sin embargo, en este
trabajo, se presentan datos referentes a la capacidad de este grupo de bacterias
para scbrevivir e incluso conservar sus propiedades de patogenicidad ain en
condiciones que se pueden considerar no adecuadas para la sobrevivencia de estos

microorganismos.

Se estudié el efecto de wversas temperaturas en presencia o
ausencia de nutrientes utilizando como diluyente agua de mar artificial para
evaluar la capacidad de los microorganismos para sobrevivir e incluso

reproducitse en dichas condiciones, El objetivo era demostrar que las aguas
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costeras participan cn la transmision de patdgenos entéricos cuyo habitat natural
no son aguas hipersalinas. En el estudio se observd que en concentraciones
elevadas de sales como las contenidas en el AMA pero en presencia de nutrientes,
el desamrollo bacteriano se presentdé a partir de los 17 °C a las 24 hrs de
incubacidn. Sin embargo cuando el crecimiento se realizé utilizando inicamente
agar agar-AMA las bacterias solo se desarrollaron a temperaturas superiores a los
27 °C'y durante un petiodo de incubacién en algunas especies superior a las 40
hrs. Estos resultados pemiten plantear que las temperaturas prevalecientes en las
aguas de la Bahia de Acapulco (28 a 32 °C) son un factor que favorece el

desarrollo de las bacterias identificadas.

En relacidn al efecto de la concentracion de sales del AMAR sobre
la viabilidad de enterobacterias, se observd una relacion inversa entre. el
crecimiento y el incremento en la concentracion de NaCl y KCl. Por el contrario
con el CaCl, al disminuir la concentracion del mismo se disminuia también el
desarrollo bacteriano. La ofra sal que se analizd fue el MgSO,, su concentracion
no influyd sobre el crecimiento bacteriano. Dichas observaciones resultan
importantes ya que se podria plantear que la disminucion en la concentracion de
algunas de estas sales en fa época de lluvias, favorecerian el desarrolio de
bacterias, las cuales a su vez se pueden encontrar en mayores concentraciones por
1as descargas consecuentes al incremento de la precipitacion pluvial. Todo esto en
conjunto influye negativamente en la salud tanto de la poblacion residente como

de los turistas que visitan estas dreas.
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Previo a este trabajo se han realizado estudios referentes a la
capacidad de sobrevivencia en ambientes adversos de microorganismos de la
familia Vibrionaceae (46); en éstos se mencionan que dichas bacterias regulan su
respiracion en respuesta a situaciones de stress como es el hecho de modificar los

nutrientes.

En toda la Bahia de Acapulco no se encontraron cambios
significativos en la temperatura y el pH prevalecientes de acuerdo a la hora del
dia. Lo observado mostro6 que ambos parimetros eran favorables para el
desarrollo de enterobacterias. Los lugares en los cuales se encontr6 el mayor
nimero de bacterias, coincidieron con los sitios cercanos a circamos de bombeo,
descargas de arroyos y descargas de hoteles, Al analizar la hora del dia con mayor
incremento en las cuentas microbianas se observo que de 10:30a 11:30 A, M. era
el periodo de mayor contaminacion bacteriana, se observd también que ésto
coincidia con la hora en que se realiza el mayor mimero de actividades
antropogénicas, tal y como fue reportado por la Direccion General de
Qceonografia, dependencia que determind que la hora de maxima de descarga de

aguas a la Bahia era entre 10 y 11 de la maiiana (31).

Durante el estudio en la Bahia (exceptuando Caleta, Caletilla y Club
de yates), el nimero de coliformes totales se encontrd muy por encima de lo
establecido por las normas intemacionales, que sefialan como limite maximo entre
200 y 1000 bacterias coliformes fecales y totales respectivamente por 100 mi de
agua de mar (2, 31, 49). Estudios realizados previamente en la bahia de Acapulco
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son contradictorios, ya que mientras que unos refieren concentraciones
bacterianas de menos de 1000/100 ml (26) y entre 1000 y 5000 coliformes
totales/100 ml (27), otros manifiestan cifras muy por arriba de lo permisible (53 X
10° por 100 mi) (2, 31).

La identificacion de diterentes especies de la familia
Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae y Microcogaceae en el mar, hace suponer
que los integrantes de estas familias son capaces de tolerar ambientes marinos, de
la misma manera que algunos microorganismos de la familia Vibrionaceae cuyo
habitat natural es este. Colwell R.R., Grimes y Colwell, Lessard y Sieburth (19,
50, 51) han observado que E. coli y Salmonella entcritidis toleran periodos de
tiempo prolongados en aguas saladas sin perder su patogenicidad inicial.

Haber aislado bacterias enteropatogenas de diferentes géneros (E.
¢coli, Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella Sp etc.), sugiere la posibilidad de un

elevado riesgo de contraer de manera directa o indirecta enfermedades diarréicas.

Al respecto el haber identificado en la totalidad de las muestras
analizadas cepas de E. coli, sugiere la posible participacion de este patogeno en
muchos de los casos de diamrea del viajero tal como lo han reportado DuPont y
Ericsson (52), quienes sefialan que cuando menos el 80 % de las diarreas del
viajero son causadas por bacterias enteropatégenas encontrindose en maybr

proporcion a E, coli enterotoxigénica (ETEC).
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La capacidad de los microorganismos para mantener su virulencia
atin en habitats no propios es interesante de estudiar por la relevancia que: éstos
pueden tener en la transmision de patégenos intestinales causantes de

enfermedad.

Hasta la fecha se han efectuado diversos estudios relacionados-con

la habilidad de diversas bacterias entéricas (46, 51, 53 - 55), para sobrevivir, enel

de salinidad por 4 dias a 25°C estas cepas conservaban su capmdad p:ua pr oduu: :

enterotoXinas, probando lo anterior al inocular bacterias en asas ligadas de’ conc.lo

y observindo el efecto sobre las mismas.

El estudio de virulencia realizado con §. vphummun uuhzando

AMAR en diferentes condiciones se hizo con el proposito de leproducu in vmo

las condiciones que podrian presentarse en la Bahia de¢ Ac.lpulco No obst'mlc quc .

se aprecio que mas del 50% de los ratones retados por 'lmb'ls vias muneron, no

existio relacion con el tlempo de incubacién de la bacteria en dgua de‘ma_x por Io

que no se puede concluir que ésta influya de alguna mancra ,sgb;‘e’_l}h virulencia de

S. typhimurium. Por otro lado cabe mencionar que aunqtic no todos los ratones
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mun'eron, la mayoria de eIIOs a pnnir de las 24 hirs de haber sido retados se

mostraron_con’ 'llieracxones l‘ S|cas lales como: pelo erizado, anoréxicos y

temblorosos, eslc ultlmo de Ia ap'mclon de fiebre y finahnente a las 72 hrs

aproxmnd'xmente ¢l 50 % de 10s mloncs {totales inoculados murio,

Aunque ncl’ esmdlo no se pudo demostrar que Ja virulencia se

consewava despues “de’’someter‘a Ias bactenas a condiciones adversas de

; gual que Vlbno cholemc

or, g_,'unsmm espccnf co% commo pucdc ser B coh sc mlcrpl e(’m como IlldlCﬂ(l\'Db del
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riesgo potencial de la presencia de patogenos entéricos incluyendo Salmonella y
Shigella sp. Colwell menciona ademds que muchas bacterias patogenas para
humanos y animales se presentan en aguas saladas y estuarinas y que la

contaminacion es llevada por agua flotante (aguas negras).

Homann W.A. y cols (41), seiialan que un paso esencial en la
patogénesis de la fiebre tifoidea en ratones o humanos es ¢l establecimiento de
una infeccion sistémica posterior a la infeccion oral; también describen que
después de 24 a 48 hrs de inoculados los ratones hay un incremento de la
poblacién bacteriana en las placas de Peyer's y que 2 a 3 dias después los
micoorganismos pueden aparecer en pulmones, higado y bazo pudiendo ocurrir la

muerte del raton a partir de ese tiempo o durante los siguientes trece dias.

Por lo tanto se puede considerar que ademas de la dosis, la via de
administracion del indculo y la patogenicidad bacteriana, en el dafio al huésped
pueden intervenir otros factores como es el estado inmunoldgico y aspectos

relacionados con el mismo en cada individuo.

Considerando que dependiendo de 1a época de afio pudieran existir
cambios en los ambientes acudticos salados, variando de manera estacional la
concentracion de sus principales sales (NaCl, KCl, MgSo, y CaClz) se probo cada

una de ellas a diferentes concentraciones.
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Los resultados obtenidos en relacion al efecto de sales, mostraron
que el incremento en la concentracion del NaCl y KCi, afecta la viabilidad
bacteriana. Por su parte el incremento del MgSo, no tiene cfecto sobre el
desarrollo microbiano. Por otro lado fa disminucién de los niveles de Ca™ da
lugar al decremento en el crecimiento de las bacterias. La explicacion al respecto
podria estar apoyada por el efecto de los iones Na®, CI'y K, sobre la integridad
de algunas estructuras bacterianas (pared y membrana celular), los cuales en
condiciones de hipertonicidad favorecen el movimiento de liquidos dando como

consecuencia la lisis bacteriana (58).

En lo que respecta al calcio en un estudio realizado por Esguerra y
cols (59), seiialaron que los niveles de este ion son dependientes de canales
modulados por una asociacion con la funcionalidad de proteincinasas.
Alteraciones en los niveles de Ca®* intervienen en la concentracion de Ia actina de

la membrana celular y en la integridad de la misma.

Por lo que se refiere los SO,” no existen datos relacionados con el

efecto de los mismos sobre la actividad y funcionalidad de la célula.

Los resultados obtenidos sugieren que aunque las condiciones
ambientales afectan la sobrevivencia bacteriana, los microorganismos son capaces
de persistir por amplio periodo de tiempo en dicho ambiente y posiblemente
conservar sus propiedades de virulencia mientras se conserven viables. Por lo
tanto, se puede considerar que mientras siga existiendo contaminacién de 1a Bahia

de Acapulco, el riesgo de contraer enfermedades diaméicas en ese lugar seguird
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latente, lo cual de manera definitiva representa un efecto negativo sobre una de

nuestras principales industrias que es el turismo.
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CUADRO No.1 EFECTO DEL AGAR NUTRITIVO - AMA Y TEMP.
SOBRE EL CRECIMIENTO DE DIFERENTES ENTEROBACTERIAS

ESPECIES 12°C 17°C 22°C 27°C 28°C 32°C
Citrobacter amalonaticys + + + + +
Kiebsiella pneuminiae - ++ ++ ++ ++ ++
Serratia rubldae - *+ *+ *+ +* 4+
Seuratia marcescens - ++ ++ ++ ++ ++
Salmonella tvphimurium -+ + + + +
Escherichia coli - + ++ B TR

Enterobacter agglomerans R
AMA: AGUA DE MAR ARTIFICIAL CpEat

*+ DESARROLLO BACTERIANO INCIPIENTE
+ DESARROLLO NORMAL
++ DESARROLLO ABUNDANTE



CUADRO No.2 EFECTO DEL AGAR - AGAR - AMA Y TEMP.
SOBRE EL CRECIMIENTO DE DIFERENTES ENTEROBACTERIAS

ESPECIES 11°C_15°C_17°C_ 21°C_ 26°C_ 27°C_ 28°C  30°C
Citrobacter amalonaticys - - - - - + + +
Klebsiella pneyminige - - - - + + + +
Serratia rubidae . - - - - ++r o+
Serratia_marcescens - - - - + + + +
Salmonella typhimurium - - . - - 4T+
Escherichia coli - - - - - + + +
Enterobacter agglomerans - - - - - o+ o+

AMA: AGUA DE MAR ARTIFICIAL
+* DESARROLLO BACTERIANO VISIBLE HASTA LAS 40 HORAS

- NO HUBO DESARROLLO
+ DESARROLLO NORMAL



CUADRO No. 3 EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL CLORURO DE
SODIO SOBRE EL CRECIMIENTO DE DIFERENTES ENTEROBACTERIAS

ESPECIES - griLt
cacf 145 1.45 1.45 145 145
mMgsd® 12.35 12.35 12.35 12.35 12.35
Kl 075 075 075 075 0.75
NaCi  17.55 13.15 8.77 4.38  0.00
Clirobacter amaionfticus + + + I
Kiebsiella pneyminiae ++ ++ ++ ++ ++
Serratia rybidae +* + + +++ ++
Serratia marcescens ++ + + ++ ++
Salmonelta tvohimuriym + + S
Escherichia coli + + + ++ ++
Enterobacter agalomerans + + s 4 4

** CONCENTRACION NORMAL DE SALES POR Lt/ DE AMA
+* DESARROLLO BACTERIANO INCIPIENTE A 37°C/24-48HS.
++ DESARROLLO ABUNDANTE

+ DESARROLLO NORMAL
+++ DESARROLLO EN EXCESO



CUADRO No.4 EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL CLORURO DE
POTASIO SOBRE EL CRECIMIENTO DE DIFERENTES ENTEROBACTERIAS

CaCk 1.45 1.45 1.45 1.45 1.45
MgSO; 12.35 12.35 12.35 12.35 12.35

KCI 0.75 0. 56 0.37 0.19 0. 00
NaCl 17. 55 17. 55 17. 55 17. 55 17. 55
Citrobacter amalonaticus + + + ++ ++
Klebsiella pneuminiae ++ ++ +4 ++ ++
Serratia_rubidae +* + + + 4
Serratia marcescens ++ + + + 4%
Saimonella typhimurium + + +4 ++ +4++
Escherichia coti + + + ++ ++
Enterobacter agglomerans + + ++ ++ +4++
** CONCENTRACION NORMAL DE SALES POR Lt/ DE AMA
+* DESARROLLO BACTERIANO INCIPIENTE A 37°C/24-48HS. + DESARROLLO NORMAL

++ DESARROLLO ABUNDANTE +++ DESARROLLO EN EXCESO



CUADRO No.5 EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL SULFATO DE MAGNESIO
SOBRE EL CRECIMIENTO DE DIFERENTES ENTEROBACTERIAS

ESPECIES " griLt

caCiT 1.45 1.45 1.45 1.45 1. 45
4
MgSO 12.35 9.26 6.12 3.08 0.00

KCi 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75
NaCi 17. 58 17.55 17. 55 1755 17.55
Citrobacter amalonéticus + + + + +
Kilebsiella pneuminiae ++ +4 ++ ++ ++
Serratia rubidae +* + + + +
Serratia_marcescens ++ ++ +4 ++ ++
Saimonella tvohimyrium + + +
Escherichia coli + +
Enterobacter agglomerans + + - - -
** CONCENTRACION NORMAL DE SALES POR LY/ DE AMA
+* DESARROLLO BACTERIANO INCIPIENTE A 37°C/24-48HS. + DESARROLLO NORMAL

++ DESARROLLO ABUNDANTE +++ DESARROLLO EN EXCESO



CUADRO No. 6 EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL CLORURO DE
CALCIO SOBRE EL CRECIMIENTO DE DIFERENTES ENTEROBACTERIAS

ESPECIES

bl gr/iLt
CaClz 1.45 1.08 0.72 0.3 0.00
MgSO, 12.35 12.35 12.35 12.35 12.35
KCi 0.7 075 075 075 0.75
NaCl  17.55 17.55 17.55 1755  17.55
Citrobacter amalonsticus + + + + +
Klebsiella_ppeyminiae ++ ++ ++ ++ ++
Serratia rubidae +* - - - -
Serratia marcescens ++ - - . -
Saimonelia typhimurium + - . - -
Escherichia coli + + + +
Enterobacter agglomerans + - - - -

** CONCENTRACION NORMAL DE SALES POR Lt/ DE AMA
+* DESARROLLO BACTERIANO INCIPIENTE A 37°C/24-48HS.

++ DESARROLLO ABUNDANTE

+ DESARROLLO NORMAL
+++ DESARROLLO EN EXCESO



CUADRO No.7 CARACTERISTICAS DEL AGUA
DE LA BAHIA DE ACAPULCO

CLAVE DE

MUESTREO HORA TEMPERATURA pH
H. CONTINENTAL 15:35 32 6
H. RITZ 16:00 30 6
H. P MARRIOT 16:05 30 6
PAPAGAYO 16:15 32 6
GIGANTE 16:30 32 6
SUPER SUPER 16:45 32 6
QUEBEC 17:00 - 30 6
CALETA 20:40 28 7
CALETILLA 20:4S5 28 7
CLUB DE YATES 21:00 28 7
TLACOPANOCHA 21:15 28 6

H: HOTEL



CUADRO No.7 CARACTERISTICAS DEL AGUA
DE LA BAHIA DE ACAPULCO

CLAVE DE

MUESTREO HORA TEMPERATURA pH
H. CONTINENTAL 15:35 32 6
H. RITZ 16:00 30 6
H. P. MARRIOT 16:05 30 6
PAPAGAYO 16:15 32 6
GIGANTE 16:30 32 6
SUPER SUPER 16:45 32 6
QUEBEC 17:00 30 6
CALETA 20:490 28 7
CALETILLA 20:45 28 7
CLUB DE YATES 21:00 28 7
TLACOPANOCHA 21:15 28 6

H: HOTEL



CUADRO No.8 ESPECIES BACTERIANAS IDENTIFICADAS
DEL AGUA DE LA BAHIA DE ACAPULCO
A PARTIR DE 11 MUESTRAS

Escherichia coli Serratia marcescens
Kiebsiella pneumoniae Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella ozaenae Pseudomonas putida :
Providencia rettgeri Pseudomona cepacia
Enterobacter agglomerans Staphylococcuys aureusa
Enterobacter cloacae Streptococcus faecalis
Enterobacter aerogenes




CUADRO 9. VIRULENCIA DE S, typhimurium EN RATON DESPUES
DE INCUBAR A DISTINTOS TIEMPOS EN AGUA DE MAR.

TIEMPO DE INCUBACION NUMERO DE RATONES MUESTOS*

EN AMAR (N=3) INTRAPERITONEAL (N=3) ORAL
30 13 2/3
60 0/3 2/3
90 2/3 13
120 - 2/3 2/3
150 3/3 0/3
180 13 2/3

* OBSERVADOS HASTA DESPUES DE 14 DIAS POS-INOCULACION.



Diagrama No.l. Procesamiento de muestras para recuento, aislamiento e
identificacién bacteriana.

AMAR
Muastro [
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dit\: \ 1100 1:1000
A 8ml. 1..“‘ 1, Iml. . m.
10m! de Rothe 10m|.de r Agor Moc Conkey
doble concentrado Tetrationato Nﬁﬁﬁvo Nutritivo Y
24-48hs 18hs.0 37°C
a37°C
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24-48hs 0 37°C
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de cm ®Bioquimicas > S970loga
Morfologia
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Diagrama No.2.  Procedimientos para la determinacion del efecto del AMAR sobre la
Virulencia de S. Thyphimurium.

4 SALMONELLA
;I. TYPHIMURIUM
L]

el
3ML
SHAS/3T°C €N BARO MARIA EN AOITACION. CENTRIFUGAR (a 3300 RPM 10 miutos ), QUITAR EL

r e SOMRED E DOEJANOO EL BOTON CELULAR,
10° CEL /M. RESUSPENDER RESUSPENDER EN SSIE. l/
0.0 uL REPETIR EL PASO ANTERIOR DOS VECES MAS.

9.9 ML DE SSIE DESPUES DE LA ULTIMA CENTRIFUGACION, QUITAR EL

SOBRENADANTE.
10° ce /L PENDER
" AL BOTON CELULAR AGREGANLE 3 ML. O AMAR
g ML ESTERIL.RESUSPENDER E INCUBAR ENBARD MARIA EN
AGITACION A 30°C A INTERVALOS DE 30.00.9Q,120,
0.0 ‘ DE SSIE B0 Y 180 MINUTOS.

]
10° cEL /WL WESUSPENDER AL TERMINO DE CADA TIEMPO CENTRIFUGAR, QUITAR
SOBRENADANTE Y RESUSPENDER €N |15 M. DE SSiE.

INOCULAR POR VIA ORAL OINTRAPERITONIAL 3 RATONES
J TACON MACHOS DE DOS MESES DE EOAD
(10* 0 10° BACTERIAS)

3 ML CONTROL: SE USO SOLUCION SALINA ISOTONICA

0S5 ML. EN [BUAL NUMERO DE RATONES.



Diagrama No. 3 Recuperac/on de fo Cepa ( Salmonella typhimurium )
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Fig. No.!. DIFERENTES FUENTES DE CONTAMINACION.
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Fig. No. 2. Sitios de muestreo y toma de agua en mar abierto.
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© « TOMAS DE AGUA PARA ANALISIS BACTERIOLOGICO

FALLA DE ORIGEN



FIG.3. GRADO DE CONTAMINACION BACTERIANA
DE LA BAHIA DE ACAPULCO

No. DE BACTERIAS EN MILES/100 ml.
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FIG. 4. FRECUENCIA DE CONTAMINACION BACTERIANA
DE ACUERDO A LA HORA DEL DIA.
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