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INTRODUCCION

A causa del acelerado desarrollo de la industria y del incesante crecimiento de la
poblacion, el ambiente se encuentra en un proceso rapido de deterioro; una de las causas
de esto es la acumulacién de sustancias quimicas en el suelo (Alloway, 1993), entre estas
sustancias perjudiciales, con efectos nocivos para todos los organismos, sobresalen los
matenales radioactivos, plaguicidas y los metales pesados. El deterioro del ambiente
incluye tambien el aumento en la extension de los suelos salinos. La contaminacion puede
ser de origen natural, de acuerdo a un ciclo biogeoquimico, o bien puede ser causada por
la actividad humana (antropogenica). La contaminacion natural se produce por erosion
acuatica, cuando aguas superficiales desgastan o destruyen la superficie terrestre, y
erosion edlica; cuando la fuerza del viento desgasta lentamente la superficie terrestre. La
fuente de contaminacion antropogénica resulta de actividades humanas, como la industria,
que durante siglos ha utilizado los metales pesados devolviéndolos posteriormente a los
diferentes ecosistemas (Badillo, 1986).

Los metales pesados estan ampliamente distribuidos, se encuentran en forma natural
en diferentes concentraciones en la atmosfera, litdsfera, biésfera e hidrosfera. Su
naturaleza quimica es muy diversa y aun mas sus efectos toxicos sobre los sistemas
biologicos, dado que permanencen en el ambiente por tiempo indefinido (Badillo, Op. Cit.).
Muchos de los metales son esenciales para la vida vegetal y animal; sin embargo. en
concentraciones excesivas pueden llegar a constituir una amenaza, ya que resultan
perjudiciales para el crecimiento o el metabolismo de las células (Alloway, Op. Cit.).

Dentro de los metales mas importantes, desde el punto de vista ambiental, figuran:
Cobre, Cadmio, Mercurio, Estano, Plomo; Vanadio, Cromo, Molibdeno, Manganeso,
Cobalto y Niquel. Una de las propiedades mas importantes de éstos es su tendencia a la
bioconcentracion, la cual se facilita en el medio acuoso. La capacidad de interaccion de un
contaminante con un sistema bioldgico se conoce como biodisponibilidad; p.e.j. las ostras
concentran zinc, mientras que otros mariscos son capaces de acumular grandes
concentraciones de cadmio. Aungue los mecanismos que permiten esta bioconcentracion
aun no son entendidos, hay pruebas de grandes lesiones morfoldgicas, fisiologicas y
etologicas en los organismos. ( Badillo, Op Cit).

Hoy en dia los organismos estan expuestos a contaminantes en cantidades superiores
a las que enfrentaron en el pasado; en consecuencia, las concentraciones de los
contaminantes que soportan los organismos han variado considerablemente. Los metales



no tienen necesariamente mas importancia que ofras sustancias como contaminantes del
medio, sin embargo su presencia en altas concentraciones tiene un efecto inhibitorio sobre
el crecimiento de microorganismos, a la vez que tiene un efecto selectivo sobre las
variantes géneticas resistentes. Los mecanismos bacterianos que confieren resistencia a
altas concentraciones de metales pesados han sido, desde hace mas de dos decadas.
sujetos a investigacion, aunque su estudio ha recibido especial atencion en los ultimos
anos, principalmente por la preocupacion ante la creciente contaminacion ambiental por
estos metales, la selecion de cepas bacterianas y la posibilidad de recuperar los metales
valiosos y eliminar los toxicos por medio de bacterias resistentes (Cervantes y col., 1991).

La naturaleza de las poblaciones bacterianas que habitan el suelo depende
principalmente del grado de humedad, la concentracion de hidrogeniones, la temperatura,
los nutrimentos disponibles y la aereacion, entre otros. Las bacterias del suelo se han
dividido en dos grandes grupos: las especies nativas o autdctonas; residentes verdaderos
y, los organismos invasores o aloctonos. La fertilidad del suelo, a su vez depende en gran
parte de la actividad bacteriana, ya que en €l hay organismos, aerobios, anaerobios
proteoliticos, capaces de causar descomposicion y desintegracion de la materia organica a
través de la hidrdlisis de proteinas y carbohidratos esenciales para los procesos vitales.
(Bryan, 1976).

Las poblaciones bacterianas del suelo reflejan la cantidad de fuerzas ambientales que
actuan sobre estos diminutos habitantes. La humedad ejerce un control en la actividad
microbiana; dado que el agua es el componente principal del protoplasma, debe
disponerse de un suministro adecuado para el desarrollo; cuando la humedad es excesiva.
la proliferecion microbiana se detiene no tanto a causa del exceso de agua -el cual no es
perjudicial per se- sino principalmente porque dicho exceso limita el intercambio gaseoso y
disminuye el suministro de oxigeno disponible creando asi un ambiente anaerobico. La
temperatura rige los procesos bioldgicos, y por lo tanto, es un factor de interés en relacion a
las bacterias. Cada microorganismo tiene una temperatura de crecimiento optima y un
intervalo fuera del cual el crecimiento se detiene. La mayoria de las bacterias presentes en
el suelo son mesofilas, es decir, crecen a temperaturas de 25 a 30 °C, con capacidad de
crecimiento entre los 15 y 45 °C. El tamafno de la poblacion en suelos minerales esta
relacionado directamente con el contenido de materia organica, por lo que en localidades
ricas en humus las bacterias son numerosas. Las condiciones altamente acidas o alcalinas
tienden a inhibir el crecimiento de bacterias comunes, ya que para la mayoria de las
especies, el optimo esta cercano a la neutralidad. Consecuentemente, el encalado de
ambientes acidos aumentaria apreciablemente la abundancia bacteriana. Aun asi, suelos
con un pH de 3.0, contienen muchas bacterias. Las practicas de cultivo ejercen tambien



numerosos efectos biologicos directos o indirectos, las operaciones de labranza son
tratamientos ambientales que generalmente causan marcadas alteraciones biologicas. De
igual forma la aplicacion de fertilizantes inorganicos afecta frecuentemente tanto a plantas
como a los microorganismos. La profundidad es otra variable ecologica que afecta a las
bacterias, en zonas templadas, casi todos estos organismos se encuentran en el primer
metro de profundidad, principalmente en los primeros centimetros (Alexander, 1980).

Los suelos salinos estan clasificados universalmente en 2 grupos, de acuerdo con una
serie de factores como el pH, la conductividad eléctrica, clase y cantidad de cationes
presentes: los llamados suelos sadicos, que contienen sodio intercambiable en tal cantidad
que altera desfavorablemente su productividad y los conocidos como simplemente salinos,
que contienen sales solubles en exceso, que presentan pH menor de 8.5, se encuentran
floculados debido al poco contenido de sodio intercambiable, afectando asi su
praductividad (CONAGUA,1991). Uno de los multiples problemas que se presenta en los
suelos con altas concentraciones de sales y que afecta la productividad vegetal, es la baja
actividad microbiana de dichos suelos, como consecuencia de una serie de circunstancias
que hacen al medio desfavorable para el desarrollo de microorganismos (Cervantes y
Olivares, 1976).

Los terrenos del ex-Lago de Texcoco, que ocupan 26,700 Ha. cerca de la Ciudad de
México, son probablemente una de las dreas del mundo en donde las concentraciones de
sales solubles y de sodio intercambiable son las mas elevadas. Cajuste, en 1977, reporta
una conductividad eléctrica de la solucion de estos suelos en el orden de 160 a 300
mmhos/cm, y un porcentaje de sodio intercambiable mayor de 90 % en ciertas partes de
esta area; los cultivos de plantas resistentes a la salinidad toleran conductividades de 16 a
32 mmhos/cm. (Cajuste,1977). El principal factor que ha influido en la salinizacion de estos
suelos es el hecho de que la evaporacion es mucho mayor que la precipitacion, lo que trae
como consecuencia que se concentren las sales disueltas en el agua. Ademas, ha influido
la caracteristica de haber sido una cuenca cerrada, en donde no existia salida de las aguas
almacenadas. La mayoria de los suelos del ex-lago de Texcoco son, salino-sodico (zonas
sin vegetacion ni pastizales), pero también existen pequenas areas de suelos salinos -no
sodicos. Las sales que predominan son los cloruros, carbonatos y bicarbonatos de sodio,
las cuales se presentan en altas concentraciones en todo el perfil, sin embargo, las
concentraciones en el suelo y subsuelo varian en funcion de la época de lluvias y secas,
observandose que en la primera la mayor concentracion es en el subsuelo y en la segunda
en la superficie. (CONAGUA, op. cit.)



Mecanismos Biolégicos de Resistencia a la Salinidad

Las bacterias varian en su suceptibilidad a los cambios de la presion osmética, pero en
general, presentan una mayor resistencia a estos cambios que las formas superiores
(Bryan, Op. Cit.). Es por ello que estos microorganismos pueden ser manipulados
genéticamente para la tolerancia osmotica (Le Rudulier y Valentine, 1982), ya que las sales
pueden actuar favorablemente en las bacterias, suprimiendo la ionizacion de sustancias
deletéreas o reaccionar con ellas, evitando asi que las bacterias sean afectadas, como es
el caso de los cloruros de metales pesados, que en cantidades mayores ejercen un efecto
perjudicial. { Bryan, Op. Cit. )

Entre las plantas y bacterias existen similitudes importantes respecto a la respuesta al
estrés osmotico; en ambas, la presion osmotica del medio es un parameétro fisico que
determina la capacidad del organismo para proliferar en esas condiciones; en ambas,
también se acumulan el mismo tipo de solutos en condiciones hiperosmolares, por lo que
es de suponer que los mecanismos que regulan la respuesta al estrés osmotico son
similares. El estrés osmético se presenta cuando en un organismo la fuerza osmaética del
medio aumenta o decrece y activa procesos de osmorregulacion tendientes a contrarrestar
sus efectos.

Dado que la membrana citoplasmatica de las bacterias es permeable al agua e
impermeable a la mayoria de los metabolitos, el shock osmotico ocasiona la entrada o
salida de agua conduciendo a un aumento o decremento del volumen citoplasmatico. Las
rigidas paredes celulares pueden resistir presiones mayores de 100 atm., por lo que un
shock hiposmético ocasiona solamente un pequeno incremento del volumen celular. en
cambio un shock hiperosmoético deriva en una disminucion considerable del volumen
(plasmolisis). La magnitud de la plasmdlisis es dependiente de la magnitud en el
incremento de la osmolaridad del medio e independiente de la naturaleza de los solutos.
Cuando el shock hiperosmético no es severo, después de un breve periodo de tiempo, el
volumen citoplasmatico se restablece como resultado de un ajuste osmoético celular
(respuesta al estres osmotico) (Csonka, 1989).

La exposicion celular a condiciones hiperosmoticas afecta las actividades
citoplasmaticas. Las proteinas y otras biomoléculas funcionan adecuadamente en un
intervalo de concentracion de agua, por lo que una plasmalisis repentina disminuye o inhibe
una gran variedad de procesos fisiologicos; desde la incorporacion de nutrimientos hasta la
replicacion del material genético (Roth, Leckie y Dietzler, 1985). Ohwada y Sagisaka



(1988), han reppnado por ejemplo, que una plasmolisis subita se manifiesta en un
incremento en los niveles de ATP, posiblemente como consecuencia de la inhibicion de la
biosintesis de otras macromoléculas.

Generalmente, los organismos responden al estres osmotico aumentando la
concentracion intracelular de cierto tipo de solutos (solutos compatibles), de manera que se
restablece el volumen celular. Los solutos compatibles mas comunmente sintetizados o
incorporados por las bacterias son: potasio, glutamato, prolina, ¥ -aminobutirato, alanina,
glicinabetaina, sacarosa, trehalosa y glucosilglicerol. Estos solutos comparten
caracteristicas que permiten su acumulacion intracelular en altas concentraciones sin que
ocasionen disturbios fisiologicos. El potasio, como uno de los iones intracelulares
predominantes en bacterias sirve, entre otras cosas, como osmolito que mantiene la
turgencia celular. En especies bacterias como Salmonella oranienburg, Escherichia coli,
Bacillus coli communis y Anabena viriabilis se ha determinado que la concentracion
intracelular de potasio es proporcional a la osmolaridad del medio (Christian, 1955; Epstein,
1965 y Reed and Stewart, 1985), asimismo, se ha establecido una relacion entre su
concentracion intracelular y la capacidad bacteriana para tolerar altas concentraciones
osmolares del medio (Csonka, Op. Cit.). Se ha observado en cultivos de Escherichia coli.
en fase exponencial de crecimiento, que se incrementa transitoriamente la concentracion
de este ion; cuando se enfrentan a condiciones de alta osmolaridad, pasados 30 minutos
de shock las células comienzan a excretarlo al medio (Epstein y Schultz, 1965). A la fecha
no se han determinado los mecanismo precisos involucrados en la entrada y salida del
potasio, sin embargo se ha determinado que el operon Kdp esta involucrado en su
transporte y retencion (Epstein, 1986).

La exposicion de bacterias Gram-negativas a medios con alta osmolaridad puede
conducir a incrementos en la concentracion de glutamato de hasta 10 veces su condicion
normal (Csonka, Op. Cit). Se ha demostrado también, que la concentracion de glutamina
aumenta en bacterias gram-positivas expuestas a condiciones de estres osmatico aun
cuando no se alcanzan los niveles de glutamato de las Gram-negativas. Dado que la
glutamina, en la mayoria de las bacterias, es un precursor en la sintesis del glutamato es
posible que el incremento en su concentracion sea consecuencia de la necesidad de la
sintesis del glutamato (Tempest y Meers, 1970)

Se ha demostrado que E. coli sintetiza trehalosa como respuesta al estres osmético. Su
sintesis implica la condensacion de glucosa-6-fosfato y uridin glucosa-difosfato en
trehalosa-6-fosfato, la cual posteriormente es sustrato de una fosfatasa (Larsen y Sydnes,
1987). En cultivos de E. coli y S. tiphimurium, en la fase exponencial de crecimiento y



sometidas a estrés osmético, se ha determinado la presencia de una enzima, trehalosa-6-
fosfato sintetasa, aun cuando no ha sido posible determinar la presencia de enzimas con la
actividad trehalosa fosfato-fosfatasa; ademas, las mutantes bacterianas deficientes en la
acumulacion de trehalosa muestran tambien un aumento en la sensibilidad al estrés
osmotico por lo que se ha sugerido que los genes implicados en su sintesis estan bajo el
control osmético (Giaever y col., 1988).

Diversas bacterias pueden acumular prolina en altas concentraciones, ya sea por
sintesis o por transporte desde el medio. Algunas Gram-positivas cultivadas en medios
carentes de prolina y expuestas a estrés osmdtico son capaces de sintetizarla y
acumularla, evidencia que su sintesis esta bajo el control osmoético (Brown y Stanley,
1972), en contraparte, S. aureus acumula prolina al activar los sistemas transportadores
(Anderson y Witter,1982). Ademas de la prolina, la glicinabetaina es otro compuesto que
generalmente es acumulado por las bacterias enfrentadas a condiciones hiperosmolares:
puede ser incorporado del medio o bien sintetizado a partir de colina. El transporte de la
glicinabetaina en S. tiphimurium y E. coli esta mediado por los sistemas ProP y ProU ( los
mismos implicados en el transporte de prolina ) ( May y col., 1986). Los productos de los
genes bet, los cuales estan bajo el control de la presion osmética, son los responsables de
la sintesis de glicinabetaina a partir de colina en E. coli y representan la respuesta
bacteriana al estrés osmotico mejor conocida. La formacion de glicinabetaina a partir de
colina implica la participacion de un transportador con alta afinidad por colina, codificado
por betT, y dos enzimas, la colina deshidrogenasa y la betaina aldehido deshidrogenasa.
codificadas por betA y posiblemente betC (Andersen y col. 1988), asi mismo se ha
demostrado que la osmolaridad, disponibilidad de oxigeno y la temperatura, ademas de la
presencia de colina en el medio de cultivo, influyen en la tasa de transcripcion de los genes
bet (Landfald y Strom, 1986). La concentracion de colina en el suelo generalmente es
baja, en contraparte la cantidad de fosfatidilcolina y ofros lipidos, p.ej. lecitina, que
contienen colina suele ser alta debido a la descomposicion de tejidos animales y vegetales,
de donde la colina puede ser liberada en forma de fosforilcolina, mediante la actividad de Ia
fosfolipasa ( C o D ), para posteriormente, mediante la accién de una fosfatasa, producir
colina y fésforo inorganico (Csonka, 1989).



Resistencia a los Antibidticos y a Cromo, Cadmio y Plomo.

Es comun encontrar los determinantes genéticos de resistencias a antibidticos y
metales asociados en un mismo plasmido, el cual puede, ademas, ser transferido por
conjugacion de una bacteria a otra (Cervantes, Op. Cit.). El uso inadecuado que en
ocasiones el hombre ha dado a los antibioticos y a los metales pesados, ha constituido un
factor de seleccion en favor de cepas resistentes (O'Brien y col., 1987). Como ha ocurrido
con otras areas de las ciencias biologicas, el advenimiento de la tecnologia de la ingenieria
genetica ha permitido que en la ultima década se haya generado una gran cantidad de
informacion con respecto a los mecanismos de resistencia bacteriana a los antibioticos y
metales pesados. La transferencia de un gen de resistencia via un plasmido a otras cepas
y especies introduce el gen a los nichos que pueden ocupar éstas ultimas; favorece
también la insercion del gen en otros plasmidos, los cuales a su vez pueden tranferirse a
otras cepas diferentes que eran inaccesibles al primer plasmido, llevando el gen de
resistencia a nuevos nichos. De esta forma la diseminacion del gen de resistencia podria
ser preservado por recombinacion con otros genes que confiriesen algun fenotipo
ventajoso diferente (Amabile, C. 1988).

Los efectos bioldgicos del cromo dependen de su estado de oxidacion; mientras que el
cromo trivalente se considera un metal esencial para los organismos vivos, la forma
hexavalente (cromatos y dicromatos) presenta elevada toxicidad. Se ha demostrado
ampliamente que los cromatos son mutagenos y carcinégenos. El ion cromato actia como
un analogo del sulfato, debido a su similitud quimica, y es un inhibidor competitivo del
transporte de sulfato en Pseudomonas (Ohtake y col., 1987). La resistencia bacteriana a
cromato puede deberse a mutaciones cromosomicas, que generalmente afectan el
transporte de sulfato, o bien a la presencia de plasmidos. Las resistencias cromosomicas y
plasmidicas funcionan mediante mecanismos distintos (Cervantes y Silver, 1991)

Recientemente fueron secuenciados dos determinantes de resistencia a cromato a
partir de plasmidos de Pseudomonas aeruginosa y Alcaligenes eutrophus. Los genes
clonados de Pseudomonas se expresan de manera constitutiva, mientras que los de
Alcaligenes son inducibles (Cervantes y col, 1990). Aungue los determinantes no
hibridaron en experimentos tipo Southem, el analisis de las secuencias de nucleotidos



TABLA I

MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA A CROMO, CADMIO Y PLOMO

. METAL MECANISMOS

CROMO LA RESISTENCIA A CROMO PUEDE DEBERSE A:

» MUTACIONES CROMOSOMICAS QUE GENERALMENTE AFECTAN EL
TRANSPORTE DE SULFATO.

» DESTOXIFICACION DEL CROMO HEXAVALENTE POR REDUCCION A
TRIVALENTE.

+« TRANSPORTE DISMINUIDO, CONFERIDO POR PLASMIDOS

TR APRRAREY

CADMIO « EXPULSION POR ATPasa, CONFERIDA POR PLASMIDOS.
« EXCRECION DE PROTEINAS CAPTADORAS DE CADMIO.
PLOMO - SE SABE QUE LA RESISTENCIA A ESTE METAL ESTA DETERMINADA

POR LA PRESENCIA DE PLASMIDOS, SIN EMBARGO NO SE HAN
REPORTADO LOS MECANISMOS DE COMO ACTUAN ESTOS




reveld homologia entre los polipéptidos hidrofobicos, designados ChrA, codificados por
ambos determinantes. Se postula que ChrA es una proteina membranal responsable de la
acumulacion disminuida de cromato en las bacterias resistentes; ChrA funcionaria como un
canal membranal para la translocacion de los iones cromato. Un segundo polipéptido
deducido de la secuencia de nucledtidos, ChrB, fue localizado en Alcaligenes pero no en
Pseudomonas y se le ha asignado un papel regulador (Nies y col., 1990).

Un mecanismo de resistencia a cromato no codificado por plasmidos se relaciona con
la destoxificacion del cromo hexavalente por reduccién a trivalente (Cervantes, Op. Cit.).
Una gran variedad de cepas bacterianas es capaz de reducir cromato, incluyendo
Pseudomonas, Aeromonas, Enterobacter y E. coli. Bopp y Ehrich encontraron que tanto
las bacterias sensibles como las resistentes a cromato son capaces de reducir el cromo
hexavalente, por lo que la resistencia plasmidica a cromato y la reduccion de cromato son
procesos independientes (Bopp y Ehrlich, 1988).

La resistencia a cadmio conferida por plamidos se encontrd inicialmente en bacterias
Gram-positivas y constituye uno de los marcadores genéticos de resistencia mas comunes
en los plasmidos de estafilococos (Smith y Novick, 1972). En S. aureus el cadmio penetra a
la célula por la via de transporte de manganeso (Pery y Silver, 1982) mientras que en E.
colilo hace por el sistema de transporte de zinc (Laddaga y col., 1985). En ambos casos el
cadmio funciona como un sustrato toxico que inhibe competitivamente los sistemas
fisiologicos de transporte de los cationes esenciales.

El mecanismo de resistencia a cadmio se ha estudiado con mayor detalle en
Staphylococcus aureus. Los plasmidos responsables contienen 2 genes que confieren
distintos niveles de resistencia tanto a cadmio como a zinc, cadA ( nivel elevado ) y cadB
(nivel reducido) (Novick y col., 1979). Tynecka y col. encontraron que las células de S.
aureus, que poseen cadA muestran una incorporacion reducida de cadmio debido a un
mecanismo de eflujo que elimina el cadmio intracelular (Tynecka y col., 1981).

Recientemente se encontrd que la resistencia a cadmio del plasmido pMOL30 de
Alcaligenes eutrophus se basa también en un eflujo del cadmio intracelular ( y del zinc,
niquel y cobalto, a los que tambien confiere resistencia ) en un proceso dependiente de
energia (Nies y Silver, 1989). El determinante de resistencia a cationes (denominados czc)
del plasmido pMOL30 fue secuenciado. Después de expresar el operon czc en E. cali, Nies
y col. identificaron 4 productos génicos y propusieron sus posibles funciones; CzcA es una
proteina esencial para el eflujo de iones; CzcB esta involucrado en el transporte de zinc;
CzcC parece intervenir en la eliminacion de cadmio y cobalto y, finalmente, CzcD tiene las
propiedades de una proteina reguladora (Nies y col., 1989)
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Un interesante mecanismo de resistencia a cadmio, probablemente no conferido por
plasmidos, se basa en la excrecion de proteinas captadoras de cadmio, ricas en cisteina
(semejantes a las metalotioninas de células animales, vegetales y otros organismos) que
han sido descritas en Pseudomonas putida (Higham y col., 1984).

El plomo es un agente toxico que se acumula progresivamente en la naturaleza, es
por ello, que frecuentemente se presenta como un contaminante serio del ambiente.
ocasionando alteraciones fisiologicas graves en los organismos que se encuentran en
contacto con él. Con respecto a las bacterias se sabe que presentan cierta resistencia al
plomo, estudios realizados por Novick y Roth (1968) y Mergeay (1991), permiten saber
que la resistencia a este metal estd determinada por la presencia de plasmidos. Sin
embargo no se han reportado estudios sobre los mecanismos de resistencia para el plomo
(Vacay Col, 1995).

Se han realizado numerosos estudios microbioldgicos sobre suelos salinos pero la
mayoria se ha dirigido a investigar el efecto de la salinidad sobre un determinado grupo
microbiano, sin embargo, no faltan quienes realizan este estudio con una vision general.
como lo es este trabajo que pretende, mediante el aislamiento de bacterias a partir de
suelos salinos, determinar sus patrones de sensibilidad a la salinidad y a metale pesados.
aportando asi, informacion para posteriores estudios microbiclégicos enfocados sobre esta

linea.
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MAPA DEL AREA DE ESTUDIO

- LOCALIZACIOS DEL [3-LACO BC TEEQXU T LACD MARDE CAENILLO FLOGHS,

Fig. A.- Localizacion de las 3 zonas muestreadas dentro de los terrenos del Proyecto Ex-
Lago de Texcoco
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OBIJETIVOS

Objetivo General.

« Aislar bacterias a partir de muestras de suelo de 3 diferentes zonas del Ex-lago de
Texcoco y determinar sus patrones de sensibilidad a distintas concentraciones de
NaCl, cromo, cadmio y plomo.

Objetivos Particulares.
* Determinar el No. de bacterias por unidad de suelo.

« Determinar la salinidad y la concentracion de cromo, cadmio y plomo en las
muestras de suelo y otros parametros fisicoquimicos (Humedad, Materia Organica.

pH y Temperatura).

» Determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC) de NaCl, plomo, cadmio y
cromo, en las cepas aisladas, mediante la técnica de dilucion en placa.

» Caracterizar las cepas respecto a sus patrones de resistencia a antibioticos y su
respuesta a la tincion de Gram.
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MATERIALES Y METODOS

1. Medios y Soluciones.

ACETONA

ACETATO DE AMONIO 1 M.
AGAR BACTERIOLOGICO
AGAR DE MUELLER-HILTON
AGAR NUTRITIVO

BUFFER DE FOSFATOS

6.8 gr------FOSFATO DE POTASIO.

1.16 gr------ HIDROXIDO DE SODIO

ajustar a pH 7.0 con NaOH y aforar a 500 ml. Esterilizar.

CALDO NUTRITIVO
CRISTAL VIOLETA
CROMATO DE POTASIO
CLORURO DE SODIO

DEXTROSA AL 20 %

10 gr disolver en 50 ml. de agua destilada
esterilizar mediante filtracion con millipore

LUGOL

MEDIO M63 10X.

136 gr fosfato de potasio KH,PO,

20 gr sulfato de amonio (NH4), SO,
0.5 mil sulfato de fierro  FeSO,
en 500 ml. de agua destilada, ajustar pH 7 con KOH
y aforar a 1000.

NITRATO DE CADMIO

NITRATO DE PLOMO

SAFRANINA.

SULFATO DE MAGNESIO.

Todos los medios y soluciones fueron esterilizados en autoclave durante 15 minutos a
15 Ib/pulg. y 121 °C, excepto la solucion de dextrosa 20% la cual fue esterilizada por
filtracion.
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2.- Toma de muestras.

Las muestras de suelo fueron colectadas dentro del area Federal del Proyecto Ex-lago
de Texcoco, determinandose tres zonas en base al tipo de agua que utilizan para el lavado
de suelos, el grado de recuperacion de los mismos y el tipo de vegetacion presente.

i. Zona 1, presenta encharcamientos de agua con salinidad alta, carece de
vegetacion, es considerada como un suelo no recuparado y durante la temporada
seca del ano se cubre con frecuencia con una costra blanquecina de sal cristalizada
que hace dificil el crecimiento de plantas.

i. Zona 2, el tipo de agua que utilizan en la recuparacion de los suelos en esta area
es residual no tratada y tratada, la vegetacion presente esta formada por pastos
adaptados a la salinidad, los suelos de la zona estan en proceso de recuparacion.

ii. Zona 3; en los suelos de esta area han crecido diferentes especies vegetales que
van desde los pastos a los arbustos, para estos suelos el agua que se utiliza para
su lavado y para mantener su estado proviene del deposito de agua de lluvia. asi
como de la Planta de Lagunas Facultativas.

Se tomaron aproximadamente 500 gr de suelo de las distintas zonas, marcando un
rectangulo de 30 x 20 en la superficie y se escarbo de 15 a 20 cm. de profundidad.
removiendo la tierra de tal forma que se mezcle la de arriba con la del fondo. Las muestras
fueron trasladadas al laboratorio para su procesamiento.

3.- Determinacién de Factores Fisicoquimicos del Suelo.

T°C.- La temperatura fue tomada al momento de colectar las muestras, colocando un
termometro en el sito donde se escarbo,. La hora de muestreo fue entre las 9:30 y las
11:00 a.m.

pH.- Este factor fue medido cuando se determiné la salinidad.



% Humedad.- Para la medicion de humedad se utilizo el Método Gravimétrico (Jackson.
1976).

» Las muestras de suelo se pesaron el mismo dia de su colecta (peso suelo
humedo).

« Posteriormente la muestras se pesaron después de secarlas en una estufa a
105 °C durante 24 hrs. (peso suelo seco).

« La determinacion del % de humedad se realizé con la formula:

% de humedad = P lo hum - P 1
Peso suelo seco.

% Materia Organica.- Para la determinacion de la Materia Organica se empleo el
Método de Walkey-Black (Jackson, 1976), el cual se basa en la oxidacion de la materia
organica con dicromato de potasio en un medio acido. La reaccion se mide a traves del
color generado por la mezcla del acido sulfurico con agua en el medio de reaccién. por
lo cual la oxidacion no es completa y el exceso de dicromato se determina titulando
con sulfato ferroso.

« Sepeso 0.5 gr de suelo por cada muestra y se colocd en un matraz, agregando
con una bureta 5 ml. de dicromato de potasio 1 N

« A cada matraz se le adicionaron lentamente 10 ml. de acido sulfiurico
concentrado.

« Se agitaron y se dejaron reposar durante 30 min. Posteriormente se agrego a
cada matraz 100 ml. de agua destilada y 5 ml. de acido fosforico, ademas de 2
a 3 gotas de indicador bariosulfanato de fenilamina.

« Finalmente se titulo son sulfato ferroso 0.5 N. El porcentaje de materia organica
se obtuvo mediante la formula:

16



% M. O.= ml. usados de dicromato - (ml. usados de sulfato X N. real )
de potasio ferroso
X 0.69

Gr. de Muestra

Normalidad real= 10 x 0.5
ml. de sulfato ferroso (gastados por el blanco)

4.- Determinacion de Conductividad Eléctrica y Salinidad del Suelo.
Extracto de saturacion. (Jackson, op. cit. )

+ Se pusieron a secar las muestras para tamizar la tierra.

« Se pesaron 350 gr. de cada muestra de suelo, para prepararse con agua
destilada saturandolas a modo de lodo, dejandose asi en refrigeracion por 24 hrs.

* Una vez transcurrido este tiempo, se procedid mediante la técnica de extraccion
al vacio, a digerir las muestras durante 1.5 h permitiendo asi que la recuparacion
del liquido fuera completa, para después determinar, mediante un puente
wheatstone YSI M33 S-C-T METER de corriente alterna, la conductividad
eléctrica y la salinidad.

5.- Determinacion de Metales Pesados en el Suelo.

Para la determinacion de los metales pesados; cromo, cadmio y plomo, se prepararon
las muestras mediante la tecnica de filtrado con Acetato de amonio pH 7 a fin de
cuantificar las concentraciones intercambiables presentes en el suelo.

Técnica de Filtrado (Jackson, 1976).

» Se pesaron 5 gr de cada muestra de suelo y se colocaron en un embudo con papel
filtro sobre un matraz.

« Se filtraron con solucion de Acetato de amonio pH 7 de 10 en 10 ml hasta obtener
50 ml finales de solucion.

17



» Una vez obtenidas las soluciones problema, se cuantificé el plomo, el cromo vy el
cadmio presentes en las 3 muestras de suelo, mediante el Espectofétometro de
Absorcion Atomica SP 192 PYE UNICAM.

6.- Determinacién del Namero de Bacterias por Gramo de Suelo.

Se pesaron 0.5 gr. de cada una de las muestras de suelo y se suspendieron en 50 ml
de Sol. salina estéril en un matraz, colocandose en agitacion durante 30 min. a temperatura
ambiente.

Transcurrido el tiempo se espatularon 0.1 mil de cada muestra, por duplicado ( sin diluir
y diluyendo 1:10 en Sol. salina estéril ), en cajas de agar nutritivo preparadas previamente,
incubandolas a 32 °C durante 24 hrs., con lo cual se calculd el nimero de bacterias por
gramo de suelo.

7.- Aislamiento y Purificacion de Cepas.

Se procedio a aislar las diferentes cepas que se encontraron en las 3 muestras de
suelo. resembrandolas hasta su purificacion.

Dentro de la caracterizacion que se realizo a esas cepas, se determind su capacidad
de crecer en Medio M63 ( medio minimo ) debido a que, para determinar las MIC de NaCl
era necesario utilizar medio minimo, puesto que los medios ricos contienen
osmoprotectores (principalmente prolina).

La identificacion morfologica de las cepas se realizio mediante la tincion de Gram.

8.- Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC).

Una vez realizado lo anterior se determinaron las MICs de NaCl, plomo, cadmio y
cromo, para cada cepa, mediante la dilucion en placa utilizando el replicador de Steers.

Para la determinacion de las MIC se prepararon previamente cajas petri con diferentes
concentraciones de Cloruro de sodio para la salinidad, Nitrato de plomo para el plomo,
Nitrato de cadmio para cadmio y Cromato de potasio para cromo.
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Para el Cloruro de sodio se preparé una solucion de 4M, de la cual se realizaron
diferentes diluciones que nos dieran concentraciones diferentes desde 0.2 a 2 M.

De igual forma para el Nitrato de plomo se realizaron de una solucion de 2.5 gr. en 5 ml.
de agua destilada, las concentraciones: 0.195, 0.390, 0.781, 1.562, 3.125, 6.25, 12.5. 25,
50. 100. 200, 400, 800, 1600 y 3200 pg./ ml.

Para el Nitrato de cadmio se prepard una solucion de 0.5 gr. en 5 ml. de agua
destilada. tomando diferentes cantidades que nos llevaran a concentraciones de: 6.25.
12.5. 25. 50. 100, 200 y 400 pg. / ml.

Para las diferentes concentraciones de Cromato de potasio, 96.75, 187.5, 375, 750.
1500 y 3000 pg. / ml. se partio de una solucion de 3.75 gr. en 5 ml. de agua destilada.

Una vez que se obtuvieron cada una de las concentraciones en 250 ml. de agar
nutritivo, (éste Gltimo solo se ocupd para los metales, ya que para el NaCl se utilizé M63 +
agar bacteriologico), se vaciaron en cajas pelri esperando que solidificaran para ser
utilizadas con el replicador de Steers.

Para la realizacion de la técnica de dilucion en placa, se pusieron a crecer previamente
cada cepa bacteriana en tubos de ensaye con un ml. de medio liquido M63 (medio
minimo). durante 24 hrs. a 30°C en agitacion. Una vez transcurrido el tiempo se procedio a
instalar el Replicador de Steers, el cual se esterilizo con alcohol y/o fenol colocandolo cerca
de los mecheros. De igual forma las placas de bronce que contienen los pozos donde
fueron colocadas las bacterias asi como los salientes que embonan en los pozos y las
puntillas de las jeringas automaticas fueron esterilizadas, evitandose asi, contaminantes
que interfieran con los resultados obtenidos.

Posteriormente se procedio a tomar 200 pl de cada una de las cepas bacterianas y se
colocaron en los distintos pozos de la placa adicionandoles a cada pozo 400 pl de medio
minimo M63.

Finalmente y una vez llenos los pozos se presionaron las placas de tal forma que
embonaran y se pudiera tomar muestra de los pozos, misma que se depositaron en la
superficie de las cajas petri anteriormente preparadas. Finalmente se Incubaron las cajas
durante 24 hrs. 32 °C.



9.- Antibiogramas.

Esta prueba se fundamenta en que al colocar un disco impregnado con determinada
cantidad de antimicrobiano, sobre un medio sdlido inoculado de bacterias, el antimicrobiano
difundira, formandose un gradiente de concentracion que inhibe o permite el crecimiento de
la bacteria.

« Se prepararon cajas petri con agar Miieller-Hilton para inocular en ellas a los
microorganismaos.

« Se tomo con un isopo estéril de algodon de 4 a 5 colonias de cada cepa y se
sembraron en las cajas previamente preparadas.

» Una vez realizado lo anterior, se colocaron los discos con unas pinzas estériles
presionandolos ligeramente para asegurar su contacto con la superficie.

« Finalmente se incubaron las cajas durante 24 hrs. a 30 °C.

« Transcurrido este tiempo se procedio a la observacion de los halos de inhibicion,
clasificando a las cepas como resistentes o sensibles.
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RESULTADOS.

1. Determinacion de Parametros Fisicoquimicos

La conductividad se determino segun se describe en el apartado de metodologia, los
resultados como puede observarse en la tabla Il, indican que el valor de la conductividad
electrica de la zona 1 triplica aproximadamente al valor correspondiente a la zona 3 y
cuadruplica al de la zona 2.

TABLA II

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS SUELOS MUESTREADOS. LOS
VALORES SON UN PROMEDIO DE 2 DETERMINACIONES INDEPENDIENTES.

PARAMETROS/MUESTRA ZONA1 | ZONA2 ZONA3
CONDUCTIVIDAD/DEL EXTRACTO 160 mmhosfem | 42 mmhos/cm 68 mmhos/cm
DE SATURACION DEL SUELO { §

% DE SALES EN EL SUELO 359 . 08959
pH 10 | 93
% DE HUMEDAD 3772 %  1533%

TEMPERATURA 27°C | 23°C

" MATERIA ORGANICA 428 % { 6.54 % 1 693 %

Los valores presentados de salinidad fueron obtenidos al aplicar la ecuacion

% de agua en el suelo cuando se
somete a extraccion

% de sales en el suelo= 0.064 x L mmhos/cm x

100

Los resultados indican que la zona 1 contiene el mayor porcentaje de sales en el suelo
(3.59%) sequido por la zona 3 (1.71) y finalmente la zona 2 cuyo valor es aproximadamente
1%.
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Los valores de pH se obtuvieron a partir del extracto de saturacion, en la tabla Il se
indica que el valor mas alcalino corresponde con la zona 1, mientras que el menos alcalino
corresponde a la zona 3.

La temperatura determinada en las zonas no llega a rebasar los 30 ° C, se observa que
el valor mas alto (27) corresponde con la zona 1, mientras que el menor (21) corresponde a
la 3.

En la tabla puede observarse que para el caso del porcentaje de humedad y de materia
organica, la zona 3 muestra los valores mas elevados (48.68 y 6.93 respectivamente). en
comparacién con la zona 1y 2.

2. Determinacién de Metales Pesados

Para cada una de las zonas se cuantificd la concentracion en partes por millén de los
siguientes metales: Cromo, Cadmio y Plomo, los resultados se presentan en la tabla lll.
Realizandose para cromo y plomo curvas patrén con cromato de potasio y nitrato de plomo
respectivamente (ver Fig. 2 ).

TABLA III

CONCENTRACIONES DE METALES PESADOS EN
LAS MUESTRAS DE SUELO.

ppm Zonas: 1 2 3
CROMO 0.5 0.5 05
CADMIO 0.051 0.048 0.047
PLOMO 1.0 0.75 0.75
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Figura 2. Curvas Patron para la Cuantificacion de Cromo (A) y Plomo (B). mediante
espectrofotometria de absorcion atomica.



Los valores son el resultado de 3 mediciones realizadas con el Espectofometro de
Absorcion Atomica SP 192 PYE UNICAM del Laboratorio de Edafologia, UMF-IZTACALA.

Los resultados indican que no hay diferencias en la concentracion de cromo en las tres
zonas muestreadas (0.5 ppm), para el caso del plomo, las zonas 2 y 3 presentan
concentraciones iguales (0.75 ppm), mientras que la zona 1 tiene un valor mas elevado
(1 ppm). Respecto al cadmio, los valores de las tres zonas son similares 0.051, 0.048, y
0.047 para la zona 1, 2 y 3 respectivamente.

3. Determinacion del nimero de unidades formadoras de colonias (U.F.C)
por gramo de suelo.

En la Tabla IV se indican los resultados de las U.F.C. por gramo de suelo, ahi se puede
observar que los valores de la zonas 2 y 3 son aproximadamente iguales, mientras que el
correspondiente para la zona 1 disminuye en un orden de magnitud.

TABLA IV.

NO. DE UFC/G EN LOS SUELOS MUESTREADOS.

Numero de U.F.C/gramo

ZONA 1 1x104
ZONA 2 74%105
ZONA 3 86X105

4. Aislamiento y purificacién de cepas.

Se aislaron y purificaron 42 cepas bacterianas a partir de las 3 muestras de suelo, se
procedio a determinar su capacidad metabodlica creciéndolas en medio minimo (M 63) el
cual contiene dextrosa como unica fuente de carbono. El 99.95 % de las cepas resultaron
prototrofas, siendo estas las cepas a las que se les determind las Concentraciones
Minimas Inhibitorias de metales pesados y salinidad. Ademas se determino la morfologia
de las cepas mediante la Tincion de Gram y se observo que el 83 % fueron Bacilos Gram+.
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5. Determinacion de las Concentraciones Minimas Inhibitorias para Metales

Pesados y Salinidad.

Las concentraciones minimas inhibitorias de Cromo. Cadmio, Plomo y NaCl se

determinaron mediante el método de dilucion en placa, como se describe en metodologia.
y los resultados se presentan las figuras 3, 4, 5, y 6.

La grafica A de la figura 3 muestra la distribucion de la suceptibilidad al cromo de
las cepas aisladas a apartir de la zona 1. Se puede observar que estas cepas se
distribuyen en dos grupos distintos, el pico de 375 pg/ml corresponde al 40 % del
total de las cepas denominandola poblacion sensible, en el segunda grupo

. encontramos el 60 % de las cepas restantes, las cuales presentan una MIC de 3000

pg/mi.

Las tres distribuciones fueron bimodales; en los 3 casos el de corte sensible-
resistente coincidio en 750 pg/ml, variando solamente el pico de las resistentes en
la zona 1 (3000 pg/ml) respecto a la zona 2 y 3 (1500 pg/ml). Esto puede
observarse en las graficas By C

En la Figura 4 se presenta la distribucion de la suceptibilidad al Cadmio de las cepas

bacterianas aisladas.

Se presenta en la grafica A, la distribucion de MICs de las bacterias de la zona 1.
esta poblacion se distribuye en dos grupos; el sensible con un MIC de 25 pg/ml
donde se encuentra el 40 % de la poblacion y el resistente con un MIC de 100 pg/ml
que agrupa otro 40 %, el 20 % restante presenta una suceptibilidad intermedia de
50 pg/ml.

La graficas B y C, correspondientes a las zonas 2 y 3, se diferencian de la anterior.
dado que estas bacterias se distribuyen en un solo grupo de susceptibilidad en
torno a 50 pg/ml. El 80 % de las cepas de la zona 2 presentan esta MIC, mientras
que en la zona 3 solo es el 55 %. EI 5 % de las bacterias de la zona 2 presentaron
un MIC de 100 pg/ml, a diferencia de las bacterias de la zona 3, las cuales el 32 %
se inhiben a esta concentracion.

Dado que en las zonas 2 y 3 se obtuvo una distribucion unimodal y observando los

resultados de la zona 1, podemos considerar a estas bacterias como de resistencia

intermedia a cadmio.
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Distribucion de las concentraciones minimas inhibidoras de cromo determinadas para las
poblaciones bacterianas aisladas de suelos del Ex-Lago de Texcoco, obtenidas por el
método de dilucion en placa descrita en metodologia.
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independientes lo mismo en las gréficas para el cromo.
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En la figura 5 se presentan las graficas de los resultados al enfrentar las poblaciones

bacterianas a concentraciones de Plomo que oscilaron entre 0.195 y 6400 pg/m!.

-

En las graficas A, B y C las bacterias forman un solo grupo, sin embargo el primer
pico corresponde a 1600 pg/ml y agrupa al 80 % de la poblacion, mientas que en la
grafica B encontramos para esa MIC solo al 57 %. En la grafica C la distribucion de
la suceptibilidad es distinta, el mayor porcentaje de la poblacion, presenta una MIC
de 3200 pg/ml y el restante, el 40 %, tiene una MIC de 1600 pg/ml. En la primera
grafica sélo el 20 % de la poblacion de la zona 1 presenta una MIC de 3200 pg/mi.
mientras que en la zona 2 cerca del 40 % de la poblacién tiene ésa MIC.

Finalmente en la Figura 6, se grafican las concentraciones de NaCl que inhiben el

crecimiento de las poblaciones bacterianas. La grafica A corresponde ala Zona 1laB ala
zona 2 yla C alazona 3.

En la grafica C podemos observar que la poblacion bacteriana de esta zona
presenta un comportamiento bimodal, donde el punto de corte entre una poblacion
sensible y una resistente esta dado por 0.8 M. A diferencia de las poblaciones de la
zonas 1 y 2 donde las graficas A y B respectivamente, representan un
comportamiento unimodal, el cual nos indica que la sensibilidad de estas
poblaciones a NaCl es mayor oiguala 0.6 M

28



80 et

70 - 7 “\\

60 - A g

50 - s S
40 8
30 -

20
10 -,

o 1600

% ce Cepas Iiihillﬁﬁ.
™

3200

MIC de Plomo (Microgramos/mi)

40 - v

30 -
20 ;
10 -

% de Cepas mhibidas

0 1600

3200

MIC de Plomao (Microgramos/mi)

6400

ZONAéI

%-lil\ quu I;nlu'd:illii
b

3200

MIC de Plomo |Microgramos/mi]

6400

Figura 5. Distribucion de las MIC's de plomo para las 3 poblaciones bacterianas aisladas del
Ex-Lago de Texcoco. Se gréfican los resultados de al menos 3 ensayos

independientes descritos en metodologia.
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Figura 6. Determinacion de las MIC's de NaCl de 3 poblaciones bacterianas aisladas de suelo,
obtenidas de 3 ensayos independiente empleando la técnica de dilucién en placa.
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6. Determinacion de Ia resistencia a antibioticos.

Se determino en las 42 cepas aisladas de las 3 zonas la resistencia a 12 antibidticos:
Ampicilina, Cefalotina, Cefotaxima, Ceftazidima, Cefuroxima, Dicloxacilina, Eritromicina.
Gentamicina, Pefloxacina, Penicilina, Tetraciclina y Trimetropim-Sulfametoxazol.

En la Figura 7 se muestran los porcentajes de multiresistencia de las cepas de las
zonas 2 y 3. Los resultados correspondientes a las cepas de la zona 1 no se presentan en
graficas dado que el porcentaje de cepas que resistieron 6, 7, 8 y 9 antibidticos fue idéntico
para todos los casos (16.6%).

« En la grafica A se presentan los porcentajes de multirresistencia de las cepas
aisladas de la zona 2; cerca del 40 % de la poblacion resiste 7 antibioticos, como lo
muestra la barra correspondiente, 20 % resiste 8 antibioticos, 15 % a5, 10 % a3y
finalmente la resistencia a 2 y 6 antibidticos presenta los porcentajes mas bajos, en
esta poblacion (5 % aproximadamente).

= Los resultados de la poblacion de la zona 3, se presentan en la grafica B ahi se
muestra que la mitad de esta poblacion, presenta multirresistencia a 8 antibiéticos y
que el restante se distribuye de la siguiente manera: 6.25 % resiste a 2 y 5
antibioticos, y 31 % a 7.

En la Figura 8 se presenta la distribucion de resistencia a cada uno de los antibioticos
de las tres poblaciones bacterianas.

« Las cepas de la zona 1 (grafica A) muestran con mayor frecuencia resistencia a la
Penicilina (100 %), la frecuencia de resistencia a Ceftazidima, Cefuroxima o
Ampicilina se presenta en el 66.6 % de la poblacion, el 50 % de la poblacion resiste
a Dicloxacilina, Cefalotina o Cefotaxima y finalmente el 33.3 % de la poblacion
resiste a Eritromicina o Trimetroprim-Sulfametoxazol.

« La grafica B muestra que las cepas presentan mayor frecuencia de resistencia a los
Antibioticos: Penicilina, Dicloxacilina o Cefalotina en un porcentaje del 85.7 %.
seguidas en porcentaje por las cepas resistentes a Ceftazidima (76.1% ),
Cefuroxiam (71.4%), Ampicilina o Cefotaxima (57.1%) y finalmente la Trimetoprim-
Sulfametoxazol (47.6 %).
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Figura 7.

% de Copas Reshiientes

% de Copas Heslstentes

Multirresistencia a antibidticos presentada por las poblaciones bacterianas aisladas del
suelo del Ex-Lago de Texcoco.
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Figura 8. Frecuencia de resistencia a antibidticos en las poblaciones bacterianas aisladas de suelos
del Ex-Lago de Texcoco. Se gréfican los datos de 2 ensayos independientes.

Penicilina
Cefalotina
Cefotaxima
Eritromicina
Pefloxacina

DC: Dicloxacilina CAZ: Ceftazidima
CXM: Cefuroxima AM:  Ampicilina
SXT:  Trimetropim-Sulfametoxazol

TE: Tetraciclina GE: Gentamicina

33



ZONA 1 ZONA 2 ZONA 3

No. de % No. de % No. de %
Cepas Cepas Cepas
FE 6 100.0 18 857 14 87.5
DC 3 50.0 18 85.7 15 93.7
CAZ 4 66.6 16 761 14 875
CF 3 50.0 18 857 14 875
CXM 4 666 15 714 14 87.5
AM 4 66.6 12 571 12 750
CTX 3 50.0 12 571 13 81.2
SXT 2 333 10 476 8 500
E 2 333 0 0 0 0
TE 0 0 0 0 0 0
GE 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0

PEF

Las cepas de la zona 3 (grafica C) fueron en su mayoria resistencia a Dicloxacilina
(93.7%). seguidas por las resistentes a Penicilina, Cefalotina, Ceftazidima o
Cefuroxima (87.5 %), Cefotaxima (81.2 %) y Trimetoprim-Sulfametoxazol (50%).

Finalmente se determinaron los diferentes patrones de resistencia a antibioticos.
observandose que los 3 patrones descritos en la tabla V, son muy similares
diferenciandose solo por los antibiotico SXT y CTX.

TABLA V

PATRONES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS.

No. DE PATRONES No. de Cepas PATRONES
— - :
: = e
; N 9 CF CAZ AM CTX CXM DC PE
"""""""""""" 1 13 CF CAZ AM SXT CTX CXM DC PE
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DISCUSION DE RESULTADOS

El termino suelo salino ha sido utilizado para designar aquel que contiene sales
solubles en tal cantidad que alteran desfavorablemente su productividad agricola y se
caracterizan, principalmente, por presentar en el extracto de saturacion una conductividad
eléctrica mayor de 4 mmhos/cm a 25°C. (Richards, 1982 y Conagua, 1991). Se ha
establecido que el porcentaje de sales solubles en el extracto de saturacion de un suelo no-
salino oscila entre 0 y 0.1, de un suelo ligeramente salino entre 0.1 y 0.3 y moderadamente
salino entre 0.3 y 0.5 (Campbell y Richards, 1950 y Richards, 1954).

En trabajos como los de Rdzedowski (1975) y Cajuste (1977), se ha establecido que la
mayaria de los suelos del Ex -Lago de Texcoco pertenecen al grupo denominado "suelos
salino-sodicos”, los cuales ofrecen condiciones dificiles para el desarrollo de especies
vegetales. La Comision Nacional del Agua en su informe 1995 establece ademas que las
condiciones prevalecientes en el Ex-Lago de Texcoco favorecen la formacion de tolvaneras
durante el periodo de vientos del noreste que levantan no solo polvo sino tambien detritus y
gérmenes patogenos (bacterias) provocando graves problemas de salud publica. El
Gobierno Federal, a través del Plan Ex-Lago de Texcoco, ha realizado acciones para
favorecer la recuperacion de las zonas degradadas de estos suelos, se considera que con
el aprovechamiento racional de los recursos naturales, la recuperacion de los suelos. el
desarrollo forestal y el saneamiento ambiental convertiran a esta zona en una reserva
territorial que ayude a solucionar la problematica ambiental generada en el area
metropolitana de la Ciudad de México. Con esta finalidad se han venido lavando los suelos
salinos de esta area con distintos tipos de agua, logrando la recuperacion de algunas
partes del suelo, sin embargo, ésta no ha sido uniforme, dado que hay zonas donde
solamente se encuentran pastos y otras donde ademas existen formas arbustivas y
arboreas (CONAGUA 1995)

Dado que en el Ex-Lago de Texcoco se cuenta con suelos con distinto grado de
salinizacion y que las poblaciones bacterianas del suelo reflejan las fuerzas ambientales
que actian sobre ellas (Alexander, 1980), en el presente trabajo se caracterizaron
poblaciones bacterianas provenientes de cada una de estas zonas respecto a la
sensibilidad a Cloruro de Sodio, Cromo, Plomo y Cadmio. Con esa finalidad se procedio a
verificar los parametros fisicos de las muestras de suelo utilizadas. Los resultados indican
que las tres zonas muestreadas presentan el tipo de suelo llamado "salino”, aungue los
porcentajes de sales y la conductividad eléctrica en cada uno de los suelos difieren entre si,
sobrepasan los valores establecidos para los suelos salinos (Jackson, 1976 )
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Debido al gran numero y variedad de bacterias presentes en el suelo, su
caracterizacion es dificil, en un ambiente heterogéneo cualquier modificacion por pequena
que sea puede causar efectos microecologicos suficientes para cambiar la diversidad
microbiana de 10 a 100 veces en lugares separados hasta por un centrimetro (Alexander
1980), en suelos como el de la zona 1 que presenta un ambiente adverso, debido a su alto
contenido de sales las cuales aumentan la presion osmotica y al elevado pH, hacen que el
numero de bacterias por unidad de suelo encontradas sea menor que en las otras 2 zonas
estudiadas, ya que estos factores limitan el crecimiento de las poblaciones bacterianas
(Ingraham, 1982 ). Nuestros resultados indican que el nimero de bacterias por gramo de la
zona 3 (8 x 10 9) es mayor respecto al de las otras zonas (1 x 10 4 parala1 y7.4x10 5
para la 2). ain cuando los factores fisicoquimicos de esta zona son mas drasticos que los
de la zona 2 parece ser que en este caso no fueron limitantes para el desarrollo de las
poblaciones bacterianas. Partiendo de esta observacion suponemos que o bien en estas
poblaciones existen mecanismos que les permiten su desarrollo, o bien que la presencia de
diversidad vegetal ha creado una gran catidad de micronichos distintos favorables.

La actividad humana ha ocasionado través de los tiempos un aumento en la
concentracion de metales pesados, por depésito de particulas del aire y agua contaminada,
en los diferentes componentes ambientales. Tan solo en los ultimos 20 anos la
acumulacion de plomo, cromo, mercurio, cadmio étc, ha aumentado cronicamente en los
suelos y los ecosistemas (OMS, 1989), estas condiciones han actuado como presiones de
seleccion favoreciendo la aparicion y proliferacion de organismos adecuados a esas
condiciones.

Se ha reportado que las concentraciones mas altas de metales pesados estan cerca
de complejos urbanos, minas metalurgicas y carreteras (Alloway, 1993 y Vaca y col., 1995).
Los suelos del Ex-lago de Texcoco no son la excepcion, ya que en su extensa area,
ademas de depositar aguas de lluvia y de rios, se depositan y se emplean las aguas
negras que tranportan los canales del drenaje general del Valle y llevan grandes
cantidades de contaminantes organicos e inorganicos provenientes de actividades
industriales, urbanas y rurales. La cuantificacion de los metales (Cr Cd y Pb) de las
muestras de las 3 zonas estudiadas, indica que las concentraciones de plomo (0.75 a 1.0
ppm), cadmio (0.047 a 0.051 ppm) y cromo (0.5 ppm) no rebasan los limites ambientales
establecidos para los suelos por la Organizacion Mundial de la Salud (1989), para el caso
del plomo, la concentraccion media en suelo es de 5 a 25 mg/kg y en areas contaminadas
se pueden encontrar hasta 8 g/kg; en cuanto al cromo, éste se puede encontrar en
concentracciones de 125 hasta 250 mg/kg, finalmente los valores habituales para el
cadmio en suelo son de 1 mg/kg (OMS 1989).
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La resistencia bacteriana a metales pesados y a la salinidad constituyen un claro
ejemplo de la capacidad que tienen estos microorganismos para adaptarse a situaciones
desfavorables. En este trabajo, las bacterias aisladas de las 3 zonas de estudio fueron
expuestas a diferentes concentraciones de Pb, Cr, Cd y NaCl, con la finalidad de
determinar la MIC. Respecto al cromo las poblaciones de las tres zonas como se indica en
el apartado de resultados se distribuyen en dos poblaciones, la sensible, cuyo crecimiento
se inhibe con 750 pg/mi y la resistente que crece en medio con 300 pg/ml. Campos y cols.
(1995), Vaca y col. (1995) y Fragoso (1994 ) trabajando con cepas aisladas de distintas
zonas contaminadas de las Cds de Leon, Gto. y México, han reportado una distribucion
bimodal con picos menores de 750 pg/ml para la poblacion sensible y mayores para la
resistente. Algunos autores han reportados que la resistencia al cromo esta determinada
por una alteracion en el transportador de sulfato dado que el cromo es incorporado por esta
via (Ohtake y col. 1987). Un mecanismo adicional de resistencia es la reduccién de cromo
hexavalente a cromo trivalente, forma menos toxica (Gvozdyak y col, 1986; Horitsu y col.
1987; Bopp y Ehrlich, 1988; Wang y col, 1990; Ishibashi y col. 1990). Esta resistencia
puede ser conferida tambien por plasmidos (Ohtake y col. 1987; Bopp y Ehrlich, 1988:
Cervantes y Ohtake, 1988; Cervantes y Silver, 1992).

El comportamiento de las poblaciones bacterianas con respecto al cadmio las agrupa
en torno a un pico de resistencia, entre los puntos de 50 y 100 pg/ml, la grafica de la zona 1
presenta un porcentaje de la poblacion sensible a 25 pg/ml. Los trabajos de Cervantes y
col. (1986) y Vaca y col. (1995), analizando cepas de distinto origen, reportaron
poblaciones moderadamente resistentes al cadmio las cuales presentan una MIC
distribuida entre 25 a 100 pg/ml, por otro lado Nakahara y col. (1977) reportd una MIC
mayor de 200 pg/ml para una coleccidn clinica de Staphylococcus, segun  Silver y
Walderhaugh, (1992) este resultado probablemente se debe a la existencia de
mecanismos de resistencia altamente eficientes presentados por las bacterias al cadmio.
los que se basan en el eflujo intracelular de iones toxicos (Silver y col. 1989; Cervantes y
col. 1994; Higham, D.P. y col. 1984).

Poblaciones bacterianas sensibles al plomo solo han sido reportados por Nakahara y
col, (1997) distribuidas entre 3.3 a 6.2 pg/ml, otros estudios (Nakahara y col. 1977:
Cervantes y col, 1986; Vaca y col. 1995) enfocados al comportamiento de las bacterias con
respecto al plomo han reportado, como en el presente trabajo, poblaciones distribuidas en
un solo pico de resistencia cuyas concentraciones van de 1600 a 3200 pg/ml. Con la
finalidad de encontrar poblaciones sensibles, se emplearon concentraciones
extremadamente pequenas de 0.0975 a 6.25 pg/ml, sin embargo no se identifico tal
poblacion. En este sentido Vaca y Cervantes han sugerido que no se encuentran
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distribuciones bimodales dado que el plomo en el suelo forma complejos que lo hacen no
disponible por las bacterias y por lo tanto no ha actuado como presion selectiva en favor de
poblaciones resistentes y sensibles (Vaca y Cervantes com. per.). Los procesos que han
sido considerados como responsabies de la resistencia bacteriana al plomo es la
precipitacion como sulfuro de plomo o como plomo metilado (Summers y Silvers, 1978),
ademas Novick y Roth (1968) reportaron que para Staphylococcus aureus la resistencia a
plomo esta determinada por un plasmido, sin embargo, en ambos casos los mecanismos
no ha sido descritos.

Finalmente, las concentraciones minimas inhibitorias de NaCl observadas en las
poblaciones bacterianas indican que la mayoria de las bacterias inhiben su crecimiento
cuando se les enfrenta a concentraciones de 0.6 M de esa sal, solamente en la zona 3
puede determinarse un comportamiento bimodal, en este caso puede asignarse como
poblacion sensible a la que se distribuye alrededor del pico antes mencionado y poblacion
resistente a la que inhibe su crecimiento con concentraciones de 1 M. Los reportes de Le
Rudulier y Valentine (1982) indican que enterobacterias como E. coli son incapaces de
crecer y multiplicarse en un medio que contenga NaCl al 0.8 M, sin embargo, al ser
suplementado este medio con glicinbetaina o prolina, la duplicacion se ve estimulada,
atribuyendoles a estos metabolitos un papel de osmorreguladores, por otro lado, Velasco
(1995) reportd que el crecimiento de P. geruginosa se restablece cuando se adiciona
betaina al medio que contiene 1200 mM de NaCl (Velasco y cols., 1995). La mayoria de los
estudios que abordan el comportamiento bacteriano, sometidas a factores estresantes, han
sido los enfocados al proceso de regulacion. La resistencia a la salinidad y los mecanismos

por los que esta regulada, han sido estudiada en bacterias como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp, Klebsiglla spp., Pseudomonas aeruginosas, y

Bacillus subtilis (Epstein y Schultz, 1965; Novick y Roth, 1968; Le Rudulier y Valentine,
1982; Anderson y Witter, 1982; May y col., 1986; Giaever y col., 1988; Anderson y col.,
1988; Csonka, 1989 y Boch y col., 1994; Velasco y col., 1995 ), en ellos se ha concluido
que estos microorganismos aumentan la concentracién intracelular de cierto tipo de
solutos (osmoreguladores) en respuesta al estres en el que son sometidos.

Se ha establecido que la resistencia bacteriana a los antibioticos puede estar mediada
por material genético extracromosdmico; fambién se ha establecido que mediante esta via
pueden insertarse genes en cepas que carecen de ellos confiriendoles de esta manera
fenotipos que les permiten ocupar nichos antes inaccesibles, al mismo tiempo se ha
determinado que algunos de estos plasmidos son los responsables de conferir resistencia a
algunos factores estresantes como metales pesados. Por estas razones en el presente
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trabajo se caracterizo a las cepas aisladas del Ex-Lago de Texcoco respecto a su patron de
resistencia a antibiéticos.

Como se anot6 en el apartado de resultados, se determinaron cepas que presentan
sensibilidad a los antibidticos; eritromicina, gentamicina, pefloxacina y tetraciclina, los
cuales son agentes antimicrobianos que inhiben la sintesis de proteinas bacterianas,
impidiendo la unién de ARNt bacteriano a las subunidad ribosomica de 30 s. Por otro lado
las cepas aisladas que presentaron resistencia a los antibidticos como; penicilina,
dicloxacilina, cefalotina, cefuroxima, ceftazidima y cefataxima, pudieran presentar
mecanismos no genéticos y geneticos como: 1) la ausencia de los lugares de destino del
farmaco dentro de la bacteria, 2) la permeabilidad inadecuada que hace a un antibiotico
ineficaz, 3) la alteracion de las macromoléculas a las que se une el farmaco, 4) la sintesis
de una enzima que destruya al antibidtico, p ej. f-lactamasa, que escinde los anillos [3-
lactamicos de la penicilina y cefalosporinas; 5) la inactivacion por un mecanismo
bioquimico, como es la acetilacion de los aminoglucésidos, entre otros, que les confiera
dicha resistencia (Murray y col., 1992).

Como se ha mencionado son multiples los reportes que atribuyen la resistencia a
antibioticos a la presencia de material genético extracromosomico. Los patrones de
multirresistencia a 7 y 8 antibioticos en las cepas aisladas, presentan una frecuencia alta.
Esto nos lleva a suponer que la resistencia en estas cepas esta determinada por
plasmidos. La resistencia bacteriana a antibioticos determinada por mutaciones
cromosomicas aparece con una frecuencia de de alrededor de por 10 7o tanto Ia
probabilidad de que una bacteria acumule 7 u 8 mutaciones que les permita resistir a otros
tantos antibioticos, que por otro lado tienen distinto mecanismo de accion, es muy baja. Sin
embargo es necesario aislar de las cepas multiresistentes a los probables plasmidos a fin
de determinar su responsabilidad en los fenotipos mencionados.
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CONCLUSIONES

Los suelos del Ex-lago de Texcoco son del tipo Salino-Sédico, dada su conductividad
electrica y el % de salinidad, los tratamientos que el gobiemo federal ha aplicado han
ocasionado la formacion de areas con caracteristicas fisicoquimicas distintas, creando
de esta manera nichos que favorecen el desamollo de poblaciones bacterianas con
genotipos que les permiten adaptarse a esas condiciones o bien, estas bacterias
pueden formar esporas resistentes a condiciones adversas.

De las cepas aisladas de las tres muestras de suelo analizadas, el 83% fueron Gram +.
El numero de unidades formadoras de colonias por unidad de suelo desciende con el
orden siguiente: Zona 3, 2y 1.

Las elevadas concentraciones de sal en las muestras de suelo muestran como este
factor ha sido selectivo, de manera que las poblaciones bacterianas aisladas de las tres
zonas, presentan mecanismos que les permiten resistir concentraciones de hasta 1 M
de sal.

Las concentraciones de cromo, cadmio y plomo, cuantificadas en las muestras de suelo.
estuvieron muy por debajo de los valores limites permisibles. Es por ello que suponemos
que las bacterias aisladas de esas zonas, debieron de haber llegado ya seleccionadas
en las aguas negras con que se lavan los suelos.

Dada la frecuencia de resistencia y patrones de multiresistencia a antibiéticos es muy
probable que este fenotipo esté conferido por determinantes extracromosomicos.
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