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1. RESUMEN

Sinaloa es un estado de la Republica Mexicana, cuyo potencial en la produccion
pesquera ha sido reconocido en el ambito nacional e internacional. Una de las regiones
mas productivas es la costa del centro de la entidad, zona en donde desembocan el rio
Culiacan y drenes agricolas que son utilizados como receptores de aguas residuales
provenientes de poblaciones asentadas en sus margenes. Lo anterior, trae como
consecuencia que dichos afluentes sean contaminados con microorganismos de origen
fecal, los cuales son transportados hasta el mar y pueden colonizar diversas especies
que son utilizadas por el hombre con fines alimentarios. Por lo anterior se considera
importante determinar la contaminacion fecal de agua y ostiones en zonas productoras
de las costas del centro de Sinaloa, asi como identificar los microorganismos
potencialmente patégenos asociados a enfermedad gastroentérica.

Se obtuvieron muestras de agua y ostioén en tres zonas productoras del centro de
Sinaloa, durante cinco épocas del afio. En ambos tipos de muestras se determiné el
numero mas probable (NMP) de coliformes y se aislaron e identificaron las bacterias:
Salmonella spp., Shigella spp. y Vibrio parahaemolyticus, ademas, en muestras de
ostion se investigé la presencia de enterovirus como indicador de virus entéricos. En las
muestras de agua se midieron los siguientes parametros fisicoquimicos: temperatura,
oxigeno disueito, pH y salinidad. Se realizaron estadisticas descriptivas, pruebas no
paramétricas y andlisis de perfiles.

Se analizaron 150 muestras, 75 de agua y 75 de ostién. La calidad microbiolégica
del agua en las zonas estudiadas, en funcién de lo que sefala la Norma Oficial
Mexicana (NOM-031-SSA1-1993), se encontré que los coliformes totales sobrepasaron
en el 60% de las zonas estudiadas; respecto a las coliformes fecales, la cifras se
elevaron al 80%. En lo que respecta a la calidad sanitaria de las muestras de ostion,
72% no era adecuado para el consumo humano. La variabilidad de las cifras de
coliformes era elevada. Los parametros fisicoquimicos del agua se encontraron en
intervalos en los cuales los microorganismos pueden sobrevivirr No hubo una
correlacion significativa entre dichos parametros y la cantidad de coliformes. Se
encontré a Salmonelia spp. en ur 7% de las muestras de agua y 19% de ostion; Vibrio
parahaemolyticus en el 21% de los muestras de agua y en un 29% de ostién; Shigella
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spp. se aislé solamente en una muestra de agua. Enterovirus fue aislado en dos de las
30 muestras de ostién estudiadas.

El probiema de contaminacién microbiolégica en el agua de las zonas estudiadas
es grave y tiene un importante impacto en la especie estudiada: el ostién. Esto
representa un riesgo para la salud de quienes lo consumen y también afecta su
comercializacion, razén por la cual se deben establecer medidas correctivas.




ABSTRACT

Sinaloa is the Mexican Republic state whose fishing production potential has been
nationally and internationally recognized. One of the most productive regions is the
coast at the center of the State, in these the Culiacan river and agricultural drains fiow,
area used as receivers of residual waters from populations living in their margins. Thus,
these tributaries are contaminated with fecal microorganisms which are transported to
the sea and can be found in diverse species used as food by man.

The purpose of this study was to determine in water and oysters fecal
contamination in these productive areas at the center of Sinaloa; to identify
microorganisms responsible for gastroenteric illness, and to investigate their relationship
with several water physicochemical parameters.

Samples of water and oysters in three productive areas of the center of Sinaloa
were obtained during five seasonal stations of the year. In both of samples, the most
probable number (MPN) of coliforms was deterrhined. Diferent bacteria as Salmonefla
spp., Shigella spp. and Vibrio parahaemolyticus were isolated and identified. The
presence of Enterovirus as indicator of enteric viruses was investigated in oysters.
Température, dissolved oxygen, pH and salinity were measured in the water samples.
The information was analized graphically and numericaily. Statistical inferential analysis
was carried out by means of profile analyses.

A total of 150 samples, 75 of water and 75 of oyster were obtained. Microbiological
quality water in the studied areas, was determined according to the Mexican Official
Norm (NOM-031-SSA1-1993). Total coliforms were present in 60% of the studied areas,
in different times; regarding the fecal coliforms, rose to 80%. In terms of microbiological
quality, 72% of the oyster was not fit for human consumption. The variability of the
coliform numbers was high. Water physicochemical parameters were in ranges in which
the studied microorganisms can survive. No significant correlation was found between
the studied parameters and the number of coliforms. Salmonella spp. was found in
17.3% of water samples and in 18.7% in oyster; Vibrio parahaemolyticus in of the water
samples was 21.3% and in 29.3% in the oyster samples; Shigella spp. was only isolated
in a water sample . Enterovirus wére isotated in two of the 30 oyster samples studied.




The microbiological water contamination in the studied areas is serious problem,
particularly regarding oysters: it is a health risk and also affects their commercialization,
so corrective measurements shouid be established.




2. INTRODUCCION
La ubicacion geografica del Estado de Sinaloa, ha favorecido que el mar sea una

fuente de alimentos desde la antigiiedad, existiendo evidencias que diversos grupos
humanos asentados en esa regién, consumieron productos marinos (Lizarraga,
1985).

Sinaloa posee 656 km de litoral, ademas de grandes extensiones lagunares que se
estan explotando (Ruiz Dura, 1996). La riqueza de su fauna marina es reconocida en
el mundo y hace que en esta entidad, las actividades de pesca tengan gran
importancia, por lo que se coloca en un lugar de supremacia en el escenario
productivo nacional (Secretaria del Medio Ambiente, Recursos Naturales y Pesca,
SEMARNAP, 1996).

Existen tres regiones productivas importantes en donde se capturan diversos tipos
de peces, moluscos y crustidceos: una se ubica en el norte del estado, otra en el
centro y otra en el sur. Gran cantidad de familias dependen de dicha actividad, tanto
como fuente de trabajo, como por el consumo de los productos que extraen (Instituto
Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica, 1995).

El volumen de la produccién plantea la necesidad de conocer la calidad
microbiologica de estos habitats, mismos que determinan la calidad de los
organismos que sirven como alimento para el humano, gran parte de los cuales se
consumen en su forma natural. Lo anterior implica un riesgo para la salud, ya que en
ocasiones los microorganismos que contaminan las especies comestibles, son
agentes de diversas enfermedades, particularmente de tipo gastroentérico

(Baumgartner, 1996).




Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue conocer ios microorganismos de
interés para la salud humana, que se encuentran en el agua de tres zonas
productivas del centro de Sinaloa, area escogida por la cercania del lugar. Asimismo,
se propone v_alorar la relacion contaminacién del agua y la del ostion, especie marina
que por ser filtrador concentrador (Barnes, 1984), actia como un organismo
indicador. |

Algunas de las caracteristicas relevantes del area de estudio son que alli
desembocan el rio Culiacan y drenes agricolas que reciben aguas residuales sin
tratamiento previo. Las zonas productivas estudiadas, Altata, E| Castillo y las
Arenitas, tienen caracteristicas diferentes entre si debido a su localizacién, razén por
la cual, se consideré de interés comparar entre ellas ta contaminacién microbioldgica,
objeto de estudio.

Se recolectaron las muestras de agua y ostion, durante cinco estaciones del afio y
para realizar la toma de las muestras se requirié del uso de una embarcacion, para lo
cual se contd con el apoyo de pescadores de la region.

Los parametros estudiados en las muestras fueron las coliformes totales y fecales
como indicadores de contaminacién fecal (APHA, 1992). También se realizaron
meétodos de aislamiento e identificacién de las bacterias enteropatdgenas:
Salmonella spp., Shigella spp. y Vibrio parahaemolyticus (APHA, 1992; Asociacion
Americana de Microbiologia, 1995). Ademas, se llevd a cabo la deteccidn de
Enterovirus como indicador de virus entéricos en ostién en dos de las estaciones del
afo; fa concentracién de Enterovirus se realizé en la Unidad de Investigaciones en
Salud Publica de la Facultad de Ciencias Quimico-Biolégicas, de la Universidad

Autonoma de Sinaloa y la deteccién en cultivo de tejidos se llevé a cabo en el




Laboratorio de Microbiologia Ambiental del Departamento de Microbiologia de Agua
y Tierra de la Universidad de Arizona.

Debido a que los estuarios y zonas aledanas a ellos son altamente dinamicos en
sus parametros fisicos, quimicos y biolégicos (Baumgartner, 1996), resulté de interés
tratar de determinar qué factores pudieran estar relacionados con la presencia de la
contaminacion fecal. Para ello se relacionaron los valores de coliformes encontrados
en las diferentes estaciones del afo en las zonas productivas estudiadas con los
diferentes parametros fisicoquimicos.

Los resultados obtenidos nos indican que la contaminacion fecal y los patégenos
entéricos aislados, tanto de ostién como del agua donde habita, es preocupante. Por
lo anten'dr, tal como se expone de manera mas amplia en las conclusiones, se
requiere la intervencién de diversos organismos gubernamentales para aplicar
medidas cormectivas a un problema de contaminacién que con posibles

repercusiones para la salud de la poblacién y su economia.



3. ANTECEDENTES

3.1. Alimentos Marinos: una Alternativa para la Alimentacién

En los albores del siglo XX|, la poblacién mundial sobrepasa los 5,700 millones
(Naciones Unidas, 1996) y una gran parte de esta poblacién es azotada por la
desnutricion (Kaufe, 1989). Esto sigue planteando uno de los grandes retos para la
humanidad: la disposicién de alimentos en cantidad y calidad adecuada. Lo anterior
demanda altemativas de solucién y una de las mas viables es la gran riqueza de
alimentos que se pueden extraer del ecosistema marino. Estos resultan una buena
opcion no solo por la posibilidad de explotacion en gran escala, sino por su
diversidad y calidad nutricional. Hoy en dia, se observan nuevos habitos nutricionales
orientados al consumo de productos mas sanos, entre ellos pescados y mariscos

como sustituto de carnes rojas (Cruz, 1997).

3.1.1. La .actividad pesquera en el mundo y en México

El incremento en la produccién de alimentos del mar se debe, entre otras
causas al mejoramiento en las artes de pesca y al incremento en los sistemas de
cultivo (Cruz, 1997); en la actualidad, el tota! de captura mundial, segun datos de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO), es
de 70 millones de toneladas anuales y se espera que para el afio 2,000 se capturen
130 millones de toneladas (Pruginin, 1991).

México posee casi 10,000 km de costas distribuidas en el océano Pacifico, el




golfo de California, el Qolfo de México y el mar Caribe; por o anterior se considera
entre los paises costeros mas grandes del mundo. Su zona econémica exclusiva
tiene un litoral de 2'892,000 km? (Ruiz Dura, 1992). La extensién referida, entre otros
factores, le ha permitido obtener en 1996, productos pesqueros en cantidades de
1'530,023 toneladas en peso vivo (Secretaria del Medio Ambiente, Recursos
Naturales y Pesca, 1996), los cuales son extraidos de diferentes regiones

oceanograficas (Ruiz Dura, 1992).

3.1.2. La pesca en el Estado de Sinaloa

Sinaloa esta ubicado en el litoral del Pacifico, el cual ests caracterizado por
poseer aguas que ascienden hasta la superficie (surgencias marinas) aportando
nutrientes que a su vez, generan una alta productividad organica, teniendo como
consecuencia que este litoral sea una de las areas mas productivas del océano
mundial. Este Estado, se localiza también en la region del Golfo de California y posee
aguas templadas hacia el Norte tropicales hacia el Sur. Tiene un litoral de 656 km y
una plataforma continental de 5,882 km?, ademas posee sistemas lagunares litorales
¢on una extension de 221,600 hectareas (Ruiz Dura, 1996).

Estas caracteristicas geograficas privilegiadas, permiten a Sinaloa desarrollar
una gran actividad pesquera, lo que se tradujo en 1995 en una produccién total de
149,269 toneladas de peso vivo, seglin datos de Ia Delegacién de la Secretaria del
Medio Ambiente, Recursos Naturales y Pesca (SEMARNAP) del Estado de Sinaloa
(Secretaria del Medio Ambiente, Recursos Naturales y Pesca, 1996); en el afo

referido, esta entidad se colocé en el primer lugar en el 4mbito nacional por el valor
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de su produccién pesquera. La diversidad de especies objeto de explotacién son
producto de la riqueza de sus mares (Ruiz Dura, 1992), sobresaliendo peces como
el atin, sardina, lisa, tiburén, sierra y cazon; en el grupo de mariscos los mas
importantes son el camarén, almeja, jaiba y ostién (Secretaria del Medio Ambiente,
Recursos Naturales y Pesca, 1996, Instituto Nacional de Estadistica Yy Registro

Pesquero, 1995).

3.2. La Contaminacién Biolégica del Ecosistema Marino y su Impacto en los

Organismos

La alternativa de obtener del mar alimentos marinos en cantidad y calidad
suficiente para el consumo humano, se ve afectada por un fenémeno que dia con dia
Parece mas incontrolable: ia contaminacion. La Secretaria de Salud considera como
contaminante "Toda materia o substancia, sus combinaciones o compuestos, los
derivados quimicos o biolégicos, asi como toda energia térmica, radiaciones
ionizantes, vibraciones o ruido que al incorporarse o actuar en la atmoésfera, aguas,
suelo, vegetales, animales o cualquier elemento ambiental, alteren o modifiquen su
composicion o bien que afecten la salud humana" (El Congreso de los Estados
Unidos Mexicanos, 1982).

Tomando como base parametros fisicos, quimicos y biolégicos, el ambiente
marino se clasifica en tres componentes: zona costera, capa superficial mezclada y
océano abisal. La zona costera es considerada como el drea que se encuentra desde
la linea de marea baja hasta la linea en que el mar posee 200 m de profundidad. La

costa es el area mas susceptible de ser contaminada ya que es blanco de desechos
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eliminados por el hombre, producto de diversas actividades, la extensién

particularmente afectada es el estuario (Baumgartner, 1996).

3.2.1. El estuario y la contaminacién

El estuario es una extensién de agua costera semicercada, que tiene una
comunicacion libre con alta mar; resulta pues, fuertemente afectado por la actividad
de las mareas y en él se mezclan el agua de mar con agua dulce del drenaje
terrestre. Debido a la llegada de gran cantidad de nutrientes transportados por
cuerpos de agua que drenan hacia esta zona, el estuario es el &rea mas productiva
del ecosistema marino; en ella conviven innumerables especies que son utilizadas
por el hombre con fines alimentarios. Sin embargo, se ha Usado y abusado de estos
habitats, pues los ha utlizado para depositar desechos industriales, agricolas y
municipales (Odum, 1972). Existen innumerables reportes acerca de contaminantes
diversos, como los de tipo quimico, s;endo ejemplo de éstos, los metales pesados,
entre ellos el plomo, hierro, manganeso y cobre (Paez-Osuna, 1995; Frias, 1994;
Osuna L6pez, 1994; Brown, 1986: Vazquez, 1985; Leachates, 1996), ios que se
hacen presentes no nada mas en las aguas, sino también en los organismos que en
ella habitan. También diversos compuestos quimicos utlizados en actividades
agricolas, como los plaguicidas, pueden llegar al mar a través de drenes agricolas y
rios, contaminando finalmente, diversas especies que en él viven (Brown, 1986;
Ramirez-Cabanillas, 1993; Stephenson, 1995; Watson, 1996).

Un contaminante al que frecuentemente no se le da la debida importancia es el

de tipo biolégico (Neri, 1978). En el caso de! estuario, las aguas drenadas del
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continente, transportan microorganismos provenientes de poblaciones cercanas a la
costa; histéricamente aguas municipales han sido vertidas a rios sin tratamiento
previo y estos cuerpos de agua se autopurificaban, sin embargo, el incremento de los
habitantes en las ciudades que utilizan este sistema de desecho de aguas
residuales, ha provocado a su vez, que el nimero de microorganismos se
incrementen considerablemente, superando la capacidad de los rios para la
autorregulaciéon ecolégica (Baumgartner, 1996; Naciones Unidas, 1996; Gutterige,
1994). Las Naciones Unidas refieren que mas de dos millones de toneladas de
excremento humano son producidos diariamente en las ciudades alrededor del
mundo; menos del 2% es tratado y el resto es descargado en todo tipo de corrientes
de agua (Naciones Unidas, 1996), gran parte de estos desechos seguramente llega a
los estuarios. Existen innumerables estudios en donde se refiere la presencia de
microorganismos en zonas estuarinas, por ejemplo Roberts S. (1992), reporta
presencia de coliformes en ambientes acuaticos en Fiji; Bouchriti et al. (1992),
refieren la presencia de contaminacion fecal en una zona de estuarios en Morocco;
estudios realizados en 24 estuarios localizados en Washington, Oregon y California,
sefialan que el 44.6% de 529 muestras analizadas contenian Vibrio cholerae no O1 y
que el origen probable de los microorganismos eran los afluentes provenientes de
areas rurales (Kais.ner, 1987). Es interesante mencionar que de manera indirecta los
componentes de afluentes pueden influir también en la presencia de bacterias que
son autoctonas del mar, como es el caso de Vibrio parahaemolyticus (Watkins,
1985). Mufioz-Escobedo (1995), refiere la presencia de Enterobacterias en Acapulco,

Guerrero, principalmente cuando las aguas en la bahia, tenian temperaturas de 28-
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32°C; Licona-Moreno et al. (1995), sefalan la presehcia de V. Cholerae, V.
Parahaemolyticus, Aeromonas y Escherichia coli Enterotoxigénica, en el estuario del
rio Tuxpan en Veracruz. Rojas-Corona (1988) reporta en algunos puntos del rio
Culiacén en Sinaloa, la presencia de coliformes.

La presencia de contaminacién microbiolégica en agua de estuarios, tiene
efecto en los organismos que en ella habitan, sin embargo, los bivalvos como el
ostion, son los que resultan méas afectados. A continuacién se hara una descripcion
del mismo, asi como las propiedades biolégicas que hacen que concentre

microorganismos y por lo tanto pueda ser utilizado como indicador de contaminacion.

3.3. El Ostién: Organismo de Gran Riesgo de Contaminacién

Los ostiones son moluscos bivalvos, las especies comerciales mas importantes
son: Crassostrea corteziensis, C. iridescens, C. margaritaceae, C. gigas y C.
virginica. Estos se consideran entre los mejores alimentos de origen animal por su
facil digestibilidad y porque poseen muchas de las substancias nutritivas basicas
para el organismo humano (Heernard, 1983). Este alimento en su presentacion
natural, es el marisco de mayor consumo en México (Nava-Fernandez, 1984).

Desafortunadamente, algunos aspectos relacionados con su biologia y habitat

influyen en el detrimento de su calidad.

3.3.1. Caracteristicas Biol6égicas

Los ostiones tienen conchas alargadas, de forma asimétrica y desigual, siendo
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una mas concava que la otra. Entre los aspectos biolégicos mas importantes con
relacién a su facil contaminaci6n es su sistema de alimentacién y oxigenacién. Uno
de los 6rganos mas importantes para realizar esta funcion son las branquias; éstas
tienen forma semicircular y son en numero de 2 pares; se insertan en la masa
visceral y en el musculo abductor por su base, teniendo el borde libre dirigido hacia
las regiones anterior e inferior de la concha. La funcién de las branquias es recolectar
alimento, ademas de intercambio de gases; esta estructura forma una gran area de
filtrado, pues la superficie se ha plegado, presentando un aspecto ondulado. Para
alimentarse filtran grandes cantidades de agua de su habitat, utilizando sus
branquias para filtrar; cuando fas particulas alimenticias son pequeiias, son enviadas
por los cilios frontales hasta un surco alimenticio, a través del cual Hegan a los palpos

y de ahi pasan al estémago para ser digeridas (Fig.1).

Fig. 1. Anatomia del ostién Crassostrea spp.
Las particulas mas grandes con diametros superiores a tres micras, son

rechazadas, concentrdndose en el manto, de donde son expulsadas al exterior junto
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con el agua (Ruiz-Dura, 1992; Barnes,1984). Por las funciones referidas este
organismo se le asigna el adjetivo de filtrador y concentrador. El estadio en que se
encuentre la ostra también es importante con relacién a su capacidad concentradora

(Ruiz-Dura,1992;Frias-Espiricueta, 1994; Barnes, 1984).

3.3.2. Habitat

Estos moluscos bivalvos, se encuentran adheridos a superficies por medio de
cementacién. Existen especies que se fijan en fondos rocosos, algunas en arrecifes,
otras permanecen unidas a objetos diversos en la zona de mareas (Barnes, 1984),
hay especies tropicales que se adhieren a mangles (Odum,1972), los cuales llegan a
formar grandes bancos ostricolas localizados a lo largo de la orilla del mar de
longitudes variables que van desde unos cuantos metros hasta cien 0 mas. Los
estuarios son los lugares en donde los ostiones mejor proliferan, ya que las
substancias que requieren para su alimentacién son proporcionadas por los
nutrientes que son transportados a través; de los afluentes que llegan a la zona. Esto,
sin'embargo, los hace particularmente vulnerables a la contaminacién, ya que junto
con los alimentos, filtra y concentra téxicos y microorganismos indeseables, los

cuales tienen un efecto negativo en la salud de los consumidores (Odum, 1972).

3.4. Ostiones y Salud Publica
El ostion, puede concentrar microorganismos en cantidad suficiente para

provocar infecciones en el humano que los consume; esto le origina enfermedades
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diversas, de las cuales destacan las que se transmiten por la via fecal-oral. La
transmisiéon de enfermedades enteropatégenas por estos bivalvos contaminados, se
notificé por primera vez a finales del siglo XIX, en esa ocasion, el brote fue causado
por Salmonella typhi (Rippey, 1994); desde entonces, estos mariscos se han
asociado con la transmision de enfermedades de etiologia bacteriana y viral,
principaimente (Salas, 1989).

Dado el riesgo de salud que representa ingerir estos productos marinos
contaminados, de manera permanente se realizan estudios en diversas partes del
mundo a fin de evaluar la calidad sanitaria del ostién y del agua en que habita, asi
como de los brotes de enfermedad gastrointestinal que se originan por el consumo
de este organismo.

En el sureste de Estados Unidos de Norteamérica, Paille et al. (1987), reportan
la presencia de bacterias de origen fecal, tanto en ostién como en agua; asimismo,
en el Florida Department of health a}wd Rehabilitative Services (World Health
Organization, 1993), reportaron enfermedad viral posterior al consumo de ostiones
crudos; este mismo organismo de salud fue notificado en enero de 1995, de un brote
de gastroenteritis aguda asociada al consumo de ostiones crudos (World Health
Organization, 1995). Yamashita et al. (1992), refieren la presencia de virus en la
bahia Mikawa en Japén y la asocian a padecimientos entéricos sufridos por fa
poblacion que consumia ostiones en el lugar. En octubre de 1991, en Quebec,
Canada, se reporté un brote de gastroenteritis seguida del consumo de ostiones
crudos, en el cual estuvieron involucrados mas de 200 personas (Pontefract, 1993).

En la Navidad de 1993, en el suroeste de Escocia se presentd un brote de
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gastroenteritis tras el consumo de ostiones crudos (Chalmer, 1995).

En América Latina también existen reportes de |a presencia de
microorganismos patégenos tanto en ostiones como en su medio ambiente. En
Cuba, se reporta la presencia de coliformes fecales en ostién (Vallejo,1987; Leyva,
1989; Leyva 1991). Delazari et al. (1982), informan acerca de Ia presencia de
contaminacion fecal en ostiones colectados en la costa de Sao Paulo, Brasil. En
México también la presencia de gérmenes de origen fecal ha sido estudiada en
lugares de recoleccién del marisco, por ejemplo en el estuario del rio Tuxpan,
Veracruz (Licona-Moreno, 1995). En lo que respecta a la presencia de gérmenes de
origen fecal en ostion, esta referido por Nava Femandez ef al. (1984), en
especimenes colectados en mercados de la ciudad de México; también Rosas-Pérez
et al(1988), sefalan la existencia de contaminacién de origen fecal en ostién
desconchado que se expende en el mercado de La Viga en México, D.F.
Adicionalmente, en dicha ciudad Uribe-Beltran encontré que el 90% de los ostiones

estudiados, eran inadecuados para su consumo (Uribe, 1980).

3.4.1. Microorganismos asociados a enfermedades transmitidas por consumo
de ostiones
Existen diversos grupos de microorganismos que han sido reportados como
causantes de enfermedades; los mas importantes son los que se transmiten por la
ruta fecal-oral. Los padecimientos que comdnmente suelen presentarse tras el
consumo del marisco contaminado son las infecciones gastrointestinales, siendo las

diarreas, el signo constante en la mayoria de ios episodios.
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El sindrome diamreico es manifestacién clinica de una patologia extensa y
variada (Sepulveda, 1988). La diarrea es considerada como el aumento en el namero
de evacuaciones (tres o mas en un dia), la disminucién en la consistencia de las
heces o cuando se asocia moco o sangre a la materia fecal. La poblacién mas
'afectada son los nifios menores de cinco afios: se estima que en el mundo,
aproximadamente un billén de episodios de diarrea y cinco millones de muertes
‘ocurren en nifios de edad preescolar (Sepulveda, 1988).

En naciones industrializadas este sindrome ha dejado de ser un flagelo y estas
infecciones han disminuido notablemente. En paises como el nuestro este
padecimiento sigue siendo un problema de salud y son muchos fos esfuerzos
realizados para abatir estas enfermetades: en 1980 la Organizacién Mundial de la
Salud inicié un programa de control de estas afecciones y se ha observado una
disminucion en las tasas de mortalidad: en el periodo 1990-2000, este organismo
proyecta reducir los indices de mortalidad infanti en un 50% (World Health
Association, 1991)

En Mexico en 1997 (INEGI, 1997), se registraron 7426 muertes por
enfermedad infecciosa intestinal y los nifios menores de 5 afios tuvieron cifras de
2619 por la causabas referida. La disminucién de casos ha estado relacionada con Ia
disposicion de recursos asistenciales Y para investigacién, campafas de
rehidratacion oral y campafas de salud, principalmente debido a la epidemia de
colera en América (World Health Organization, 1991; Mota-Hernandez, 1992). Sin
embargo, como ya se indicé, las diarreas contindan siendo uh problema de salud

publica, poniéndose en evidencia que a menor desarrollo econdmico y social mayor
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.numero de casos por diarrea (Mota-Hernandez, 1992). La asociaciéon diarrea-
desnutricién es un binomio comuan en paises en desarrollo (Septilveda, 1988).

Se han hecho diversos trabajos de investigacion, cuyo objetivo ha sido
determinar los factores de riesgo en las diarreas y entre los factores frecuentemente
citados se encuentran: la edad, siendo los méas susceptibles a este padecimiento, los
que estan en los extremos de la vida y existen reportes principalmente en el grupo
etario menor de cinco afios (Sepiiveda, 1988; World Health Organization, 1991
Mota-Hernandez, 1992; Faith, 1988; Griffin, 1988; Black, 1989; Mpabalwani, 1995).
La epoca del afio es otro factor predisponente que frecuentemente se cita en la
literatura, sefialandose que los episodios de diarrea se presentan preferentemente en
los meses cdlidos (Sepilveda, 1988; Griffin, 1988; Mc Donell, 1995; Becker, 1991);
otros factores son las practicas higiénico-alimenticias (Griffin, 1988, Black, 1989; Mc
Donell, 1995; Zeitlin, 1995; Allaby, 1995; Mead, 1997), asi como los habitos
relacionados con la alimentacion al seno materno, la cual favorece la disminucién de
cuadros diarreicos en los lactantes (Zeitiin, .1995; Mondal, 1996; Academia Nacional
de Medicina, 1989; Cravioto, 1987; Cruz, 1986: Benthey, 1991). También se ha
sefialado de manera reiterativa que la higiene doméstica juega un papel importante
en el control de las infecciones gastrointestinales (Sepullveda, 1988; Faith, 1988;
Black, 1989; Zeitlin, 1995; Bartleth, 1992: Spriggs, 1993; World Health Organization,
1992).

Con relacién a Ié etiologia de la diarrea, existen numerosos reportes, en los que
se sefiala a las de origen infeccioso como las mas importantes. Al respecto se han

identificado diversos microorganismos asociados a este sindrome siendo de los mas
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citados: E. coli enterovirulenta, Shigella, Salmonella, Giardia, Entamoeba histolytica,
y recientemente, rotavirus, adenovirus, Campylobacter y Cryptosporidium, asi como
diversas especies de Vibrio (Cravioto, 1987; Cruz,1986; Springs1993; Cravioto, 1988;

Pazzaglia, 1991; Iglesias, 1981; Bianco, 1995; Fernandez, 1994).

Salmonelia

Este género pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Contiene dos especies:
Salmonelia bongori que contiene 10. serovares y son extremadamente raros y
Salmonella choleraesuis con seis subespecies: arizonae, choleraesuis, diarizonae,
houtanae, indica y salamae con 2500 serovares; dentro de la subespecie
choleraesuis se encuentran los serovares lyphi, paratyphi y choleraesuis {Holt,
1994).

Los padecimientos que origina son fiebres entéricas (fiebre tifoidea vy
paratifoidea), septicemias y gastroenteritis (Davies, 1985). Se han reportado
afecciones de tipo reumatico posterior a cuadros de gastroenteritis por salmoneias
(Archer, 1988; Lindsay, 1997). Otro desorden asociado con infecciones por
Salmonella es el sindrome urémico hemolitico, cuando las cepas producen “toxinas
semejantes a Shiga” (Lindsay, 1997).

La incidencia de salmonelosis, ha tenido un incremento en los ultimos 20 afios
(Rusell, 1992). Existen especies que se han comportado como microorganismos
emergentes; en 1987 se presenté en Estados Unidos de Norteamérica un brote
originado por S. serovar typhimurium (actualmente denominada Definitive Type 104),

la cual afect6 a 197,581 personas (Altekruze, 1997; Ryan, 1987); en ese mismo pais
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en 1994 se registraron 224,000 casos provocados por S. serovar enteritidis cuyo
vehiculo fue helado (Hanessey, 1996); bacterias de este género han sido detectadas
en alimentos de gran consumo en la actualidad, como botanas (Killalea, 1996},
férmulas de leche para lactantes (Ruiz,1995), platilos cocinados en horno de
microondas (Evans, 1995) y cebiche de pescado (Femandez, 1996).

La fiebre tifoidea, uno de los padecimientos mas graves provocado por S. typhi,
aunque ha tenido un decremento, continia siendo un problema de salud en paises
en desarrollo. En México en 1990, se registré una tasa de 13.6 casos por 100,000
habitantes. El grupo de edad mas afectado es el de los 15 a los 44 afos, donde se
presentan el 58.62% de los casos, lo que significa una pérdida anual de mas de
500,000 dias laborables (Isibasi, 1992).

Salmonelia se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, forma parte
de la microflora del hombre y de diversos animales principalmente aves de corral y
cerdos; el origen ambiental de esta bacteria incluye agua, tierra, insectos, superficies
de mesas de fabricas y cocinas, heces de animales, carnes crudas y mariscos
crudos, entre otros (U.S. Food and Drug Administration, 1992). Los grupos mas
afectados por salmonelosis, son los que estan en los extremos de la vida, asimismo,
son blanco de estas afecciones los que estdn inmunodeficientes o
inmunodeprimidos. La dosis infectante puede ser tan pequefa como 15-20 células,
dependiendo del huésped, propiedades patogénicas de la bacteria y forma de
transmision (U.S Food and Drug Administration; Groisman, 1990). En estas
enterobacterias, la informacién genética relacionada con su patogenicidad esta

contenida en transposones, plasmidos y en el cromosoma, particularmente en
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segmentos de DNA conocidos como ‘islas de patogenicidad® (Groisman, 1990:
Mecsas, 1996). La penetracidn se realiza al nivel de intestino delgado y se multiplica
en las placas de Peyer; la internalizacién a las células intestinales es crucial, siendo
la adhesién y la penetracion eventos complejos que han sido estudiados en
diferentes modelos; investigaciones con S. typhi en células Hela, han demostrado
que se requiere que la bacteria esté viva para que se internalice y estudios con S.
choleraesuis han demostrado que la invasién depende de la formacién de
microfilamentos similares a flagelos (Groisman, 1990; Rout, 1974); en ocasiones al
unirse las dos células, Salmonella libera moléculas efectoras que se introducen en la
céiula huésped provocandole cambios que facilitan su accién patogénica (Mecsas,
1996; Collazo, 1996).

Se ha encontrado que la invasién en S. fyphimurium esta relacionada con un
microambiente bajo en oxigeno y que los genes TnSlacZY regulan esta actividad, sin
embargo, existen otros genes en esta bacteria (spa0, spaP, spaQ y spaR), que al
expresarse le confieren a la bacteria la capacidad de ganar el acceso a cultivo de
células epiteliales (Mecsas, 1996: Coilazo 1996; Jones, 1994)

La endotoxina en Salmonella es un factor de virulencia muy importante,
constituida de lipopolisacaridos y localizada en la membrana externa (Groisman,
1990); los efectos mas importantes que causan en el hospedero son: fiebre,
leucopenia, leucocitosis, hiperglucemia, aborto, fenémeno de Schwartsman,
coagulacion intravascular diseminada y shock (Davies, 1985; Bradley, 1979). La
presencia del polisacarido de superficie llamado antigeno Vi, también se ha

relacionado con un incremento en la virulencia de estas bacterias. También se han
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detectado en estos microorganismos una enterotoxina termolabil que cruza
antigénicamente con la toxina CT de V. cholerae (Groisman, 1990); y un compuesto

con actividad citotoxica sobre células Vero y MDCK (Malik, 1995).

Shigella

El género Shigella pertenece a la familia Enterobacteriaceae e incluye cuatro
especies: Shigella dysenteriae (Serogrupo A) con 10 serovares, Shigella flexneri
(Serogrupo B) con 6 serovares, Shigella boydii (Serogrupo C) con 15 serovares y
Shigella sonnei (Serogrupo D) ( Hoit,1994; Smith, 1992).

Los miembros de este grupo bacteriano son patégenos intestinales de humanos
y otros primates (Holt, 1994). Aunque el principal cuadro clinico que desencadena es
la disenteria bacilar (Smith, 1992; Sing 1998), puede ser causa de diamrea acuosa o
una combinacion de disenteria y diarrea acuosa. El sitio blanco de estas bacterias es
la mucosa del epitelio intestinal (Davies, 1985; Mufioz, 1992), sin embargo se han
reportado casos de artritis reactiva posterior a infecciones de Shigella, cuadros de
sindrome urémico hemolitico (Lindsay, 1997) y adicionalmente, casos de
encefalopatia letal téxica en nifios de paises en desarrolio (Goren, 1992). Las
enfermedades ocasionadas por Shigella son cosmopolitas, con una frecuencia més
elevada en paises en desarrollo ya que mientras que en Francia y Estados Unidos de
Norteamérica. se reportan de un 1.2 a 2 % como Causa de diarrea aguda, en
Guatemala y la India se refiere entre 16 al 30 %. En nuestro pais se refiere que
causan del 10 al 20 % de los casos de diarrea aguda (Muioz, 1992). La mayor

incidencia de shigelosis se presenta en nifios menores de cuatro afos, aunque en
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lactantes ésta disminuye (Cravioto, 1987; Cruz, 1986; Mufoz, 1992). También se ha
observado mayor susceptibilidad a la infeccién por Shigella, en aquellos individuos
que se encuentran inmunodeficientes o inmunodeprimidos (Archer, 1988) y en los
que no tienen montada una respuesta inmune cc_mtra la bacteria y que viajan a
paises en donde los padecimientos causados por Shigefla son endémicos
(Pazzaglia, 1991; Mikhail, 1996).

La bacteria es transmitida por agua y aliment_os contaminados, siendo éstos
ultimos, los vehiculos mas comunes. Los alimentos que con mayor frecuencia se
asocian a brotes epidémicos son: papa, pollo, pescados y mariscos (Smith, 1992;
Munoz, 1992; Cheftel, 1997). No obstante que se ha encontrado experimentaimente
que tiene capacidad de tolerar niveles bajos de pH (Gorden, 1993) y crecer a
temperaturas de 5 hasta 37°C (Islam,1993), se le considera como una bacteria l4bil a
las condiciones ambientales que se transmite por via directa. Algunos consideran
que es posible es que se encuentre en Ln estado viable pero no cultivable (Archer,
1988; Rahnan, 1996; Grimes, 1986).

La dosis infectante del microorganismo es baja y se requieren de 10 a 100
bacterias para que puedan inducir un cuadro clinico (Davies, 1985; Smith, 1992;
Mufioz, 1992). Al llegar a intestino debera adherirse a la mucosa intestinal, lo cual
logra a través de adhesinas bacterianas IpaD. Se reconoce que céluias M
localizadas en las placas de Peyer y enterocitos del colon representan un sitio
excelente para iniciar la penetracion (Sansonetti, 1996; Rico- Martinez, 1995). Existe
una serie de compuestos que facilitan la penetracién y supervivencia &e Shigella en

el intestino: mucinasas, lipopolisacérido, polisacarido de capsula, superoxido
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dismutasa, sideréforos y proteasas (Rico-Martinez, 1995; Tigyi, 1992; Brunton, 1990;
Rajakumar, 1997).

Después de adherida la bacteria, se inicia la endocitosis, fenémeno estimulado
. por proteinas Ipa B y C (Mecsas, 1996; Brunton, 1990; Mourier, 1997); cuando la
proteina bacteriana se une al receptor celular (integrina) se forma el endosoma que
posteriormente sera lisado por la citolisina Ipa B (Rico-Martinez,1995). Una vez que
la bacteria queda libre, se inicia el movimiento intracelular e intercelular, provocado
por invasinas bacterianas y proteinas celulares como la actina, filamina, plastina, y
caténina. correspondiendo la regulacién microbiana a los genes Vir B y Vir F (Rico-
Martinez, 1995; Prevost, 1992; Suzuki, 1988: Schuch,1997). Ademéas de las
substancias de proteccién ya mencionadas que permiten la sobrevivencia de Shigella
en el intestino, esta bacteria desencadena una serie de eventos que le permiten
eliminar células fagociticas que acuden al tejido dafiado (Renesto, 1996;
Ramegowda, 1996).

La muerte de células invadidas por la bacteria se da por dos procesos: a).
Apoptosis provocada por la proteina invasina Ipa B (Rico-Martinez,1995; Zychlinski,
1996) y b).Actividad de Ia citotoxina Shiga que inhibe sintesis de proteinas (Rico-
Martinez, 1995; Brunton, 1990). La toxina Shiga es sintetizada en grandes
cantidades por S. dysenteriae y en una proporcién menor por el resto de especies;
esta constituida por una subunidad A (31 kDa) y cinco subunidades B (7 kDa), sus
receptores son glicolipidos, principalmente el globotriacilceramide (GB3) y tiene
actividad citotoxica, neurotéxica y enterotoxica (Brunton, 1990). Se ha encontrado

que Shigella produce otra toxina denominada enterotoxina ShET {1y 2), quien es

25




responsable de la diarrea acuosa (Brunton, 1990; Nataro, 1995).
Los factores de virulencia se encuentran codificados a nivel cromosomal, en las
“Islas de Patogenicidad” y en plasmidos, siendo el mas importante un plasmido de

120 a 140 MDa (Rico- Martinez, 1995; Brunton, 1990).

Escherichia coli

Bacteria perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Posee un gran numero
de serogrupos que provienen de la combinacién de sus antigenos sométicos (0O), de
los que se han detectado 175 variedades y 56 flagelares (H) adem4s de los
antigenos capsulares K (Davies, 1985). Puede provocar infecciones intestinales y
extraintestinales (Holt, 1994; Milon, 1993). Dependiendo de sus mecanismos de
patogenicidad para causar trastornos gastrointestinales, se han definido los

siguientes grupos de E. coli.

Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC)

Grupo bacteriano frecuentemente asociado a cuadros de diarrea aguda en
nifios de los paises menos desarrollados de América y de Asia, aunque también son
Causa frecuente de la diarrea del viajero (Mattila, 1992), de trastornos como el
sindrome coleriforme de &areas endémicas, asi como de brotes epidémicos en
hospitales y estancias infantiles (Prado, 1988: Flores-Abuxapqui, 1994; Gatti, 1989:
Warmnars, 1991; Cravioto, 1985). El proceso infectivo se inicia al consumir alimentos y
agua contaminada; ias bacterias que alcanzan el intestino deberan tener factores de

adherencia de tipo fimbrial o afimbrial que les permita colonizar (F I, K88, K99,CFA,
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AFA | y SC) (Milon, 1993; Oelschaeger, 1996; Sanz, 1992 Cravioto, 1984; Thomas,
1982; Tennent, 1990; Nataro, 1998).

Las enterotoxinas que produce ETEC, son la toxina termolabil (LT) v la
termoestable (ST). La enterotoxina LT posee dos variantes (Lt-1 y 1), es
inmunogénica y estd estrechamente relacionada con la toxina del colera (CT). Esta
enterotoxina codificada en plasmidos, presenta la subunidad B que se une a
gangliosidos GM1 de los enterocitos; la subunidad A de la toxina tiene dos fracciones
A1y A, siendo la primera, la que tiene actividad enzimatica inductora de una ADP
ribosilacién. Lo anterior conduce a un incremento en los niveles de AMPc que
favorece la secrecion de iones CI y bloqueo en la absorcién de Na* y CI: esto en
conjunto da lugar a la salida de iones y agua del interior de la célula. Las
enterotoxinas termolabiles St poseen pesos moleculares entre 2 a 5 kDa, no son
inmunogénicas y se conocen dos variables, la St | y la ST I, que activan el sistema
guanilato ciclasa y estan codificadas en transposones (Cravioto, 1984: Wasteson,
1980). Epidemiolégicamente las cepas ETEC productoras de St se detectan mas
frecuentemente con los cuadros de diarrea (Cravioto, 1984; Wasteson, 1990). Los
serogrupos “O” mas comunes en las ETEC son 8,15, 20, 25, 27, 63, 115, 128, 148 y
159 (Cravioto, 1992).

Escherichia coli Enteroinvasiva (EIEC)
Esta variable virulenta de E. coli esta estrechamente relacionada con Shigella;
ocasiona un cuadro disentérico, indistinguible del producido por la bacteria referida,

con quien ademas comparte antigenos, caracteristicas metabdlicas, mecanismos de
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patogenicidad, asi como los procesos de regulacién de los factores de virulencia
(Rico-Martinez, 1995; Cravioto, 1992; Mil6n, 1993). Algunos de los serogrupos “O"
frecuentemente asociados a este grupo virulento son: 28, 112, 124, 136,

143,144,147 152 y 164 (Cravioto, 1992). ’

Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC)

Este grupo de microorganismos producen enfermedades tales como diarrea
aguda, colitis hemorragica y una complicacién grave que es el sindrome urémico
hemolitico. El serotipo mas comun asociado a estos padecimientos es el 0157:H7
(Tauxe, 1997), sin embargo, ofros serotipos como: O157:H-, O111:H-, 04:H-,
026:H11, 045:H2, 0103:H2, 0104:H21, O111:H8 y O145:H- han sido identificados
(Milon, 1993; Buchanan, 1997). Estas bacterias soportan condiciones de pH por
debajo de 4 (Buchanan, 1997; Brackett, 1994; Erickson, 1995; Palumbo, 1995) y
tienen un amplio rango de tolerancia a la temperatura (Palumbo, 1995; Raghubeer,
1990, Ahmed, 1995). La ingesta de alimentos como: carne de bovinos
insuficientemente cocinada, leche no tratada o contaminada, mayonesa, lechuga,
sidra de manzana, papas, yoghurt, bivalvos, cares de cerdo, aves de corral, venado
y ovejas, ademds de aguas municipales, ha sido asociado a brotes epidémicos por
EHEC (Buchanan, 1997; Meng, 1994; Samadpour, 1994; Cerqueira, 1894; Wilson,
1993; Jinneman, 1995; Abdoul-Raouf, 1994 Weagant, 1994; Raghubeer, 1995;
Payle, 1995).

Entre fos factores de patogenicidad mas importantes estan la produccién de

citotoxinas denominadas verotoxinas (VT ), toxinas semejantes a Shiga (SLTs) o
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toxina Shiga (STx) (Nataro, 1998). Existen varios tipos de SLTs, la variante SLT-I
(STx1), la cual es neutralizada por antisuero anti-Shiga y el resto de toxinas se
agrupan como SLT-Il (STx2). La fraccién B de la mayoria de estas variantes se unen
al glicolipido globotriosil ceramide (GB3). Producen el dafio igual que la toxina Shiga.
Estas toxinas estan codificadas por fagos, excepto SLT-liv que tiene su informacién
genética en islas de patogenicidad (Milon, 1993: Gyles, 1992; Tarr, 1994
Kleanthous, 1990). Otras toxinas sintetizadas son los factores necrotizantes

citotoxicos (CNF-1 y 2) y toxina distendedora citoletal (Milon, 1993; Gyles, 1992).

Escherichia coli enteropatégena (EPEC)

Este grupo bacteriano es una Causa frecuente de diarrea en el mundo; ha sido
aislada en brotes registrados en estancias infantiles y guarderias en paises en
desarrollo; se estima que es una de las causas de diarrea infantil mas importante y
se calcula que anualmente ocurren h'un millén cie muertes ocasionadas por esta
bacteria. EPEC se une a la superficie del intestino delgado, presentandose una
lesion denominada “unidén y destruccién” attaching/effacing (A/E) (Finlay, 996:
Manjarrez-Hernandez, 1992; Moyenuddin, 1989; Cravioto, 1991). Algunos de los
serotipos que corresponden a EPEC son 055, 086, 0111, 0119, 0125, 0126,
0127, O128ab, 0142, 018, 044, 0112 y 0114 (Milon, 1993; Moyenuddim, 1989:
Karch, 1987; Cobeljic, 1989; Tardelli, 1989).

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

En 1979, Cravioto et al. reportan la existencia de cepas EPEC que se adhieren
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a células HEp-2, las cuales se denominaron enteroadherentes. En la actualidad,
aquellas E. coli que no secreten enterotoxina Lt o St, que se adhieren a células HEp-
2 en un patron agregativo se les llama enteroagregativas (Nataro, 1998-b).

Es considerada como un patégeno diarreogénico emergente, ligado a diarrea
aguda y persistente en paises en desarrollo y también industrializados. Ha sido
asociada a desnutricién (Milon, 1993; Nataro, 1998). La bacteria a través de |a
formacién de un “biofilm® (moco y bacterias) y la accién de toxinas e inflamacion,
provoca dafio en la mucosa y secrecion intestinal (Nataro, 1998: Vuopio-Varkila,
1991; Tickoo, 1992; Knutton, 1992). Savarino et al (1994, citado por Nataro, 1998).
seﬁalén haberHan detectado un gen que codifica para una enterotoxina
termoestable; Baldwin et al. (1992), caracterizaron una toxina termolabil. En un brote
de diarrea por EAEC en México, Eslava et al. encontraron que et suero de pacientes
infectados por EAEC reconoce dos proteinas, una de aproximadamente 108 kDa y
otra de 116 kDa. La primera ha sido llamada Pet (plasmid encoded toxin) y en
ensayos in vitro ha mostrado actividad enterotoxica (Eslava, 1998; Navarro-Garcia,
1998). Algunos serotipos de EAEC son: 044:H18, 086:H-, 0126:H27, O7:H-,
O77:H18, O7:H-, 07:H21 Y O-:H21 (Baldwin, 1992).

Vibrio parahaemolyticus

Bacteria haléfila, perteneciente a la familia Vibrionace, frecuentemente es
aislada tanto de aguas estuarinas y marinas, como de alimentos (moluscos y
crustaceos) y heces de pacientes. Infecciones en humano producidas por la bacteria

han sido reportadas en América, Europa, Africa y Asia (Nava-Fernandez, 1984
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Vallejo, 1987, WHO Scientific Working Group, 1980: Hlady y Kont, 1996; Bravo,
1991; Magalhaes, 1991; Bocanegra, 1981; Fernandez, 1988; Okuda, 1997). Por otro
lado, en paises orientales esta bacteria es Causa frecuente de diarrea, debido a la
costumbre de consumir alimentos del mar crudos (WHO Scientific Working Group,
1980).

V. parahasmolyticus tolera condiciones ambientales adversas, como
temperaturas desde 5.50C hasta 800C, aunque su rango de crecimiento
generalmente es de 150C a 300C y a bajas temperaturas puede morir (Chai, 1996;
Muntada-Garriga, 1995). El rango de pH 6ptimo es de 7.5 a 8.6, sin embargo,
pueden crecer entre 4.8 y 8.6. Cuando crecen en ambientes pobres de nutrientes
como glucosa, han demostrado gran resistencia a cambios osmoticos, calor y
presencia de peréxido de hidrégeno (Chai, 1996: Koga, 1995). Tiene capacidad de
producir quitinasa, lo cual es de gran utilidad cuando permanecen en el zooplankton
en los meses de frio; cuando bajan las temperaturas y ienen pocos nutrientes en el
ambiente, pueden entrar a un periodo de “letargo” (Chai, 1996; Koga, 1995).

El padecimiento que ocasiona es gastroenteritis aguda, aunque; se ha visto en
algunos paises que induce de manera predominante, un sindrome disentérico.
Adicionalmente pueden ocasionar arritmias, infecciones de tejidos, septicemias y la
muerte (WHO Scientific Working Group, 1980; Chai, 1996). Los primeros casos
detectadc - 2n humanos, fueron ocasionados por cepas que producian hemolisina
termoestable directa (TDH), la cual produjo una heméblisis en el medio de
Wag: 'a, fenomeno denominado Kanagawa (KP); sobre la base de esta

caracte  -a, V. parahaemolyticus se clasificé como Kanagawa positivos y negativos
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(K+ y K-). La proteina TDH tiene un peso molecutar de 40,000 Da y ha mostrado
actividad citotéxica y enterotéxica en humanos y cardiotéxica en ratén: su lugar de
fijacion es el trisialogangliésido (GT1b) (WHO Scientific Working Group, 1980;
Raimondi, 1995). Mas recientemente se han identificado otros factores de virulencia,
como ia hemolisina relacionada a TDH (TRH) presente en cepas K- y cuyo gen trh
esta en el fragmento NOTL del cromosoma, al igual que el gen que codifica para la
produccion de ureasa (ure). Por tal motivo, se utiliza esta propiedad para predecir la
capacidad patogénica de las cepas (lida, 1997, Magalhaes,1992; Kaysner, 1994;
Suthienkul, 1995). Otros factores de virulencia caracterizados son- hemolisina delta,
termolabil y hemolitica para la mayoria de eritrocitos; TDH-I, hemolisina relacionada
con TDH; fosfolipasa dependiente de lecitina (LDH); VP-TDH/lIl que estimula la
permeabilidad en piel de conejo y que es letal para el ratén: enterotoxina que induce
cambios en células CHO; STx, citotdxica; lipopolisacarido endotoxico; diferentes
enzimas como mucinasa, superéxiéodismutasa, condroitinasa, colagenasa,
elastinasa y lecitinasa (Chai, 1996: Nagayama, 1995; Rodriguez, 1993);
adicionalmente, se ha asignado a los siderdforos un papel en ia patogenia de esta
bacteria (Yamamoto, 1994; Yamamoto, 1997, Wong, 1996). Con relacién a la
adherencia se ha encontrado que es inhibida por D-manosa y D-glucosa y que esta

bacteria se puede fijar principalmente al foliculo linfoide del ileon (Chai, 1996).

Virus Entéricos

Este es un grupo heterogéneo de microorganismos que incluye diversos

géneros de virus y cuya caracteristica comin es que habitan en el intestino o
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transitan por €I, en ambos casos salen al exterior a través de las heces. Una gran
mayoria de estos de virus son transmitidos al humano, por el agua y alimentos
contaminados con heces (Cliver, 1994-a; Cliver, 1994-b;, De Leon, 1988), los cuales
al ser excretados se encuentran en concentraciones de hasta 1012 por gramo de
heces. Se han encontrado alrededor de 126 tipos de virus en aguas negras y se tiene
conocimiento de su gran resistencia a condiciones ambientales adversas (De Leén,
1988).

Con la aparicién de nuevas técnicas para el diagnéstico de los virus entéricos,
se ha valorado su participacién como agentes de diversas enfermedades y ahora se
sabe que son la Causa mas frecuente de brotes por alimentos, a pesar de esto,
todavia existe subregistro, principaimente en paises en desarrollo (Cliver, 1994).

Los virus de la hepatitis A y E pertenecen a la familia Picornaviridae: producen
una hepatitis infecciosa, autolimitada y ocasionalmente producen la muerte. Son
altamente resistentes a pH acidos, calor y deshidratacién, pudiendo permanecer en
el ambiente por varios meses. La hepatitis A es una enfermedad frecuente; estudios
realizados en Asia y Africa demostraron que mas del 90% de los nifios eran
seropositivos (Cromeans, 1994); por otro lado, mientras que escolares de Ia frontera
de Mexico y Usa, mostraron 17% de anticuerpos antihepatitis A (Redlinger, 1897);
Kumate et al. (citado por Bustamante, 1992).encontraron en nifios de la Ciudad de
Mexico de niveles socioeconémico bajo, medio y alto, anticuerpos anti-HAV con una
frecuencia de 92, 73 y 36 %, respectivamente. Diversos alimentos marinos como
ostiones, almejas y mejillones han sido asociados frecuentemente con brotes

epidémicos (Cliver, 1994) y recientemente frutas frescas se reportan como vehiculos
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transmisores de estos virus (Tauxe, 1997). En la década de los afios '80, fue
identificada una particula viral en pacientes con hepatitis no A, no B y cuya ruta de
transmision era fecal-oral; dicha particula detectada fue el virus de la hepatitis E
(HEV). Aln quedan muchas interrogantes acerca de este virus y de la enfermedad
que producen, sin embargo, se sabe de la estrecha relacién con HAV. De este virus
se han detectado brotes en todo el mundo, incluyendo México; algunos estudios
retrospectivos han determinado que algunos casos registrados como hepatitis A,
fueron confirmados posteriormente como hepatitis E. (Cliver, 1994a).

Los enterovirus pertenecen ‘a la familia Picornaviridae; se trata de particulas
esféricas de 28 nanémetros de didmetro, desnudos de una hebra de RNA (Davies,
1985). Los enterovirus que infectan al humano incluyen los poliovirus, coxackievirus,
echovirus y otros que han sido designados por nimeros (Cliver, 1994b). Poliovirus
produce la poliomielitis, enfermedad con secuelas invalidantes, cuya afeccion se
reconoce desde la antigiedad. Actualmente se estima una incidencia mundial de
250,000 casos de poliomielitis paralitica al afio; los paises més afectados son los que
tienen condiciones de sanidad muy precaria, con baja cobertura de inmunoprofilaxis
(Ruiz1992). Se reconocen hasta la fecha 31 grupos diferentes de los Echovirus
(Enteric, cytophatic, human, orphan, virus), estos son enterovirus que se han
asociado a diversos sindromes clinicos que van desde enfermedades agudas leves
de vias respiratorias e intestinales hasta afecciones del sistema nervioso central
(SNC) como meningitis, encefalitis y paralisis (Davies, 1985). Se han reportado
diversos brotes producidos por Echovirus en el cual el vehiculo transmisor eran los

alimentos (Cliver, 1994b). Coxackievirus, es un enterovirus muy similar a poliovirus,
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sin embargo, solo demuestran 5% de homologia en la secuencia de sus nucleétidos.
Se conocen los grupos A y B que se han relacionado con sindromes clinicos como
meningitis, paralisis, herpangina, infecciones de vias respiratorias, pleurodinia,
miocarditis y pericarditis (Davies, 1985). Solo hay un reporte de brote epidémico
transmitido por alimentos, el cual se present6 en una guarderia de la Union Soviética
(Cliver, 1994-b).

El grupo denominado virus estructurados redondos pequefios (SRSV), son virus
entre 30 y 38 nanémetros que han sido encontrados en las heces y han sido
asociados a gastroenteritis; entre éstos se encuentran Norwalk, Amuiree, Hawaii,
Mongomery County, Otofuke, Sapporo, Snow Montain y Tauton. El virus de Norwalk
es el que ha sido mejor estudiado y ha sido clasificado formalmente dentro del grupo
Calicivirus. Este virus usualmente es transmitido de persona a persona por la ruta
fecal-oral, sin embargo puede diseminarse a través de la contaminacién de agua y
alimentos, provocando brotes epidé?nicos (Appleton, 1994). Los alimentos mas
frecuentemente relacionados con brotes son los moluscos bivalvos (ostiones vy
almejas). En muchas regiones del mundo existen registros como en Estados Unidos
de Norteameérica, en donde se considera que el virus Norwalk y virus relacionados
con él, son la Causa mas frecuente de gastroenteritis viral, sin embargo, en la
mayoria de paises existe un subregistro de los casos (Viral Gastroenteritis Sub-
Committee of the PHLS Virology Committee, 1993).

Los Rotavirus pertenecen a !a familia Reoviridae; posee 11 hebras dobles de
RNA, dos cubiertas icosaédricas de proteinas y su didmetro es de 70-75

nanémetros. Los grupos reconocidos en la actualidad van de la A a la G, siendo el
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primero el mas importante. Este microorganismo se considera como el agente viral
mas importante causante de diarrea en nifios menores de cinco afios en paises
desarrollados (Abdus SS, 1994; Barnes, 1998): en paises en vias de desarrollo se
encuentran como agentes de diarreas después de las bacterias; Espinoza et al.
detectaron que el 32.4% de un grupo de nifios hospitalizados en Nicaragua,
contenian Rotavirus (Espinoza, 1997); En México se han encontrado con una
frecuencia de 25 a 15% en nifios hospitalizados. La epidemiologia de este virus es
complicada por {a existencia de multiples serotipos, ademas de repetidas infecciones
en los pacientes (Espejo, 1992).

Los Adenovirus son virus con DNA de doble cadena, tiene un didmetro de 60-90
nanometros (Davies, 1985) y se han asociado a gastroenteritis principalmente en
ninos (Davies, 1985; De Leén, 1988). E! virus ingerido con agua y alimentos o
deglutido en las secreciones respiratorias, se multiplica en células del tracto
gastrointestinal y es excretado por Iaé heces. En casos de diarrea, se han
identificado los tipos 1,2,5, y 6 (Davies, 1985) y en Sao Paulo, Brasil, el 10% de nifios
menores de dos afos hospitalizados con gastroenteritis aguda, también se les
detectd Adenovirus 40/41. En pacientes con inmunodeficiencia humana
(Seropositivos), se encontré Adenovirus con una frecuencia de 8.7%, presentandose
una diferencia significativa al contrastar estos resultados, con los obtenidos en el

grupo control (Durepaire, 1995).
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4. JUSTIFICACION

La calidad de los productos marinos, como los mariscos, tiene impacto en la
salud del hombre cuando estos alimentos se consumen crudos, ya que pueden ser
vehiculos de agentes que se transmiten por la ruta anal-oral, pudiendo ocasionar
enfermedades gastroentéricas. Estas siguen siendo un problema de salud en nuestro
medio, por lo que es importante determinar la contaminacién fecal presente en estas
especies, asi como su origen.

Sinaloa, productor importante de mariscos que abastece el mercado tocal,
nacional e internacional, posee 4reas de pesquerias en sus costas y entre las mas
importantes se encuentran las del centro del estado. Con la finalidad de hacer una
evaluaciéon de la contaminacién por microorganismos en esta area, Uribe et al.
(1992), recolectaron muestras de ostion, almeja y camarén de los centros de acopio
de mariscos en diferentes campos pesqueros durante un afo. Los resultados
encontrados mostraron que de 288 especimenes estudiados, el 97.2% contenian
coliformes‘ por encima de los recomendados por la Secretaria de Salud
(considerando al ostién como base).

La informacion obtenida orienté hacia la busqueda del origen de ia
contaminacién encontrada, para lo cual se consideraron dos aspectos: 1) en la regién
costera estudiada desembocan afluentes y en sus margenes se localizan
asentamientos humanos quienes utilizan estos cuerpos de agua, como receptores de
sus aguas residuales; 2) el rio Culiacan recibe las aguas residuales de [a ciudad de
Culiacan sin tratamiento previo, existiendo reportes de su contaminacién (Rojas-

Corona, 1988).
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Con relacién a las aguas de drenes agricolas construidos para ser utilizados en
la irrigacion de cultivos, se han hecho estudios con la finalidad de conocer su calidad
microbiolégica. Candil, et al (1990) realizaron un monitoreo en el que se detectaron
Enterovirus en un dren agricola; el punto de recoleccién de las muestras se localiza
aproximadamente a 10 km de la orilla del mar, en cuyas margenes se encuentran
diversas poblaciones en las que habitan jornaleros agricolas. Otro estudio se llevd a
cabo en mueétras de agua recolectadas en canales que se ubican dentro de una
comunidad rural: Diaz-Camacho et al (1992), encontraron fagos de Escherichia coli,
los cuales fueron ufilizados como indicadores de contaminacién fecal,
adicionalmente, se recolectaron muestras de agua de los canales una vez que
cruzaban el poblado y se encontré que los conformes fecales se incrementaban, en
relacion con las cifras obtenidas en el punto inicial, en donde también se lograron
aislamientos de Salmonella spp. Las aguas de este sistema de canales, son
depositadas en un dren agricola que a su vez desemboca en el mar,
aproximadamente a 15 km.

Lo anterior hace suponer que una proporcion de los contaminantes presentes
en los mariscos extraidos de esta regién provienen de su habitat, lo cual indica la
importancia de realizar una evaluacién de la calidad microbiolégica de agua de zonas
altamente productivas, ademads, valorar el impacto de ésta en un organismo que se

consume crudo y que es usado como indicador: el ostion.
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5. OBJETIVOS E HIPOTESIS

OBJETIVOS

General

Determinar ia contaminacién fecal de agua y ostiones en zonas productoras de
las costas del centro de Sinaloa, asi como identificar los microorganismos

potencialmente patogenos asociados a enfermedad gastroentérica en humanos.

Especificos

1. Cuantificar coliformes totales y fecales por !a técnica de nimero mas probable
(NMP), para determinar la calidad microbiolégica de agua en tres areas
productivas en las siguientes estaciones durante 1990: lluvias y secas
termomenguante y en 1991, secas termocrecientes 1, luvias Yy secas
termocrecientes 2.

2. Medir los pardmetros sefalados para establecer la calidad microbiolégica de
ostion, en los lugares y tiempos mencionados.

3. Aislar e identificar las bacterias entéricas: Salmonelia, Shigella, y Vibrio
parahaemolyticus en agua y ostién.

4. Comparar la presencia de coliformes y las bacterias referidas en agua y ostién,
para establecer grado de relacién.
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5. Determinar la presencia de enterovirus en ostién como indicador de virus
entéricos, utilizando cultivos celulares, durante dos etapas estacionales del afio
(pnmavera y otofio).

6. Medir diversos factores fisicoquimicos (temperatura, pH, salinidad y oxigeno
disuelto) para establecer su influencia en la varacién de ias bacterias
coliformes.

HIPOTESIS

El ecosistema marino de las zonas productoras del centro de Sinaloa, recibe
microorganismos patégenos para el humano, los cuales contaminan especies
comestibles particularmente bivalvos como el ostién, lo cual representa un riesgo

para la salud de quienes los consumen. En este fendmeno influyen factores

L

intrinsecos de lugar y climatolégicos.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. MUESTREO

6.1.1. Zonas de Estudio

Las zonas objeto de estudio se encuentran localizadas en las bahias de Aitata y
Ensenada E| Pabellén. Estas se ubican en las siguientes coordenadas en los
extremos de su eje mayor: en el punto Noroeste su latitud Norte esta en los 24° 19’
4.2”, su longitud Oeste es de 107° 56’ 45" y en el punto Sudeste se encuentra
localizada su latitud norte en los 24° 19’ 53.4”. En lo que se refiere a la ubicacién
transversal en la parte mas ancha, el punto Noroeste se ubica en la latitud Norte 24°
30’ 32.6” y su longitud QOeste 107° 31’ 46.2™: el punto Sudoeste se localiza en Ia
latitud Norte en 24° 23' 43.8", estando su longitud Oeste en los 107° 37° 10.0"
(Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica, 1985).

Las bahias referidas abarcan los municipios de Navolato y Culiacdn en el centro
de Sinaloa; la distancia a la ciudad de Culiacén, capital del Estado, es de 35
kilbmetros en su punto mas cercano y estan ubicadas al Sudoeste de la ciudad

sefialada.

6.1.2. Sitios Ostricolas Estudiados
Se estudiaron tres zonas de las bahias de Altata y Ensenada E| Pabell6n, en
donde son importantes las actividades de pesca: Altata, Ef Castillo y Las Arenitas.
Altata se encuentra ubicado en una zona de gran recambio de agua del mar y

drenes agricolas descargan en la zona; El Castillo esta localizado en el estuario del
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rio Culiacan, el cual recibe las aguas residuales de la ciudad de Culiacan,
aproximadamente 60 km rio arriba y ademéas drenes agricolas desembocan en esa
zona; Las Arenitas se encuentra localizado en un punto de la bahia en que existe
poco recambio de agua y llegan algunos afluentes de uso agricola.

Se obtuvo ihformacién de los pescadores del lugar, con relacién a los
principales bancos ostricolas de cada zona productiva y buscando una
representatividad en el muestreo se seleccionaron de manera aleatoria cinco puntos
de cada zona, haciendo un total de 15 sitios distribuidos en las diferentes bahias
(Figura 2). Lo anterior se realizé con la finalidad de establecer diferencias con
relacién a la contaminacién fecal y los patégenos en estudio, entre las diferentes
areas elegidas para esta investigacion. En cada sitio se tomaron muestras de agua y
ostion.

Los nombres de los sitios seleccionados se proporcionan en un listado

presentado en el anexo (Cuadro 13 del anexo)

6.1.3. Obtencién de las muestras

Agua

Las muestras de agua se obtuvieron en recipientes de un litro de capacidad,
estériles y envueltos en pabel estraza. Una vez eliminado el empaque, se
introdujeron los frascos en el agua, aproximadamente a 15 ¢m de profundidad (en
zonas de profundiad variable), tapados e invertidos: una vez dentro se destaparon y
se mantuvieron sumergidos hasta que estaban con un contenido cercano al 80% de

. Su capacidad. Se sacaron los frascos del agua y se taparon rapidamente,
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posteriormente se mantuvieron en hieleras a una temperatura de aproximadamente
6°C (Miescier, 1992).

En las condiciones referidas se trasiadaron al laboratorio Y se procesaron en un
lapso no mayor de seis horas.

La colecta de muestras se realizaron durante diferentes estaciones dei afio:
lluvias y secas termomenguante de 1990 y secas termocreciente 1, lluvias'y secas

termocreciente 2 de 1991.

Ostién

Se colectaron los especimenes de los organismos que habitan en agua
superficial y que se encuentran adheridos a mangles, ayudandose de guantes y
cuchillos. Se colocaron en bolsas estériles de cierre hermético. El namero
recolectado era de 30 a 40 ostiones tal como lo recomienda la APHA (Miescier,
1992). Las muestras recién obtenidas fueron colocadas en hielera para su
mantenimiento a baja temperatura, lo cual se logré con hielo que cubria las bolsas.
Los organismos recolectados fueron trasladados al laboratorio y fueron sometidos a
su analisis en un lapso no mayor de seis horas (Miescier, 1992).

Las muestras obtenidas de ostién, ai igual que en el caso anterior, se tomaron
en cinco épocas del afio para comparar variabilidad estacional. Para Ia deteccion de
virus, las muéstras se obtuvieron solo durante las secas termocreciente 1 y secas
termocreciente 2 de 1991, para saber si existian diferencias antes y después de

temporada de lluvias.
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6.2. PROCESAMIENTO DE OSTIONES

Los moluscos recolectados fueron lavados y desconchados. El contenido de
carne y liquido se colocé en un recipiente. Todo el proceso fue realizado en
condiciones de esterilidad, asimismo, los materiales empleados fueron esterilizados
previamente.

Se pesaron diferentes porciones de muestra, de acuerdo al tipo de anélisis que
iba a realizarse. Posten‘on'ne:ﬁte las diferentes pesadas fueron sometidas a
homogeneizacién agregandole diluyente y licuando a baja velocidad durante 30
segundos y 90 segundos a velocidad alta. Se dejo unos minutos para que
disminuyera la espuma y posteriormente se hicieron las siembras correspondientes

para cada uno de los andlisis que se anotan a continuacién (Miescier, 1992).

6.3. CUANTIFICACION DE COLIFORMES

Coliformes Totales

Se pesaron 10 g de ostién y se homogeneizaron con 90 ml de Caido de
peptona (Merck México, S.A. de C.V.}-con pH 7. De esta dilucién se sembraron tubos
conteniendo 10 ml del medio Caldo de Lauril Triptosa (DIFCO Laboratorios, Detroit,
Michigan, Estados Unidos de Norteamérica). Se sembraron series de tubos con
diluciones incrementadas, con la finalidad de obtener el namero mas probable -
{NMP). Las muestras de agua se sembraron sin tratamiento alguno en los tubos con

Caldo Lauril Triptosa. Tanto los caldos sembrados con agua como con ostién, se
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incubaron a 35°C durante 24 a 48 horas. Los tubos considerados como positivos son
aquellos que presentaron gas y turbidez.

Se registrd el nimero de tubos positivos y de cada uno de ellos se tomaron tres
asadas para inocular Caldo de Bilis Verde Brillante 2% (BBL Becton Dickinson
Microbiology Systems), para confirmar la presencia de las coliformes en el Caldo de
Lauril Triptosa. Se incubaron a 35° C durante 24 a 48 horas y al cabo de ese tiempo,
los tubos positivos presentaron turbidez y gas. Se registraron los tubos positivos y se
compard con la tabla especial para determinar el NMP (Ver Cuadro 14). Para
reconfirmar la presencia de coliformes se resembraron dos tubos con las diluciones
positivas mas altas del Caldo de Bilis Verde Brillante 2%, en cajas con Agar Mac
Conkey (Becton Dickinson, Microbiology Systems, Estados Unidos de Norteamérica)
(BBL). E! agar se incubé a 37° C durante 24 horas y al cabo de ese tiempo
aparecieron colonias rosa intenso cuando habia coliformes (Hitchins, 1992:
Fernandez Escartin, 1979; Thatcher, 1973).

A las colonias con las caracteristicas sefaladas, se les realizaron pruebas
bioquimicas para su identificacién final. Los medios utilizados para estas pruebas
fueron: Agar citrato de Simmons (Merck México, S.A. de C.V.), Agar Hierro Kligler
(BBL), Agar Hierro Lisina (BBL ), MIO (Bioxén, México, S.A. de C.V.), SIM (BBL ),
Caldo Malonato de Edwin modificado (BBL), Caldo Sacarosa (Bioxdn México, S.A. de
C.\V.} y Caldo Urea (Bioxén México, S.A. de C.V.)(Mac Faddin, 1993; Farmer IIi,
1995, Finegold, 1983).
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Coliformes Fecales

Para la cuantificacién de estas bacterias, se resembraron en Caido E.C. (BBL)
los cultivos positivos de los tubos de Caldo Bilis Verde Brillante (2%) obtenidos por la
técnica de cuanﬁﬁcacién de coliformes totales. Los tubos con Caldo E.C. inoculados -
se incubaron en bafio Maria a 44.5° C por 24 a 48 horas. Los tubos considerados
positivos fueron aquellos que presentaron turbidez y gas. Los de mayor dilucién se
resembraron en Agar Mac Conkey con la finalidad de confirmar las coliformes
fecales; se incubaron los cultivos a 37°C durante 24 horas. Al cabo de ese tiempo, se
observaron las colonias y aquellas que fueran de color rosa intenso, se sometieron a
pruebas bioquimicas para su identificacién final. Las pruebas utilizadas fueron las ya
referidas en la seccién de coliformes totales (Hitchins, 1992; Femnandez Escartin,

1879; Thatcher, 1973; Mac Faddin, 1993; Finegold, 1983).

-

6.4. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Salmonelia

Se pesaron 25 g de osti6én y se colocaron en un vaso estérit de licuadora. Se les
agregaron 225 ml de Caldo lactosado (BBL) y se procedié a homogeneizar, tal como
ya se indico en la seccidn correspondiente. Para el caso del agua se sembré
directamente en Caldo Lactosado, incubandose a 37° C durante 18 horas. Una vez
transcurrido este tiempo, se tomé un mililitro de los cultivos y se resembraron en un
tubo conteniendo Caldo Selenito y Cistina de Leifson (Merck México, S.A. de C.V.).
Se incubaron a 37° C durante 18 horas; a continuacién se tomaron asadas y se
sembraron en medios diferenciales y selectivos. Los medios utilizados fueron Eosina
Azul de Metileno (EMB), (Bioxén México, S.A. de C.V)), Agar Salmonella-Shigelia
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(8.8.) (Merck México, S.A. de C.V.), Agar Verde Brillante (BBL) y Agar Sulfito de
Bismuto (BBL). Los cultivos se incubaron a 37° C durante 24 horas: al cabo de ese
tiempo se seleccionaron colonias sospechosas de ser Salmonella y se les realizaron
las pruebas bioquimicas referidas en el apartado 6.3. de cuantificacién de coliformes
totales. A las cepas bacterianas que mostraron el perfil bioquimico de Salmonella, se
les sometié a prueba serolégica con antisuero polivalente anti-Salmonella (Bigaux

Diagnéstica, S.A.) (Flowers, 1995; Farmer Ill, 1995; Mac Faddin, 1993).

6.5. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Shigella

Se pesaron 25 g de ostién y se licuaron con 2?:5 ml de Caldo de GN de Hajna
(BBL). El homogeneizado se coloct en frasco estéril y se incubéd a 37°C durante 12 a
18 horas; por otro lado, 25 mt de cada muestra de agua fue inoculada directamente
en 225 ml de Caldo de GN. Después de transcurrido el tiempo de incubacién se
traspas6 un mililitro del cultivo a 10 ml de Caldo de Selenito y Cistina. Se incub6 a
37° C durante un maximo de 18 horas; posteriormente se sembré con asa, en
diversos medios: EMB, S.S. y Agar de Xilosa Lisina Descarboxilasa (XLD) (BBL). Se
incubaron a 37° C durante 24 horas; las colonias con morfologia y caracteristicas de
Shigella, se sembraron en medios para pruebas bioquimicas. Los medios usados
fueron los utilizados para coliformes totales. Las bacterias con perfil bioguimico
compatible con Shigella se tipificaron por serologia para su confirmacién (Difco
Laboratories, Detroit-Michigan, U.S.A.) (Smith, 1992; Mac Faddin, 1993; Finegold,
1983).
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6.6. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Vibrio parahaemolyticus

De las diferentes especies de Vibrio, se estudié solamente V. parahaemolyticus
por tener antecedentes de su presencia, en mariscos obtenidos en la regién. Para su
aislamiento se pesaron 25 g de ostién; esta porcion se licud con 225 mi de Caldo
Peptona con pH de 8.5 y 3% de Cloruro de Sodio (Backer Analized, Reagent). La
mezcla se colocd en un frasco estéril y se incub6 a 37° C durante 12 horas. Las
muestras de agua fueron sembradas directamente en agua peptonada, colocando 25
mi de agua en 225 ml de medio. Una vez transcurrido el tiempo requerido, los
cultivos se inocularon en medio de Agar con tiosulfato, citrato, sales biliares y
sacarosa (TCBS) (BBL). Las cajas se incubaron durante 24 horas a 37°C; las
colonias sospechosas de V. parahaemolyticus, se identificaron por pruebas
bioquimicas a las cuales se les adicioné Cloruro de Sodio al (3%)(J.T. Baker S.A. de
C.V.). Las bacterias que mostraron caracteristicas bioquimicas correspondientes a V.
parahaemolyticus, fueron confimadas por pruebas adicionales como prueba de
oxidasa con Cloruro de N-N dimetil, 1,4, difenilamina (E. Merck, Darmastadt,
Alemania) y tolerancia a diferentes concentraciones de Cloruro de Sodio: 0,368y
10%, usando como diluyente caldo de peptona. Ademas se efectuaron las pruebas
de fermentacién de Manitol (E. Merck, Darmastadt, Alemania), fermentacién de
Arabinosa (Hofmann-Pinthor & Bosmorth, S.A.), fermentacién de Rafinosa (E. Merck,
Darmasdt, Alemania), fermentaciéon de Sorbitol (E. Merck, Darmasdt, Alemania),
prueba de Oxidacién-Fermentacién de Dextrosa en el Medio Basal OF (BBL),
reduccion de Nitratos (Merck, México, S.A. de C.V.), Reaccion del rojo de metilo -

Voges Proskawer (Medio MR-VP) (Biox6n de México, S.A. de C.V.) y licuefaccion de
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la gelatina en el medio de Gelatina Nutritiva (Biox6n de México, S.A. de C.V.) (Mac

L.aughlin, 1965; Mac Faddin, 1993; Finego!d, 1983; Thatcher, 1 973).

6.7. DETECCION DE ENTEROVIRUS EN OSTION

6.7.1. Concentracién

Se desconcharon los ostiones y se colocaron en un recipiente estéril. Se
pesaron y se registraron, manteniéndose a —20° C hasta su andlisis.

Para la realizacion de ia prueba se utilizé la técnica de Sobsey (1982, 1990) y
De Lebn (1988).

Primeramente se descongelaron las muestras y se les agregé el equivalente de
Su peso en volumen de agua destilada; a continuacién se obtuvo una mezcla
homogenea en licuadora marca Osterizer a baja y alta velocidad durante uno y dos
minutos respectivamente. Se midié el volumen del homogeneizado, posteriormente
se paso al vaso de la licuadora y se le agregaron 3.5 volimenes de agua destilada; a
continuacion se licu a alta velocidad por 30 segundos. Se transfirié la mezcla a un
vaso de precipitado y se ajust6 el pH a 5 y la conductividad, al equivalente a la
generada por 2,000 ppm. de NaCl. Se registré el pH y Ia conductividad detectada.

Se pas6 el homogeinizado a tubos de 50 mi de capacidad y se centrifugé a
3,500 rpm durante 15 minutos. Se elimind el sobrenadante y se resuspendid el
sedimento con una solucién de glicina-sal al 0.05N, adicionando una cantidad de
mililitros igual a su peso multiplicado por siete; Se licué a alta velocidad durante 30
segundos y posteriormente se ajusté la mezcla a un pH de 7.5. Se virtié a tubos de

S0 ml para someterlos a centrifugacion con una velocidad de 3,500 rpm. Se descart6
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el sedimento y el sobrenadante se ajusté a pH de 4.5 y se mezclé a continuacion
durante 15 minutos.

La mezcla se colocé en tubos de centrifuga para someterlos a una velocidad de
3,500 mm. Por 15 minutos; se deseché el sobrenadante y el sedimento se suspendié
con Na;HPO,4 0.1M (J.T. Baker S.A. de C.V.), a continuacién se ajustd el pH a 7.3.
Se agregd 0.1 ml de solucién 1% de CAT-FLOC (Calgon, Corporation) por ml de
resuspension y se mezcid suavemente por 15 minutos. Posteriormente se centrifugé
la mezcla a 7,000 rpm. por un lapso de 20 minutos; Se eliminé el sedimento y al
sobrenadante se le adicion6 5 ml de Cloroformo (Sigma Chemical Company),
agitandose posteriormente durante 5 minutos. Se recuperd la capa acuosa y se
afadié un mililitro de solucién Gentamicina-Kanamicina (United States Biochemical
Corporation), por cada 10 ml de concentrado. Se registraron los volumenes finales,

tanto del concentrado de ostion como del antibidtico utilizado.

-

6.7.2. Titulacién de Enterovirus

La cuantificacién de virus se realiz6 en monocapas ceiulares de linea BGM,
utilizando la técnica del nimero mas probable (NMP). El procedimiento consistié en
inocular 3 mi del concentrado de ostidon en cinco monocapas de 75 cm? 5
monocapas de 25 cm? con 0.3 ml del concentrado y cinco monocapas con la misma
area que la dilucién anterior, con 0.03 ml del concentrado; adicionalmente se sembro
una monocapa con solucién salina para ser utilizada como control. Se adsorbié la
muestra por hora y media a 37° C, con inclinacién de la monocapas cada 15 minutos.
Se eliminé el inoculado de las células y se lavaron con un pequefio volumen de
solucién amortiguadora de fosfatos. Posteriormente se le afiadi6 medio de
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mantenimiento: Medio Esencial Minimo (GIBCO Grand Island Biological Company)
adicionado de bicarbonato de sodio (Sigma Chemical Company), solucién de Hepes
(Research Organics Inc), Glutamina (United States Biochemical Co.), Peniciiina G
sodica (GIBCO Grand Island Biological Co.), Sulfato de Estreptomicina (Sigma
Chemical Company), Micostatina (United States Biochemical Corporation) y suero
bovino fetal (GIBCO Grand Island Biological Company). Se incubaron a 37° C y se
observaron las monocapas en el estereomicroscopio, con una pericdicidad de cada
24 horas hasta que exhibian efectos citopatogénico; si éstos no aparecian, se
desechaban a los 14 dias. Aquellas monocapas positivas se confirmaron, en cultivos
nuevos, inoculando 0.1 mi de la dilucién original y filtr&ndolas previamente. Se
adsorbieron por una hora, se elimind el indculo y se le afadid6 medio de
mantenimiento. Se revisaron las monocapas incubadas a 37° C durante 14 dias o

hasta que se observé efecto citopatico.

6.8. Medicion de parametros fisicoquimicos

Temperatura: Se midi6 en el lugar de muestreo con un termémetro de escala -
10 a 110 °C (Bramman)

Salinidad: Se determind este parametro, utilizando un conductimetro (DS
Meter). Se utilizaron como patrones de referencia sol. de NaCl a una concentracién
de 2,000 y 5,000 ppm.

PH: Se midié en el laboratorio con un potenciémetro (lon Analizer Corning,

Modelo 255).
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Oxigeno Disuelto: Se determin6 en el sitio de muestreo con un medidor de

oxigeno disueito (Dissolved Oxigen meter ICM Modelo 31250.

6.9. ANALISIS ESTADISTICO DE LA INFORMACION

La informacién fue captada en una computadora personal mediante el programa
Microsoft™ Excel 1997 y fue procesada mediante el paquete de computo
denominado Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versién 5 para
Windows 95.

La contrastaciéon de las hipétesis planteadas en el apartado 5, requirié de un
tratamiento estadistico de la informacidn realizado de la siguiente manera:
1.Para conocer existia contaminacién microbiana en agua y osti6n de las zonas
objeto de estudio en las diferentes estaciones, se determinaron estadisticas
descriptivas de tendencia central (media geométrica) y de dispersién (deswviacion
estandar (obtenida mediante el antilogaritmo de la transformacion logaritmica de los
valores); valores maximo y minimo, para las variables: coliformes totales en agua
(ACT), coliformes fecales en agua (ACF), coliformes totales en ostion (OCT) y
coliformes fecales en ostion (OCF), en Altata, El Castillo y las Arenitas, durante
secas termocreciente 1 (STC 1), lluvias, secas termocreciente 2 (STC 2) y secas
termomenguante.

2. Para determinar e! efecto estacional en las zonas productivas, en ACT, ACF,
OCT y OCF, se aplicd prueba de Kruskal-Wallis, con distribucion de Ji.-cuadrada,

con dos colas y un alfa de 0.05.
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3. Ademas, se contrastaron las variables ACT, ACF, OCT y OCF para cada sitio y
tiempo de estudio, realizando una prueba estadistica no paramétrica ya que en
este tipo de estadistica los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza
de la distribucién muestral, tal como se requiere en estadistica paramétrica, no
necesitan cumplirse, supuesto que en el presente conteo de coliformes
evidentemente no se cumplieron; la prueba no paramétrica utilizada fue la de
Kruskal-Wallis. Cuando se detectaron diferencias significativas entre los sitios de
estudio, se investigé cuales diferian entre si, mediante el calculo de los intervalos
de confianza, tal como lo sefiala Marascuilo (1977).

3.Con el propésito de evaluar el grado de asociacién entre coliformes totales y

fecales de agua y ostién se realizé un analisis de correlacién lineal simple de

Pearson.

4. Para el caso de las bacterias objeto de estudio y Enterovirus en alguna de las

estaciones estudiadas, no se requirié anélisis estadistico, solo se realizé un conteo

de incidencia.




7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. MUESTREO

Se definieron tres zonas para el estudio, tal como se mencioné en la seccion de
Material y Métodos, con base al volumen de mpﬁcién de productos marinos y a su
ubicacién geografica: Altata, El Castillo y Las Arenitas. Asimismo, que la informacién
proporcionada por los pescadores, permiti6 seleccionar al azar, cinco sitios por cada
zona; de cada uno se obtuvieron ostidn Y agua, durante cinco periodos estacionales,
que por haberse realizado el estudio en un lugar tropical se le asignaran los
siguientes nombres: lluvias'90 (21 de junio al 21 de septiembre), secas
termomenguante (21 de diciembre a 20 de marzo), secas termocreciente 1 (21 de
marzo al 20 de junio), lluvias'91 (31 de junio al 21 de septiembre) y secas
termocreciente 2 (22 de septiembre al 20 de diciembre). El total de muestras fue de
150, 75 de agua y 75 de ostién.

La especie de ostién recolectado fue Crassostrea corteziensis organismo
identificado por el Dr. Isidro Osuna Lépez de la Escuela de Ciencias del Mar, de la
Universidad Auténoma de Sinaloa. |

El ostién referido, también fue objeto de estudio para analizar la presencia de
enterovirus. En este caso se colectaron ostiones en los 15 sitios de las tres zonas
investigadas, durante la estacién de secas termocreciente 1 y 2. El total de muestras

estudiadas fue de 30.
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7.2. CUANTIFICACION DE COLIFORMES TOTALES Y FECALES

7.3. Coliformes en Agua.

Con la finalidad de conocer la calidad sanitaria de las bahias en estudio,
utilizando para tal efecto los coliformes totales, se obtuvieron las medianas de los
valores encontrados en ias muestras de agua recolectadas en los sitios estudiados;
esto se realizd durante. las estaciones del afio en que se desarrollé la investigacién.
Las medianas se compararon con los valores de referencia en la Norma Oficial
Mexicana (NOM-031-SSA1-1893: Diario Oficial de la Federacion, 1995). En ella se
indica que una drea puede ser declarada como susceptible de explotacién de
bivalvos cuando la mediana no exceda de 70 coliformes totales / 100 ml y que el
10% de las muestras no excedan de 330 coliformes / 100 mi.

De acuerdo a los valores encontrados (Cuadro 1), se puede observar que el
60% de las areas estudiadas en los diferentes tiempos se consideran sanitariamente
inadecuadas. Durante las lluvias'g0 y secas termomenguante, todos los lugares
tuvieron valores por encima del estandar recomendado, en cambio, en cada una de
las estaciones restantes, dos de las tres zonas estudiadas fueron aptas para la
recoleccion de ostion.

En lo que respecta a los coliformes fecales la Norma NOM-031-SSA1-1993
(Diario Oficial de la Federacién, 1995), sefala que la mediana de al menos 5
muestras no deben exceder de 14 coliformes fecales/10G ml y el 10% de las
muestras no tener cuentas por encima de 49 coliformes fecales/100 ml.
Considerando dichos valores, fos resultados obtenidos de coliformes fecales

muestran que la zona que de manera permanente fue sanitariamente inadecuada
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para crecimiento de bivalvos, fue El Castillo ya que durante todas ias estaciones del
afo se registraron valores por encima de la Norma (Cuadro 1). En esta zona se
encuentran estuarios del rio Culiacan y de drenes agricoias

Por otro lado se puede observar que Altata fue el sitio en que el nimero de
coliformes fecales resulté mas bajo, comportandose en lluvias'90 Yy en secas
termocreciente 2 como una zona adecuada para el crecimiento de bivalvos. Con
relacion a la discrepancia que se observa de considerar Altata durante lluvias'90 apto
para el crecimiento de bivalvos, basandose en el numero de coiiformes fecales y no
apto considerando las coliformes totales, puede deberse al tipo de microorganismos
presentes, ya que se identificaron principaimente cepas de coliformes no fecales
como Klebsiella y Enterobacter, ambas consideradas como bacterias resistentes a
condiciones ambientales diversas (Paille et al, 1986). Se ha descrito a Klebsiella
como el género mas frecuente en ambientes con temperaturas elevadas y Murioz
Escobedo (1995), encontré que Klebsiella pneumnoniae toleraba concentraciones de
cloruro de sodio hasta de 17.25 g /. En lo que respecta al resto de estaciones en las
que se observé una falta de coincidencia, como en Altata, se debe a que los valores
de coliformes totales y fecales son iguales o muy semejantes,.

Considerando de manera individual las lecturas de coliformes en las muestras
estudiadas, se observa una gran variabilidad, tal como se aprecia en el Cuadro 2. En
éste, se pueden visualizar medias geométricas de 8 en termocreciente 1 y de 416 en
lluvia’80, valores minimos de 4 y 0 en las diferentes estaciones del afio Yy maximos de

1100 y 93, con desviaciones estandar que van de 4 a 7.
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El comportamiento de las cifras de coliformes fecales obtenidas en agua
también se observan en el Cuadro 2 y en ias diferentes estaciones del afio se
pueden apreciar medias geométricas que van desde 6 hasta 109, con valores
maximos desde 75 hasta 1,100 y valores minimos de 0 a 4. Las cifras de las
desviaciones estandar fluctuaron entre 6 y7.

La variabilidad detectada nos habla de contaminacion intermitente en los
lugares (punteal), la cual se debe a innumerables factores, tales como la ubicacién
geografica de los puntos de recoleccién, ya que a estas zonas llegan afluentes
(Figura 10 y 11 en anexo), que traen caudales y contaminantes diferentes (Cuadro
15 en anexo); también existen diversas poblaciones cercanas a sitios de muestreo,
que depositan sus desechos directamente al mar. Adicionalmente, la contaminacion
puede estar influida por factores climatolégicos y también por variables de sitio del
ecosistema marino, tales como pH, salinidad, temperatura, etc. (Bouchriti, 1992:
Paille, 1987). Bouchriti et al. reportan variaciones desde 0 hasta 8,300 coliformes
totales/100 ml en agua de areas ostricolas de Florida; Licona-Moreno ef al. sefialan
la presencia de coliformes totales en el estuario del rio Tuxpan desde menos de 100
hasta cerca de 100,000 coliformes totales/100 ml.

Con relacién a valores registrados por ofros autores para coliformes fecales, se
puede observar que Kaysner (1987) encontrd en la costa oeste de Estados Unidos
de Norteamérica, cifras hasta de 369 coliformes fecales/100 ml; Motes et al. (1991)
encontré rangos desde 1.8 hasta 28,000 coliformes fecales/100 ml. Licona-Moreno et

al. (1995), sefalan la presencia de estas bacterias en el rio Tuxpan desde aproxi-
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madamente 50 hasta alrededor de 10,000 coliformes fecales/100 mi.

En el Cuadro 2 y en la Figura 3 se puede observar que las cuentas de
coliformes eran muy altas durante las dos primeras estaciones de estudio (lluvias'90
y secas termomenguante) y llama la atencién las cifras altas obtenidas durante las
secas referidas en Altata y Las Arenitas, las cuales pudieran estar relacionadas con
la llegada de jornaleros agricolas a la region (informacién de dominio publico), fo que
acarrea el incremento en el volumen de aguas residuales vertidas a los afluentes.
Por otro lado, durante ese afio se presenté una precipitacion pluvial (hasta 236 mm)
superior a la observada en los diez afos anteriores, segln informacién
proporcionados por la Comision Nacional del Agua (1996), lo que favorecid
probablemente el arrastre de microorganismos al mar.

En esta grafica (Figura 3), también se puede apreciar que los valores obtenidos
en liuvias'90, son mas elevados que los de lluvias'91, lo que probablemente se deba
a la diferencia de precipitacion pluvial: en julio de 1990 ia CNA reporté 118.9 mm y
en 1991, 17.4 mm (Comisién Nacional del Agua, 1996). Asimismo, se observa que el
valor més alto registrado en lluvias’90, corresponde a Altata y lo mismo ocurre en
secas termomenguantes. En esta 4rea desembocan drenes que provienen. de
lagunas costeras que reciben aguas residuales de Ia ciudad de Navolato (Figura 11y
Cuadro 15 en el Anexo)

La relacién coliforme fecal/coliforme total observado en la Figura 3, nos permite
ver en qué proporcion se encuentran las primeras con relacién a las coliformes

totales. De manera general se puede apreciar que no existe un patrén homogéneo,

61




Figura 3
Coliformes totales y fecales en agua de bahias del
centro de Sinaloa (medias geométricas)
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salvo en secas termomenguante y termocreciente 1. La variabilidad encontrada en el
resto de los casos fluctia entre 0.01 y 1. Esto nos habla de condiciones ambientales
diversas, ademds de respuestas diferentes de los microorganismos a tales
condiciones.

La diferencia en las estaciones del afo, fue determinada por la prueba de
Kruskal-Walllis, cuyos resuitados se observan en el Cuadro 3. Tanto para coliformes
totales como fecales en agua, se encontro que presentaban diferencias significativas
(p<0.05), al comparar los valores obtenidos para cada zona, en los diferentes
tiempos; el unico caso en que no se observé significancia fue para las coliformes
fecales en el Castillo.

Al contrastar los valores encontrados de coliformes totales en los diferentes
sitios, por medio de la prueba de Kruskal-Wallis, se encontraron diferencias
significativas en lluvias’90 (p = 0.04) Y en secas termocreciente 1 (p=0.069).

Basandose en los intervalos de confianza se determiné para el lluvias'90, que
tal diferencia fue entre ias zonas de Altata y las Arenitas, teniendo el primero el valor
mas alto de coliformes totales (Figura 4). Como se muestra en el Cuadro 7, las
temperaturas registradas durante la época referida pudieron influir en lo observado
en Altata.

La homogeneidad de los valores obtenidos para coliformes fecales, también se
determiné utilizando la prueba de Kruskal-Walllis, encontrandose que lluvias'90 fue la
época que presenté diferencia significativa (p=0.02); al analizar la diferencia entre
zonas se encontrd que ésta se daba entre El Castillo y Altata (Figura 5),

encontrandose que en E! Castillo se tuvo el mayor registro de coliformes fecales.
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s .
" ) ) ) ~ Estadistico d
Sitio: Aislamiento Coliformes Kruskal-Wallis, p=
en: de Ji-cuadrada (g.1.=4)
Aitata Agua Totales 19.32 0.0007*
El Castillo " " 10.99 0.03*
Las Arenitas " " 12.6 0.01*
Altata Ostién " 18.68 0.0009*
El Castiiio " " 10.99 0.03*
Las Arenitas " " 19.32 0.0007*
Altata Agua Fecales 12.65 0.01*
El Castillo " " 6.79 0.1
Las Arenitas " " 11.97 0.01*
Altata Ostién " 10.68 0.03*
El Castillo " " 6.79 0.1
Las Arenitas " " 12.65 0.01*

Nota. La significancia estadistica se denota con *




Figura 4. Contrastes por medio de intervalos de
confianza entre zonas con diferencias
significativas en los valores de coliformes
totales en agua de Liuvias’90

Liuvias'90 Altata AGUA

Media de

coliformes:
Altata =972
Arenitas=301

Nota: El segmento de recta que une a las dos zonas, significa
que estos presentan diferencias (p < 0.05).

Figura 5. Contrastes por medio de intervalos de
confianza entre zonas con diferencias
significativas en los valores de coliformes
fecales en agua del Lluvias’90

Lluvias’90 ' AGUA
Altata
Media de
coliformes:
Castillo=550
Altata =15

Nota: El segmento de recta que une las dos zonas indican que estos
presentan diferencias (p < 0.05).

65




7.2.3. Coliformes en ostién

Los valores de coliformes totales no son considerados por la NOM (Diario
Oficial de la Federacién, 1995), como base para indicar si el ostion es sanitariamente
adecuado para su consumo, sin embargo, desde el punto de vista de contaminacion,
los resultados obtenidos al estudiar esta variable resultan importantes. En lo que se
refiere a las cifras de coliformes fecales, éstas son contempladas en la NOM:
considerando las especificaciones de la norma NOM-031-SSA1-1993 (Diario Oficial
de la Federacién, 1995), en la que se sefiala que el valor maximo permitido para
ostién es de 230 coliformes fecales/100 gramos, el 72% de las 75 muestras de ostién
recolectadas, tuvieron cuentas de coliformes por encima de las cifras de referencia

sefialadas. Siguiendo este mismo criterio, se puede observar (Cuadro 4), que el

Cuadro 4. Muestras de Ostion que No
Cumplen con la Norma Sanitaria para

Consumo Humano* &
Luvias’91 Secas TM Secas TC1 Lluvias’91 Secas TC1
Altata 5/5 5/5 2/5 5/5 2/5
El Castillo 5/5 5/5 0/5 4/5 5/5
Las Arenitas 5/5 5/5 5/5 2/5 1/5

*Norma Oficial Mexicana: >230 coliformes fecales/100g
TM=termomenguante TC=Termocreciente

66




mayor numero de muestras por amiba de la Norma se detectd en secas
termomenguante 15/15 (100%), lluvias'90 14/15 (86.7%) y Hluvias'91 11/15 (73.3%) y
el menor nimero de muestras positivas se registro en secas termocreciente 1 (7/15).

Con relacién al comportamiento de las coliformes en ostién se puede senalar
que también existe variabilidad (Cuadro 5).

Las medias geométricas obtenidas para las diferentes estaciones del afo
oscilaron entre 618 hasta 8,334. Se observaron valores maximos de 11,000 y
minimos que van de 40. Las desviaciones estandar fueron de 2 a 6. En lo que
respecta a las coliformes fecales, se observa también en el Cuadro 5 cifras de:
media, desviacion estandar, valor maximo y minimo para los tiempos estudiados.

Los valores registrados muestran nuevamente la variabilidad referida en los
resultados de coliformes totales y fecales de las muestras de agua. Las causas de
tales diferencias probablemente también obedecen a la participacion de factores
intrinsecos de lugar y tiempo ya citados. Sin embargo, las fluctuaciones de los
valores registrados en el agua, no siempre concordaron con los observados en el
ostién, probablemente porque los microorganismos que se encuentran en el agua
que ¢l introduce, se van acumulando requiriendo tiempo para que el ostién exhiba la
contaminacion promedio del agua kBouchriti, 1992).

Para apreciar de que época del afio provenian los ostiones que presentaban
una mayor contaminacién, se elaboré una grafica con las medias geométricas de los
valores encontrados (Figura 6). En ésta se puede apreciar que en lluvias del ‘90 se
registran ios valores de coliformes totales mas elevados, comportandose de manera

similar en secas termomenguante, excepto en El Castillo, en donde el promedio de
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coliformes tuvo una baja sensible. Por otro lado, durante secas termocreciente 1 se
observé una disminucién de los coliformes, encontrandose un ligero incremento en
lluvias'91 principalmente en El Castillo.

En secas termocreciente 2 el punto mas contaminado fue Ef Castillo con una
media geométrica de coliformes totales de 3,861 coliformes/100 gramos. En general
se puede observar que las lecturas tanto de liuvias'90 como de lluvias'91 fueron
similares a las obtenidas para agua, siendo éstas superiores en el primer afo, lo cual
posiblemente se debe como ya se menciond, a la diferencia de precipitacidon pluvial
en las épocas estacionales sefialadas, entre otros factores (Comisién Nacional del
Agua, 1996).

El comportamiento de las cuentas de coliformes fecales a io largo del tiempo
fue similar al referido en los datos obtenidos para coliformes totales. Las medias
geometricas mas elevadas se encontraron durante las lluvias del 90 y 91 y secas
termocreciente 2 en El Castillo, por otro lado, Las Arenitas tuvo los registros mas
altos durante secas termomenguante y termocreciente 1.

La refacién coliforme fecal/coliforme total anotada en la Figura 6, al igual que
para agua tampoco presenta un comportamiento homogéneo en las diferentes
estaciones del afio, solo Altata presentd pocas fluctuaciones (de 0.17 a 0.56). La
causa de estas variaciones es similar a lo referido para las coliformes en agua,
ademas de las condiciones fisiolgicas del ostion.

Con la finalidad de establecer la significancia estadistica al comparar los valores
obtenidos a lo largo del tiempo en las diferentes zonas estudiadas, se realizd la

prueba de Kruskal-Wallis. Los resultados obtenidos (Cuadro 3) sefialan que existid

69




12000 -

Figura 6

Coliformes totales y fecales en ostion de bahias
del centro de Sinaloa (medias geométricas)
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diferencia significativa, en tédas las contrastaciones en los diferentes tiempos,
excepto para las coliformes fecales en el Castillo.

Al realizar la prueba de Kruskal-Wallis, las comparaciones de los valores de
coliformes totales en los sitios de muestreo; Altata, Las Arenitas y El Castillo, durante
las diferentes estaciones del afio, determiné que solo en secas termocreciente 1
hubo diferencias significativas entre dichos sitios, encontrandose una p=0.01. Al
realizar los calculos de intervalos de confianza se encontré que la diferencia fue
significativa entre Las Arenitas y Altata y Las Arenitas y El Castillo, encontrandose
que en este Ultimo lugar, se registré el promedio de coliformes totales mas elevado
(Figura 7).

Con relacién a las coliformes fecales, en Las Arenitas se tuvieron los registros
mas elevados durante secas termomenguante y secas termocreciente1, sin
embargo, solo en este Gltimo se encontraron diferencias significativas entre los sitios
estudiados, obteniéndose una p=0.006.

Al calcularse los intervalos de confianza, el resuitado fue similar al observado
para coliformes totales, ya que se encontré la diferencia entre las zonas de Las
Arenitas y Altata y Las Arenitas y El Castillo, siendo la primera en ambos casos la
que tiene los valores de coliformes mas altos (Figura 8).

Lo anterior puede deberse a que a Las Arenitas llegan a través de las
corrientes, agua de drenes agricolas (Figura 12 en el Anexo), que pasan por
asentamientos de jornaleros y los usan para depésito de aguas residuales y de
basura, ademas aguas provenientes de la zona del poblado del ElI Dorado,

desembocan cerca del area de estudio (Figura 13 en el Anexo).
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Figura 7. Contrastes por medio de intervalos de
conflanza entre zonas con diferencias
significativas en los valores de coliformes
totales en Ostion de Secas Termocreciente1

SECAS

OSTION
TERMOCRECIENTE1 Ay

Promedio de
coliformes:

Altata =282
Castillo =726

Nota: Los segmentos de recta que une a dos zonas indican gue estas
presentan diferencias (p < 0.05).

Figura 8. Contrastes por medio de limites de
confianza entre zonas con diferencias
significativas en los valores de coliformes
fecales en ostién en Secas Termocreciente1.

SECAS OSTION
TERMOCRECIENTE1 Altata Media de

coliformes:

Arenitas=4120
Altata =100
Castillo =236

Are tillo

Nota: Los segmentos de recta que une a dos zonas indican que estas
presentan diferencias (p < 0.05).
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7.2.5. Relaci6n entre los valores de coliformes en agua y ostion.

| Para establecer la relacién entre los valores de las variables estudiadas, se
obtuvieron las estructuras de correlaciones muestrales de las variables: coliformes
totales en agua (ACT), coliformes fecales en agua (ACF), coliformes totales en ostién
(OCT) y coliformes fecales en ostion (OCF), para cada uno de los tiempos en
estudio.

En el Cuadro 6 se presenta la estructura de correlacién, medida a través del
coeficiente de correlacion muestral de Pearson para todas las estaciones del afio.

En este cuadro se puede observar que en lluvias'90 no existe alta correlacion al
realizar el analisis entre las medidas de las variables estudiadas: solamente se
observd entre ACT y ACF con un coeficiente de correlacién ® r=0.6983 con una
p=0.004. Llama la atencién el bajo valor obtenido de r obtenido de la correlacion
entre OCT y OCF, lo cual puede deberse a condiciones climaticas como
temperaturas elevadas que provoca que bacterias de tipo ambiental como Klebsiella,
predominen (Paille, 1987); este autor reporta ausencia de correlacién al analizar
coliformes totales y fecales en las lluvias.

Adicionalmente, otros parametros fisicoquimicos pudieron haber influido en la
fisiologia del ostién (Vazquez, 1988).

Las comparaciones entre las variables durante secas termomenguante se
pueden observar en et cuadro referido, encontrandose relacién entre los valores de
ACT y ACF, (r=0.6638), la cual fue estadisticamente significativa (p=0.007). También

al comparar OCT y OCF se encontré correlacién (r=0.58), con un valor de p=0.02.
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LLUVIAS 1990

ACT 0.70* -0.44

ACF - -0.32

ocT - -
SECAS TM

ACT 0.66* -0.44

ACF - 0.05

ocT ; ]
SECAS TC 1

ACT 0.76* 0.76*

ACF - 0.85*

ocT - .

LLUVIAS 1991

ACT 0.99* 0.90**

ACF - 0.90*

OoCT - -
SECASTC 2

ACT 0.65* 0.29

ACF - -0.26

oCcT - -

0.21

0.35

-0.01

0.14

-0.86

0.75*

0.95™

0.89*

-0.89

0.98**

0.26

-0.26

0.86**

A=Agua O=Ostién CT=Coliformes totales CF=Coliformes fecales
TM=Termomenguante TC=Termocreciente *p>0.05 **p>0.001
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Al analizar ACT con OCT y ACF con OCF no se observaron correlaciones. Las
salinidades durante este periodo fueron las méas bajas registradas (Cuadro 7); esto
probablemente influyé en la capacidad concentradora del ostion (Vazquez;1988), por
otro lado, también es posible que la lectura de coliformes del agua en el momento de
hacer la medicién, no corresponda a Ié del ostién, porque el valor registrado para
este Cltimo se debe a la exposicién prolongada del organismo en su habitat
(Bouchriti, 1992).

En secas termocreciente 1 se observaron comportamientos de r diferentes a los
valores obtenidos en secas termomenguante, ya que los coeficientes de correlacién
fueron méas altos en la primera estacién sefialada y al relacionar los valores de las
variables ACT y ACF se obtuvo una r=0.76, con un nivel de significancia de p=0.001;
asimismo, al comparar ACT con OCT se encontré un coeficiente de correlacion de
0.76 (p=0.001); la correlacién encontrada al relacionar los valores de ACT y OCF fue
elevada, obteniéndose un valor de 0.87 con una p=0.001. Cuando las comparaciones
se realizaron entre ACF y el resto de variables, el coeficiente de correlacion
encontrado fue moderadamente alto. Por otro lado, al contrastar OCT y OCF se
encontré una correlacién elevada (r=0.96) con un alto nivel de significancia
(p=0.001).

En el Cuadro 6 también se muestran las cifras correspondientes a las
comparaciones efectuadas entre las variables ACT, ACF, OCT y OCF durante el
lluvias'91, observandose una relacién elevada entre todas ellas.

Con respecto secas termocreciente 2, se encontrd que al relacionar ACT y ACF

se obtuvo una correlacién de r=0.64, con un nivel de significancia de p=0.009. Para
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el caso de ia relacién OCT y OCF, el coeficiente fue mas elevado (r=0.86), resultando
aitamente significativo con una probabilidad de p=0.001 (Cuadro 6).

De manera general se pudo observar que se presentd una relacién entre
-coliformes totales y fecales para todas las estaciones, tanto para agua como para
ostion. Ademas de esto, se encontré un alto grado de relacién entre agua y ostién
durante secas termocreciente y lluvias’91. En secas termocreciente 1 no se
presentaron precipitaciones pluviales, por lo que al existir condiciones menos
cambiantes en el agua, ésta presento niveles de coliformes similares a los obtenidos
en las muestras de ostiones estudiadas. En lo que respecta a liuvias’'91 la correlacién
obtenida, probablemente se debi6 a las condiciones fisiolégicas de! ostion; se sabe
que posee una gran capacidad de filtrar durante fas lluvias (Bouchriti, 1992). Por otro
lado, fue una estacion del afo con baja precipitacién pluvial {Comisién Nacional del
Agua, 1996).

En lo que se refiere a las cifras negativas encontradas al correlacionar los
valores en secas termocreciente 1 y lluvias'91, son erréneas y se debe
probablemente a la prueba estadistica aplicada a resultados de muestras con mucha
variabilidad. Pudiera deberse también a aspectos fisiolégicos del ostion.

La informacién proporcionada por las coliformes totales y fecales estudiadas
aport6 datos que permitieron valorar el problema de contaminacién fecal en zonas
dedicadas a pesquerias, lugares en donde previamente no se habian realizado
estudios con tal fin. Es importante continuar con estas investigaciones con la

finalidad de obtener mayor informacién, orientandolas al uso de indicadores
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alternativos para detectar contaminacion fecal, adicionaimente ampliarlas al estudio

de agua del fondo y sedimento.
7.3. Parametros Fisicoquimicos

pH ’

En el Cuadro 7, se encuentran los valores promedio de este parametro. En &l se
pueden observar niveles ligeramente alcalinos, lo cual es frecuente en areas
estuarinas (Odum, 1972). Los rangos en los que se registrd esta variable, son
adecuados para la sobrevivencia y la reproduccion de las bacterias objeto de estudio,
por tal motivo, al realizar las correlaciones con la presencia de coliformes no se

encontré practicamente ninguna asociacién.

Salinidad

La media de los registros de este parametro se presentan en e| Cuadro 7, en
donde se puede apreciar la gran variabilidad de los valores obtenidos en las
diferentes estaciones del afio; es necesario indicar que ias mediciones en El Castillo
y Las Arenitas no se pudieron efectuar, por dafio en el equipo. De manera general se
observa que los valores mas aitos se presentan en ias estaciones célidas, lo que era
de esperarse debido al fenémeno de evaporacion.

Para conocer el grado de asociacién de eéte parametro con las cifras de
coliformes, se determiné el coeficiente de correlacién, tal como ya se ha mencionado.
Los resultados encontrados nos sefalan que se presentaron asociaciones en el
ostién (r>0.5 y p<0.05), entre salinidad y la presencia de coliformes durante secas

termomenguante y termocreciente 1y 2, lo cual pudo deberse a respuestas
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ph Temperatura Salinidad Oxigeno
disuelto
ALTATA
LLUVIAS 1990 7.7 352 19.9 4.9
SECAS T™M 7.4 19.8 12.4 3.6
SECAS TC 1 7.5 28.4 15.7 4.9
LLUVIAS 1991 7.5 31.9 33.2 3.8
SECAS TC 2 7.3 26.8 19.4 5.3
EL CASTILLO
LLUVIAS 1990 7.7 30.0 - 4.6
| SECAS TM 7.8 20.0 12.3 4.8
SECAS TC 1 7.7 29.6 215 6.1
LLUVIAS 1991 77 27.4 221 58
SECAS TC 2 7.7 27.4 8.3 57
LAS ARENITAS
LLUVIAS 1980 7.7 31.2 - 29
SECAS TM 7.5 20.1 12.4 5.9
SECAS TC 1 75 28.2 28.0 4.3
LLUVIAS 1991 7.3 314 334 46
SECAS TC 2 7.6 25.8 17.8 5.6
(*) = Unidades: Te;'nperat'ura en °C; Salinidad: 0/00; Oxigeno disuelto: mg/ 78

TM=Termomenguante TC=Termocreciente
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fisiolégicas del organismo a las condiciones de salinidad, ya que su actividad optima
es cuando este parametro tiene valores entre 23,000 y 28,000 ppm (Veldzquez,
1988). En el agua, solo en secas termocreciente 1 se presenté una ligera correlacién,
lo que puede deberse al tipo de coliformes identificadas: se sabe de algunas
bacterias que cuando los nutrientes se encuentran en bajas cantidades, se activa la
capacidad de resistencia a diversas condiciones ambientales adversas (Grimes,

1986, Koga, 1995; Chai, 1986).

Temperatura

En el cuadro previamente sefialado, se pueden observar las lecturas de este
parametro y se puede visualizar la variabilidad principalmente con relacién a las
estaciones del aflo, encontrandose los valores mas altos en Huvias y los mas bajos
en secas termomenguante.

E! rango de las lecturas de tem'peratura puede considerarse como adecuada
para el desarroilo de las bacterias en ‘estudio, ya que el valor minimo registrado fue
de 19.8 °C. Mufoz Escobedo (1995) reporta que diversas enterobacterias no
presentaban diferencias en su crecimiento, cuando se ponian a crecer en agar

nutritivo-agua de mar a una temperatura de 17 y 32 °C

Oxigeno disuelto

En el Cuadro 7 se puede ver que las medias de las lecturas de oxigeno
disueito, en agua de Altata, El Castillo y Las Arenitas es muy variable.
A pesar de esto, se puede apreciar que el rango de valores determinado,

corresponde a cifras en que los coliformes pueden crecer de manera éptima.
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Al efectuar las correlaciones entre las cifras de oxigeno disueito y coliformes
fecales se puede considerar que no se encontraron valores significativos.

De manera general se puede observar que los parametros fisicoquimicos
estudiados presentaron concentraciones en las que las bacterias, objeto de estudio,
pueden sobrevivir y reproducirse, salvo el caso de algunas lecturas elevadas de

salinidad.

7.3. Identificacién Bacteriana

El tipo y frecuencia de las bacterias objeto de estudio es de gran importancia,
especificamente en lo que se refiere a las que tienen un potencial patogénico para el
humano.
7.3.1. Frecuencia de bacterias entéricas potencialmente patégenas en las

estaciones de! afio

7.3.1.1.  Presencia de bacterias en agua.

Las muestras de agua recolectadas en el mismo lugar de donde se obtuvieron
los ostiones, contenian diferentes generos de importancia médica, los cuales
presentaron frecuencias diversas en las estaciones del afio estudiadas (Cuadro 8).

En el caso de Salmonella, se puede apreciar que la frecuencia de aislamiento
registrada en secas termocreciente 1 fue la mas elevada, siendo 5 los aislamientos
en 15 muestras (5/15). En secas termoenguante el nimero de muestras positivas
también se presenté elevado (4/15); durante los dos periodos de lluvia estudiados, la
frecuencia de S. spp. fue igual, detectandose en 2/15. En secas termocreciente 2 no
hubo ningdn aislamiento. Llama la atencién la elevada frecuencia de esta bacteria

durante secas termomenguante ya que las temperaturas son las mas bajas, aunque
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en esta entidad las lecturas de este pardmetro son de moderadas a altas (Cuadro
19); las cifras obtenidas probablemente est&n asociadas con el periodo de tiempo en
que llegan los jornaleros agricolas ya mencionados previamente, ademéas de las
lluvias registradas en esa temporada.

La presencia de esta bacteria en ambientes marinos fue posible debido a ia
resistencia de ella a las condiciones ambientales. Martins et a/ (1986), reportan el
30.6% de Salmonella spp en aguas residuales crudas, Jiménez et al. (1989), estudié
la actividad bacteriana en ambientes acuaticos (no salinos) de S. typhimurium LT2,
encontrando que después de 105 horas, la actividad era positiva. Mufioz Escobedo
(1995), encontré6 que S. typhimurium incubada por 180 horas en agua de mar,
permanecia virulenta, matando a un ratén de tres inoculados intraperitonealmente y a
dos de tres infectados oralmente. Knight et al. (1990) reportaron presencia de
Salmonella spp. en agua de estuarios del noroeste de Estados Unidos de
Norteamérica, detectandolas por medio de cultivo, con una frecuencia de 6/16
muestras y por medio de la técnica de PCR (Polimerase chain reaction), la frecuencia
fue de 12/16 muestras.

Shigella es una bacteria muy J4bil a las condiciones ambientales como ias que
prevalecieron en este estudio (saiinidad, subsbtancias toxicas, radiaciones etc.); por
tal mo.tivo, no se obtuvieron aislamientos, salvo en secas termocreciente 1 cuando se
logré aislar una cepa. Durante la temporada referida, segun datos de los Servicios
Coordinados de Salud en Sinaloa, se reportaron casos de shigelosis en el municipio

de Culiacan.
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Escherichia coli, indicador de contaminacién fecal y bacteria potencialmente
patégena, estuvo presente en la mayoria de los aislamientos obtenidos durante el
tiempo que duré el estudio; sin embargo, podemos observar la variabilidad en los
registros positivos, en las diferentes estaciones del afio. Durante secas
termomenguante y secas termocreciente se obtuvieron las frecuencias mas elevadas
para esta bacteria, presentandose en 15/15' y en 12/15 respectivamente. Les
siguieron en frecuencia, lluvias'90 y secas termocreciente 2 con 10 aislamientos en
15 muestras.

El haléfilo Vibrio parahaemolyticus, al igual que Salmonella spp. y E. coli,
presenté el mayor nimero de aislamientos en secas termomenguante, aislandose en
7 casos de las muestras recolectadas en el periodo sefialado. Tanto en lluvias'90
como en lluvias'91, esta bacteria se presenté con una frecuencia oonsiderable:-5115 y
3/15 respectivamente. En secas termocreciente 1 fue relativamente bajo y nulo en
secas termocreciente 2. La alta frecuencia observada en secas termomenguante tal
vez esté relacionado con un alto registro de contaminacién fecal: Watkins (1985)
refiere la relacién de este parametro con la presencia de este vibrio.

El resto de las bacterias entéricas encontradas son de menor importancia
médica, sin embargo, cada vez con mayor frecuencia se aislan en procesos
patoldgicos, tal es el caso de Pseudomonas spp. y Klebsiella spp. (Linsay, 1997). La
frecuencia de la primer bacteria referida, varié de 9/15 a 3/15 y para Klebsiella spp.
fluctud entre 10/15 y 4/15; como se puede observar, la incidencia de ambas bacterias

es elevada.
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Existe un tercer grupo de bacterias que fueron aisladas, a las cuales podemos
considerar de menor importancia médica, ya que son pocos los casos que se asocian
a procesos morbosos. De estas bacterias sobresale por la frecuencia en que fueron
aisladas, Enterobacter spp. Estas bacterias estuvieron presentes durante todo el ano,
siendo secas termomenguante la estacién en que los registros estuvieron mas
elevados (12/15). La bacteria referida ha sido aislada frecuentemente de muestras

ambientales, principalmente de agua y suelos (Hoit, 1994).

7.3.1.2. Bacterias en ostién.

La presencia de las bacterias objeto de estudio en el ostion, tuvo un
comportamiento no homogéneo, ademas las frecuencias de aislamiento mas
elevadas generalmente se presentaron en lluvias, secas termocreciente 2 y/o secas
termomenguante, a diferencia de las aguas, en las cuales se presentaron
preferentemente en las primeras lluvias y en secas termomenguante; es conveniente
mencionar que el ostién tiene una elevada capacidad de concentracién durante las
lluvias (Bouchriti, 1992), lo cual podria explicar los resultados obtenidos en ese
periodo estacional; por otro lado, para el caso de la region estudiada, secas
termocreciente 2 es célida o cual pudo haber influido en la capacidad concentradora
del ostién. En el Cuadro 9 se presentan las diferentes bacterias identificadas en
ostién durante las estaciones del afio estudiadas.

Como puede apreciarse Salmonella spp. fueron detectadas en un ndmero
mayor de muestras recolectadas durante lluvias ‘90 (6/15); le siguié en frecuencia
secas termomenguante y secas termocreciente 1 (3/15), finalmente durante lluvias'91

y secas termocreciente 2 se presentaron con una menor frecuencia, 1 aislamiento en
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ambas estaciones. Tratandose de un alimento que se consume crudo, los vaiores
obtenidos en ambas estaciones resultan de gran relevancia.

Wilson y Moore. (1996), reportan el 8% de aislamientos en ostiones
recolectados en Irlanda. Leyva et al. (1989), encontraron en Cuba que el 3.9% de
ostiones congelados contenian Salmonella. En la ciudad de México Nava ef al.
(1981), reportan presencia de Salmonella en ostiones recolectados del mercado de
abastos, con una frecuencia de 3/200: Rosas ef al. (1988), encontraron esta bacteria
en 3 muestras de 31 recolectadas en un mercado de México, D.F. Es importante
indicar que esta bacteria resulta afectada por el proceso de congelacién (Smith,
1995), por lo que disminuye en el ostion, cuando es congelado para su
almacenamiento, como es el caso de la investigacion de Leyva ef al. (1989).

Para el caso de Shigella, el nimero de aislamientos fue nulo, tal como era de
esperarse, por lo ya mencionado en ia seccién anterior.

E. coli indicador de contaminacién fecal, estuvo presente en todas las
estaciones del afio, siendo secas termomenguante al igual que para las muestras de
agua, la temporada con ef registro mas elevado (12/15). Las frecuencias mds bajas
se dieron en lluvias'90 y secas termocreciente 2 con 9/15.

La bacteria V. parahaemolyticus resulté aislada durante secas termocreciente 2
en un numero elevado de ostiones (9/15), siguiendo en importancia por la frecuencia
en aislamientos, secas termomenguante (5/15). Durante las dos lluvias también se
logré identificar, aunque en una proporcién menor, sin dejar de ser importantes los
valores obtenidos: en lluvias'90 se observé en una frecuencia de 4/15 de los

especimenes y en liuvia'91 con 3/15. En un estudio realizado por Viltalpando
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Guzman (1999), encontraron una frecuencia de V. parahaemolyticus de 8%, lo que
representa un valor menor a la detectada en este estudio, pudiendo deberse a que
este ostion se colectd en un mercado de la Cd. de México y en ocasiones es
sometido a congelacién, lo cual afecta la viabilidad de la bacteria (Muntada-Garriga,
1995), pudiera ser también la competencia con el resto de bacterias presentes en
este organismo.

Con relacién a Pseudomonas la variabilidad fluctué entre 5/15 en lluvias’90 y
1/15 en secas termomenguante. Llaman la atencién los registros menores en todas
las estaciones del afio, cuando se comparan con los aislamientos en el agua.
Klebsiella spp. estuvieron presentes durante todo el afio, variando las frecuencias de
aislamientos entre 12/15 en secas termocreciente 2 y 3/15 en secas termocreciente

1.

Enterobacter, con menor asociacién a enfermedades del ser humano, sobresale

de su grupo, por el nimero de ostiones que fueron positivos, presentando esta

bacteria la mayor frecuencia en lluvias'91 y en secas termocreciente 2 (9/15).

7.3.2. Deteccién de bacterias entéricas potencialmente patégenas en diferentes
lugares
La ubicaci6n geografica de las tres areas de estudio, como ya se menciond es
diferente. Por tal motivo se consideré importante conocer la flora predominante de

cada area para relacionarla con el riesgo de ingestion del ostién.
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7.3.2.1. Aislamiento de bacterias en agua.

Las condiciones ambientales diversas permitieron que los diferentes grupos de
bacterias fueran detectados en diferentes proporciones, ya que las condiciones
adversas fueron diferentes para cada especie bacteriana.

Bacterias del género Saimonella, fueron aisiadas con mayor frecuencia en
muestras de agua provenientes de Las Arenitas; en el Cuadro 10 se puede observar
que estas bacterias se presentaron en una relacién de 6 aislamientos en 25
muestras, en cambio en las otras zonas, fueron marcadamente menores: en Aitata
se aisld en 4/15 y en El éash’llo en 3/15. La presencia elevada de esta bacteria, no es
de extrafiar ya que también se observé alta contaminacion fecal.

Shigella sp. fue aislada en una de las muestras de aguas recolectadas en El
Castillo, el cual se encuentra localizado en la zona estuarina del rio Culiacan. Esto
resulta de gran interés ya que la cepa detectada sobrevivié a las condiciones
ambientaies que prevalecen en esa zona.

En el caso de E. coli, indicador con capacidad patogénica, fue aislada en las
tres zonas estudiadas; sin embargo, las frecuencias mas elevadas se registraron en
Las Arenitas y Altata (20/25) (Cuadro 10).

La bacteria V. parahaemolyticus, se present6 con un indice mayor de deteccién
en {a zona de Las Arenitas, obteniéndose una frecuencia de 7/25. Lo anterior puede
deberse a lo senalado respecto de contaminacién fecal elevada y la presencia de
Vibrio parahaemolyticus (Walkins, 1985). En El Castillo también se obtuvieron
valores altos (6/25), en cambio en Altata, se puede apreciar un valor bajo con

relacion a las dos zonas previamente mencionadas.
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Las bacterias Pseudomonas y Kiebsiella, se aislaron en las tres zonas.
Pseudomonas se identificd6 en un numero elevado de muestras recolectadas en
Altata. Klebsiella spp. fueron identificadas con mayor frecuencia en El Castillo, con
valores de 13/25; en Altata y Las Arenitas se obtuvieron frecuencias de 8/25 (Cuadro
10).

De las bacterias aisladas e identificadas en Ia presente investigacion, tal como
ya se ha referido, existe un grupo de menor importancia como agentes de‘
enfermedad en el humano. Las frecuencias con que fueron detectados son variables,
sin embargo, los valores mas altos corresponden a Enterobacter spp., las cuales

aparecieron mas frecuentemente en El Castillo ( 15/25).

7.3.2.2. Bacterias entéricas en ostion.

La presencia de bacterias principaimente de patégenas en el ostién recolectado
en las tres zonas estudiadas, resultdé de interés ya que seguramente su ingestién
representa un riesgo potencial. Los resultados que aqui se comentan podran
observarse en el Cuadro 11.

Salmonella se presenté con una mayor frecuencia en Las Arenitas, alcanzando
un elevado valor (8/25), tal como se observé para agua. Le sigue en importancia
Altata, zona de la que se recuperd Salmonella en 4/25 de los ostiones estudiados.

E. colifue aislada un niimero mayor de veces en El Castillo, presentandose en
20/25 de los especimenes colectados. También en Las Arenitas la frecuencia de
aislamientos fue alta, alcanzandose valores de 17/25, lo cual era de esperarse por
los registros de coliformes fecales detectadas en esta zona. En el caso de Altata se

obtuvieron los valores mas bajos (14/25).
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La bacteria marina V. parahaemolyticus, se detecté en los ostiones de las tres
zonas estudiadas, aislandose en mayor proporcién en la zona de Las Arenitas
(12/25); la razén ya ha sido mencionada cuando se discutié la presencia de esta
bacteria en agua (Seccién 7.3.2.1.). En las otras zonas las frecuencias fueron
menores, sin embargo, los valores obtenidos son de considerarse (5/20). recordando
que el ostién se consume crudo.

En lo que respecta a la presencia de las bacterias Pseudomonas y Klebsiella,
presentaron frecuencias diferentes. En Kigbsiella, al igual que para agua, las cifras
fueron mas elevadas en las muestras obtenidas de Altata (6/25), en cambio para
Klebsiella los valores mas altos se regiétraron en Las Arenitas (13/25); aunque
también E! Castillo present6 registros altos (12/25).

Enterobacter registré elevadas frecuencias de aistamientos, principalmente en
la zona de Las Arenitas, donde se presentd en 15 de las muestras de ostidn

L

estudiadas.

Para el caso particular del ostién, no siempre se observé coincidencia en las
frecuencias bacterianas con las de agua, lo cual puede deberse, como ya se ha
mencionado, a que el ostién requiere tiempo para alojar las bacterias que estan en el
agua de su habitat; adicionalmente es posible que influyan las condiciones
fisiolégicas del ostion, o_casionadas por la etapa del ciclo biolégico en que se
encuentre o bien originadas por las condiciones ambientales prevalecientes, como
salinidad y temperatura asi como también la presencia de plaguicidas en las aguas

estudiadas (Bouchriti, 1992; Vazquez, 1996; Ramirez-Cabanillas, 1993).
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7.3.2.3. Presencia de Salmonella spp., Shigella spp., ylo V. parahaemolyticus en
las dreas estudiadas.

Con la intencién de conocer la frecuencia con que cualquiera de las bacterias
patégenas se presentaba en el agua y ostiones colectados, se cuantificaron los
aislamientos de las bacterias con las caracteristicas mencionadas, cuando al menos
una bacteria de los géneros Salmonella, Shigella o V. Parahaemolyticus, estaba
presente en los especimenes.

Los datos encontrados se pueden observar en el Cuadro 12; en él se aprecia que en
el sitio de Las Arenitas se encontraron las frecuencias mas elevadas: en agua las
bacterias patdgenas referidas se presentaron en 12/25 y en ostion en 18/25. En los
sitios restantes las frecuencias obtenidas de ostiones positivos presentaron valores

muy por debajo de los registrados en las Arenitas, siendo éstas de 7/25.

Cuadro 12. Presencia de Salmonella, Shigella y/o Vibrio

parahaemolyticus
Agua N=25 Ostién N=25
Altata 6(24.0) 7(28.0)
El Castillo 9(36.0) 7(28.0)
Las Arenitas 12(48.0) 18(72.0)
Total 27(36.0) 32(42.7)

* Nimero de Positivos (Porcentaje)
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Fig. 9. Presencia de Salmonella, Shigella y
Vibrio parahaemolyticus
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En agua la diferencia fue menos marcada (Figura 9). A pesar de las diferencias
sefialadas, las cifras en todos los casos resultan relevantes, por representar un

riesgo para la salud.

7.4.  Indicadores de Contaminacién Fecal y Presencia de Bacterias Entéricas

Patégenas

7.41. Agua y ostion con aislamientos positivos a Salmonella, relacionados
con muestras insalubres.
Considerando los limites permisibles para coliformes fecales para que tanto

agua como ostion sean sanitariamente aprobadas segun la recomendacion de el
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Dianio Oficial de la Federacion (1995), se establecieron comparaciones entre los

especimenes insalubres y en los que se aistaron bacterias del género Salmonella.

Los resultados encontrados nos indican comportamientos diferentes en lo que

se refiere a ostién y agua en los tiempos estudiados. En el Cuadro 13, se aprecia que

no en todas las muestras de agua en que se aislé Sa/monella, resultaron aguas

insalubres en términos de los coliformes fecales. Esto se observo particularmente en

secas termocreciente 1, en la que hubo cinco aislamientos de Salmonella, de aguas

sanitariamente aprobadas. Esto ya ha sido reportado por Wilson ¥ Moore. (1996), asi

como también por Leyva et al (1989). En relacién con el ostién se observéd que en

todos los especimenes en donde Salmonella fue detectada, estuvieron presentes las

coliformes fecales.

Cuadro 13. Coliformes Fecales en Muestras Positivas a

Salmonelia
o Agua * Ostidén *
Lluvias'90 2/2 6/6
Secas TM 3/4 3/3
Secas TC1 0/5 3/3
Lluvias'91 | 0/2 1/1
Secas TC2 ; 0/0 1/1

*Presencia de Coliformes Fecales / Muestras Positivas a Salmonella
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Por otro lado, se encontré que en un 79% de las muestras de agua que
contenian Salmonella, también se encontraba E. coli Por lo anterior se puede
sefalar que esta bacteria resulté mejor indicador que las coliformes fecales para
salmonelas en el agua, haciendo la aclaracién que E. coli provenia de cualquiera de

las técnicas utilizadas para aislamiento e identificacién de Enterobacterias.
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7.5. Deteccién de Enterovirus

7.5.1. Analisis Cualitativo

Como es sabido, los indicadores bacterianos no son dtiles para sefalarnos la
presencia de virus, ya que estos Ultimos tienen patrones de resistencia a diversos
factores fisicoquimicos, diferentes a las bacterias. Por tal motivo, resuita de gran
importancia su deteccién de manera especifica, sabiendo que son agentes de
diversas enfermedades para el humano (Martins, 1986: Hazen, 1987).

De los especimenes recolectados, la presencia de enterovirus fue detectada en
uno de los sitios estudiados: Altata. La estacion del afio en que estuvieron presentes
fue en secas termocreciente 1, es decir, en tiempo de secas, lograndose detectar en
dos de los cinco puntos analizados en esa zona: La Iguana y El Pintor. No existen
datos en México para comparar estos resultados, sin embargo, en otras partes han
realizado estudios, como los datos encontrados por Divizia et al. (1997) en la costa
de Alejandria, Egipto, en donde encontré 3 muestras positivas de un total de 27.
Estas cifras son similares a las encontradas en el presente estudio.

Seguramente la frecuencia de enterovirus es mayor, sin embargo, se requiere
de técnicas de Biologia Molecular, ya que al encontrarse en Ia regién gran cantidad
de plaguicidas, algunos llegan hasta e! ecosistema marino Y se hacen presentes en
los ostiones (Ramirez Cabanillas, 1994), volviendose altamente téxicos para las

lineas celulares.
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7.5.2. Analisis Cuantitativo

El resultado encontrado en ias muestras de agua analizadas y que fueron
positivas a la presencia de enterovirus, fue muy diferente eh los dos puntos en que
se detectaron. En la Iguana se logré cuantificar un NMP=131 Unidades Formadoras
de Placallitro, cifra muy por debajo de la encontrada en el punto denominado Ei
Pintor, en el cual se tuvo un registro del NMP=2992 Unidades Formadoras de
Placaflitro, lo cual se considera como un valor elevado.

Se encontr6 que en el sitio La Ilguana se cuantificaron un NMP=430
coliformes/100 g, o cual se considera inadecuado para su consumo, en cambio en El
Pintor en el cual los ostiones tuvieron un registro mayor de enterovirus eran
sanitariamente aptos para su consumo (230 coliformes fecales/100 g), aunque
estaban en los limites permisibles. Estos datos résultan de gran relevancia, ya que
ponen de manifiesto, que el indicador de bacterias entéricas ampliamente utilizado,
las coliformes, no resulta de utilidad para los enterovirus.

En las dos zonas restantes que fueron objeto de estudios, no se logré poner en
evidencia la presencia de enterovirus.

La presencia de estos virus es indicativa de la posibilidad de encontrar otros
virus entéricos, como los de la Hepatitis A y Virus Estructurados Pequefios,
frecuentemente aislados de ostiones que han ocasionado brotes gastroentéricos
(Townsend, 1995; World Health Organization, 1994, World Health Organization,
1995).
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8. CONCLUSIONES

Las zonas estudiadas se encuentran en una irea de amortiguamiento del
drenaje terrestre, el cual no es sometido a ningun tipo de tratamiento y parte de
los microorganismos que conduce, segun datos del presente estudio, alcanzan
a llegar a zonas de explotacién pesquera importantes, contaminando aguas que
albergan especies comestibles para el hombre.

Los ecosistemas acuaticos tienen capacidad de autodepuracién para
contaminantes bacterianps, sin embargo en las zonas de estudio se pudo
apreciar que este ecosistema no logra eliminar a todos los microorganismos de
origen humano y de animales que llegan a las zonas productoras. Esto condujo
a la deteccién de contaminacion fecal, bacterias patégenas como Salmonelia,
Vibrio parahaemolyticus y Shigella, ademas de enterovirus. Lo anterior resulta
particularmente riesgoso en algunos bivalvos como el ostiébn, organismo
indicador de esta investigacion, ya que frecuentemente se consumen sin
coccién.

Los coliformes, indicadores de contaminacién fecal empieados, no presentaron
una relacion con los virus detectados y en ocasiones, tampoco con los
patdgenos bacterianos estudiados.

La calidad microbiolégica del agua influyé en la calidad del ostién estudiado,
encontrandose que este organismo frecuentemente presentd la contaminacién
detectada en su habitat.

Se observaron caracteristicas muy cambiantes, propias de un ecosistema

marino que se encuentra localizado cerca de una region estuarina. Los datas
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obtenidos nos indican que existe una gran variabilidad bacteriana, la cual
estuvo influenciada por drenes agricoias, el rio Culiacan y escurrimientos de las
poblaciones costeras, quienes tienen diferencias en los niveles de
contaminacion microbiolégica. Adicionalmente, también influyeron las
condiciones climatolégicas como, la precipitacion pluvial presente en algunas
estaciones del afio, favoreciendo probablemente, que los microorganismos
sean arrastrados h;cia los afluentes y éstos finalmente sean transportados
hacia el mar o bien que lleguen directamente a través de los escurrimientos.

Las propiedades fisicoquimicas como las aqui estudiadas, estan sujetas a
cambios climatolégicos, caracteristicas del drenaje terrestre, mareas y
corrientes marinas, entre otros factores. Estos cambios se tradujeron en
variabilidad de los parametros fisicoquimicos, sin embargo, los intervalos en
que se presentaron estos valores, no afectaron el crecimiento o disminucién de
los microorganismos estudiados, a excepcion de la salinidad.

Es urgente el tratamiento de las aguas residuales de los asentamientos
humanos localizados en la orilla del mar, en las margenes del rio y de los
drenes agricolas, para lo cual se requiere de la participacion gubernamental, de
los propietarios de los campos agricolas y de diferentes empresas que utilizan
los cuerpos de agua mencionados, como depésito de las aguas de desecho. De
manera compiementaria se deberan promover campanas de educacion para la
salud a jornaleros agricolas y poblacién rural que vive en esta region.

Se requiere un programa de vigilancia de la calidad microbiolégica en las zonas

productivas. Ademads, llevar a cabo investigaciones, orientandolas al estudio de
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los diferentes indicadores de contaminacién fecal y a la busqueda y

caracterizacion de patégenos.
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Fig. 12. AFLUENTES DE LAS BAHIAS DE ALTATA Y ENSENADA EL PABELLON
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Altata

1. El Pintor

2. La Iguana

3. El Cuate

4. El Pasito

5. La Mula

El Castillo

1. Santo Esteban

2. Pericon

3. Chirimilla

4. Monte Atravezado

5. El Palo

Las Arenitas

1. La Morena

2. Mezcalito

3. El Ebanito

4. Ponce

5. Sal si Puedes
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Numero de tubc;s posntlvos del total

Limites de confianza

- e | e
3 t:gf’;lde 3 t“1b:’n": de | 3 tg.t‘:orﬁlde 100 ml Inferior | Superior
0 0 1 3 05 9
1 0 3 05 13
1 0 0 4 0.5 20
1 0 1 7 1 21
1 1 0 7 1 23
1 1 1 11 3 36
1 2 0 11 3 36
2 0 0 9 1 36
2 0 1 14 3 37
2 1 0 15 3 44
2 1 1 20 7 89
2 2 0 21 4 47
2 2 1 28 10 150
3 0 0 23 4 120
3 0 1 39 130
3 0 2 64 15 380
3 1 0 43 7 210
3 1 1 75 14 230
3 1 2 120 30 380
3 2 0 93 15 380
3 2 1 150 30 440
3 2 2 210 35 470
3 3 0 240 36 1300
3 3 1 460 71 2400
L 3 3 2 1100 150 4800
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Figura 11. Carta hidrolégica, INEGI,con sentidos indicativos de
los desechos liquidos vertidos (Estrada, 1999)

" Ne. de de"scargas

poblacién
Culiacim 66,857 468,000
Costa Rica 1,489 8,934
Navolalo 2,000 12,0600
Aguaruto _ 1,150 7,000 o
Villa A. 1. Matcos 638 3,830
Villa A Flores | 584 3,504
San Pedro 916 9,500
Villa Juares 172

1,032

Cuadro 16. Numero y volumen de descargas de aguas residuales
en poblaciones del centro de Sinaloa (Estrada, 1999)

136




