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I. RESUMEN
En la actualidad, existe una gran preocupacion a nivel mundial, debido al
considerable incremento en los indices de contaminacion de los efluentes.
La contaminacion de los cuerpos de agua debido a los desechos que se
producen en los diversos sectores industriales y en la poblacion doméstica
genera un problema ambiental y de salud publica. La contaminacion
biologica en el agua residual por bacterias patogenas, representa un foco de
infeccion para adquirir enfermedades infecto-contagiosas como las
enfermedades diarreicas, éstas son causa principal de mortalidad y
morbilidad en la ninnez del mundo y frecuente en paises en desarrollo como
Meéxico. El rio Alseseca de la Ciudad de Puebla se ha convertido en receptor
de descargas industriales y domeésticas, siendo la carga microbiana uno de

los contaminantes mas persistentes.

Los patogrupos diarrogénicos de E. coli como la E. coli enterotoxigénica
(ETEC) y E. coli enteropatégena (EPEC), son agentes causales de brotes
diarreicos. Por lo que el objetivo de este trabajo fue monitorear los genes
especificos de los patogrupos ETEC y EPEC en el agua residual del rio
Alseseca. Para ello se recolectaron muestras del agua residual en las
coordenadas del rio 18°59'43.2"N 98°11'12.3"W durante 1 ano. De cada
muestra de agua se extrajo DNA total, ayudado por un Kit Sample Power
Viral Environmental. Después se utilizaron primers especificos para
amplificar los genes especificos por PCR. De un total de 24 muestras de
agua residual, se detecté que el 46% de las muestras presentaron los dos
genes de virulencia de ETEC, el 25% present6 ambos genes de virulencia de
EPEC, el 21% solo un gen de virulencia y el 8% no se hallaron los genes. El

agua residual del rio Alsesca presenté una contaminacion biologica con el



92% por ETEC y EPEC, lo que sugiere atencion para el saneamiento del

agua residual y evitar brotes diarreicos.
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II. INTRODUCCION

La contaminacion provocada por ser humano en los cuerpos de agua, ha
generado una problematica a nivel mundial (Larrea. 2013), debido a que los
desechos antropogénicos se vierten a estos cuerpos hidricos con escaso o
nulo tratamiento; la existencia de contaminantes organicos e inorganicos
conllevan a una compleja contaminacion (Bonilla. 2015). La contaminacion
biologica del agua causada por patéogenos se ha visto implicada en el
aumento del numero de enfermedades infecciosas. Entre las bacterias
existentes en el agua residual, existen diversos agentes etiologicos
causantes de diarreas como son los patogrupos diarrogenicos de E. coli, que
son los primeros agentes bacterianos responsables de grandes indices de
morbilidad y mortalidad con el 30 al 40% de los casos de diarrea en ninos
menores de un ano, su transmision es por via fecal-oral o bien por el
consumo de agua y alimentos contaminados. (Estrada. 2009; Paniagua.
2007). En México la contaminacion del agua se deriva de la deficiencia en
los sistemas de tratamiento de aguas residuales y medios de saneamiento,
ocasionando problemas en la salud publica como el aumento de las
enfermedades gastrointestinales en ninos menores de cinco anos. Entre los
patogenos bacterianos causantes de estas enfermedades encontramos los

patotipos de E. coli diarrogénicas como ETEC y EPEC (Ruvalcaba 2017).

En la Ciudad de Puebla el rio Alseseca se ha convertido en un cuerpo
receptor de desechos soélidos y de descargas de aguas residuales
municipales e industriales a lo largo de su recorrido, provocando
degradacion y contaminacion (Corona, 2013). La propuesta de utilizar
técnicas moleculares para detectar genes especificos de patéogenos es una
herramienta factible y certera que permite identificar patogenos como ETEC

Y EPEC. Con base a lo anterior, surge la necesidad de realizar la presente
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investigacion para determinar la contaminacion de genes de virulencia de
ETEC y EPEC, ya que ninguna norma mexicana regula la presencia de

dichos genes en aguas residuales.
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III. JUSTIFICACION

En los ultimos anos, las muertes de ninos bajo cinco anos de edad han
disminuido; no obstante, las cifras aun son alarmantes. Entre las primeras
causas de muerte por infecciones se encuentran la neumonia, seguida por
diarrea y malarial-3. Datos obtenidos de analisis sistematicos, demostraron
que entre los anos 2010 y 2011 se presentaron entre 7,6 y 6,9 millones de
muertes de ninos bajo cinco anos de edad, respectivamente. El 9,9% de esas
muertes fue a causa de la diarrea, Rotavirus, -calicivirus, E. coli
enteropatogena y E. coli enterotoxigénica causaron mas de la mitad de los

casos. ( Farfan y col. 2016)

La Norma Oficial Méxicana (NOM) establece la calidad microbiologica del
agua residual mediante la identificacion de coliformes totales y coliformes
fecales y la presencia y/o ausencia de E. coli, sin en cambio la NOM no
establece la presencia de bacterias patoégenas como los patotipos
diarrogénico de E. coli, por lo que el determinar los patogenos en el agua
proporcionaria herramientas indispensables para establecer si el agua
residual es reservorio de patogenos involucrados en enfermedades
infectocontagiosas, asi mismo permiteria la toma de decisiones para el
tratamiento y/o control del agua residual de las industrias o de desechos

domeésticos.

Sin embargo, existe un consenso general sobre la dificultad de determinar
la presencia de todos los microorganismos patogenos presentes en las aguas
contaminadas, ya que dicha determinacion implicaria varios dias de
analisis, costos elevados, y la existencia de personal y laboratorios
especializados. Frente a estas dificultades y a la necesidad de evaluar de
forma rapida y confiable la presencia de patogenos en el agua, se ha
planteado la necesidad de trabajar con genes de virulencia especificos de
bacterias E. coli diarrogénicas como indicadores. El empleo de las bacterias

indicadoras de contaminacion fecal es un método aceptado universalmente.
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Entre los microorganismos mas utilizados con estos fines se encuentran los
coliformes totales, los coliformes termotolerantes, la especie Escherichia coli
y los enterococos, debido al origen intestinal de todos ellos. (Romeu Alvarez,

2012)

Este estudio se enfoca a determinar la presencia de E. coli en aguas
residuales del rio Alseseca. Buscado principalmente los patotipos; E. coli
Enterotoxigénica (ETEC) y E. coli Enteropatéogena (EPEC). Ya que los genes
de virulencia especificos de estos patotipos ya mencionados, son la causa
principal de mortalidad en ninos menores de 5 afios. Ademas, el estudio
también prende proponer un método de extraccion de DNA con la finalidad
de facilitar la deteccion ya que podemos considerar la bacteria E. coli como

un indicador de contaminacion en aguas residuales.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general.

Determinar la presencia de genes de virulencia de E. coli en el rio Alseseca

4.2 Objetivos particulares.

e Determinar las caracteristicas geograficas de la zona de muestreo.

e Eleccion y validacion de un metodo de extraccion de DNA total del
agua residual del rio Alseseca

e Realizar un monitoreo anual del agua residual y determinar la
presencia de ETEC y EPEC.

e Amplificar los genes de virulencia especificos a ETEC y EPEC

mediante la tecnica de PCR.

16



HIPOTESIS



V. HIPOTESIS
5.1 H1

La presencia de genes de virulencia de E. coli en el agua residual del rio
Alseseca, permanece constante durante el ciclo anual lo que puede

representar un riesgo a la salud humana.

5.2 HO
La presencia de los genes de virulencia de E. coli, en el agua residual del rio
Alsesecs flutua durante el ciclo anual y en algunas temporadas anuales

puede representa un riesgo a la salud humana.
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VI. MARCO TEORICO

6.1 Problematica mundial y nacional del agua residual.

El agua es uno de los recursos mas apreciados e imprescindibles del planeta
y por lo mismo es ampliamente utilizada en actividades tales como la
agricultura (70% al 80%), la industria (20%), el uso doméstico (6%), entre
otras. Siendo asi de vital importancia mantener una buena calidad del agua,
asi como conservar las fuentes naturales, asegurando de esta manera que
las futuras generaciones puedan tener acceso a este recurso. ( Arcos Pulido,

2005)

En todo el mundo, se presentan muchos ejemplos de rios y lagos con
problemas de contaminacion, sin embargo, los rios: Amarillo en China, el
Ganges en la India y el Amur Daria en Asia Central son considerados los
casos tipicos y graves de contaminacion. Lamentablemente México no se
queda atras, pues tiene vario rios y lagos con serios problemas de
contaminacion, por ejemplo: el Lerma, el Santiago, el Panuco, el Balsas, el

Tijuana ( Valencia y col. 2011)

Esta contaminacion del agua se origina principalmente por el vertido de
aguas residuales de origen doméstico e industrial, siendo los residuos
domésticos los que aportan altos porcentajes de materia organica y
microorganismos de origen fecal. ( Arcos Pulido, 2005) Dentro de estos
ultimos encontramos patégenos capaces de causar enfermedades como son
virus, protozoos y bacterias. La falta de saneamiento de estas aguas tiene
impacto en un gran numero de muertes por enfermedades como la diarrea
y la gastroenteritis, ubicandose dentro de las tres principales causas de

muerte a nivel mundial y en Latinoameérica (Pena y col. 2014)

En México el crecimiento de la poblacion urbana que ha acompanado al
proceso de urbanizacion y metropolizacion se ha traducido en nuevos

asentamientos humanos, ciudades y por consiguiente, en un acelerado
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crecimiento de la demanda de servicios, en particular de los servicios
urbanos de agua potable, drenaje y saneamiento, lo que se ha convertido en
fuertes presiones, escasez de agua, coberturas irregulares, calidad deficiente
y generacion de grandes volumenes de aguas residuales que provocan altos
niveles de contaminacion ambiental y problemas de salud. En México, las
enfermedades diarreicas ocupan uno de los primeros lugares en la
morbilidad de ninos menores de cinco anos, y generan 7.4% en la demanda
de consultas en los servicios de salud y 10% de las hospitalizaciones
pediatricas. Asi mismo, su transmision y frecuencia se relaciona con la falta
de higiene y la pobreza, al igual como la desnutricion y malas condiciones

sanitarias. (Davila y col. 2012)

La ciudad de Puebla, México, capital del estado con el mismo nombre a
través la Secretaria de Sustentabilidad y Ordenamiento Territorial informo
que so6lo, solo 35 de las 278 plantas de tratamiento de aguas residuales que
se encuentran en el estado de Puebla funcionan y estan dentro de la norma,
debido a los altos costos que implica ponerlas en operacion a los municipios
que las tienen a su cargo. Por lo tanto, el incremento poblacional tanto a
nivel nacional como a nivel mundial ha provocado que se generen grandes
cantidades de aguas residuales que constituyen fuentes de contaminacion

que afectan a la salud humana y al medio ambiente. (Fernandez y col. 2013)

6.2 Antecedentes del Rio Alseseca.

La cuenca del rio Alseseca esta localizada entre las coordenadas
19°12°55.14” y 18°56’51.08” latitud norte y 98°02°00” y 98°11°.14” latitud
oeste. La sub cuenca se localiza en la region numero 18, denominada rio
balsas. La cuenca abarca diferentes municipios del estado de puebla como
lo son: San Miguel Canoa, Amozoc, San Francisco Teotimehuacan y Puebla,

Puebla. (Romero, 2009)
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El rio Alseseca, aumenta su contaminacion debido al incremento de
desechos industriales y domésticos tales como: materia fecal y restos de
alimentos que son vertidos a lo largo de su recorrido, convirtiéndose en
cuerpo receptor de aguas residuales que fluyen de norte a sur. El Alseseca
aporta un caudal medio anual de 0.8 metros cubicos por segundo, que
practicamente son descargas del alcantarillado sanitario, y el 88 por ciento

esta integrado por ese tipo de desechos. (Chavez y col. 2011)

De acuerdo a informacion de la Comision Nacional del Agua (Conagua), el
Alseseca se ubica entre los rios mas contaminados del estado, incluso se le
da la nominacion de “t6xico”, las implicaciones que esto puede tener en la
salud de las poblaciones aledanas a lo largo de toda su cuenca es evidente,
debido a que los agentes involucrados en la transmision hidrica son
bacterias, virus y protozoos, que pueden causar enfermedades con
diferentes niveles de gravedad, desde gastroenteritis simple hasta casos

fatales de diarrea, disenteria, hepatitis y fiebre tifoidea. (Puntual, 2015)

El Alseseca actualmente recorre dos juntas auxiliares de la capital,
atravesando mas de 27 colonias, la mayor parte de ellas localizadas al

suroriente de la ciudad de Puebla.

Desafortunadamente, como la mayoria de los rios en el pais, el crecimiento
de la mancha urbana y la industrializacion afecto6 el equilibrio ecologico del

rio.

Fue durante los anos sesenta y ochentas, que empresas del sector textil
comenzaron a preferir lugares cercanos al centro de la ciudad para
instalarse, por lo que colonias como Santa Barbara, El Chamizal y El Cristo;
las cuales se ubican al margen del rio Alseseca. Con el paso del tiempo, la
mayor parte de dichas textileras cerraron, sin embargo el dafno al Alseseca

ya habia comenzado. (Puntual, 2015)
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Otro problema derivado de esta contaminacion se presenta rumbo al sur, en
el principal acceso a la Junta Auxiliar Ignacio Zaragoza, de esta ciudad, la
cual es limitada por el mismo Alseseca, es el mal olor que emana proveniente
desde el puente de la calle 15 oriente o S de febrero, la cual comunica la
presidencia de dicha Junta Auxiliar, con la calle 30 sur, a la altura del
Parque Ecologico, los olores que se perciben al medio dia son fuertes y

dificiles de explicar. (Corona 2013.)

6.3 Indicadores de contaminacion.

Los microorganismos indicadores son aquellos que tienen un
comportamiento similar a los patéogenos (concentracion y reaccion frente a
factores ambientales y barreras artificiales). Una vez que se ha evidenciado
la presencia de grupos indicadores, se puede inferir que los patogenos se
encuentran presentes en la misma concentracion. (Castro y col. 2009). Los
indicadores de contaminacién son diferentes en cada pais, en México, se
establece con base en las concentraciones de bacterias CF en muestras de
agua. (Barrera y col. 2013). La presencia de CF en el agua indica
contaminacion bacteriana reciente y constituye un indicador de degradacion

de los cuerpos de agua. ( Arcos, 2005)

También se utilizan a los CT como indicadores de contaminacion, aunque
no siempre indican contaminacion fecal reciente, ni son patogenos y
Escherichia coli, debido a que son nativos del tracto digestivo de humanos
y animales. Un dato relevante es que la presencia de CT indica presencia de
suelo, sedimento u otra fuente de coliformes. Sin embargo no hay un
numero estandar de CT en cuerpos de agua superficiales, como los rios.
(Evangelina y col. 2011)Los indicadores de contaminacion fecal han
demostrado ser una buena alternativa frente a la dificultad que representa
identificar y cuantificar los patogenos causantes de enfermedades de origen

hidrico. ( Campos y col. 2008)
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6.4 Patogrupos diarrogénicos de E. coli.

E. coli es un habitante normal de la microbiota humana y/o animal, sin
embargo, algunas cepas tienen el potencial de causar enfermedades graves
en sus huéspedes. Los genes responsables de estos resultados son
adquiridos a través de fagos, plasmidos o eventos laterales de transferencia
génica, o generados por mutaciones. (Chandra y col. 2013)La diferencia
entre cepas comensales y patogenas, depende de la presencia de material
genético adquirido que codifique uno o mas factores de virulencia; la
generacion de cepas virulentas de bacterias entéricas es la probable causa
de la supervivencia de estos microorganismos, ya que la produccion de
heces diarreicas favorece la transmision a otros seres humanos y/o

animales (Dubreuil, 2012).

A las E. coli diarrogénicas segin su patogénesis y caracteristicas
epidemiologicas, se les divide en seis patotipos: E. coli enteropatogena
(EPEC), E. coli productora de toxina shiga (STEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli
difusamente adherente (DAEC). En conjunto son responsables del 30 a 40%
de los episodios de diarrea aguda en ninos en paises en vias de desarrollo. (

Ochoa y col. 2011)

6.5 ETEC.

La cepas de ETEC se distinguen de los otros patotipos de E. coli
diarrogénicas por su produccion de enterotoxinas: termolabiles (LT) y/o
termoestables (S7) (Chandraa et al 2013). ETEC puede producir una o
ambas toxinas. Y también produce una serie de fimbrias que le confieren la
capacidad de adherirse a los epitelios intestinales. Las fimbrias que con
mayor frecuencia se encuentran en cepas aisladas de seres humanos son
CFA-1y CFA-II, estas se adhieren a receptores especificos que se encuentran
en la membrana de los enterocitos del intestino delgado proximal. (Vila y

col. 2012)
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Después de ser ingerida la ETEC coloniza la mucosa intestinal, se
multiplica y causa multiples danos a los enterocitos o interfiere con la
homeostasis del tracto gastrointestinal. Para colonizar el intestino delgado
se ancla en los enterocitos mediante factores de colonizacion (CFs) y una
adhesina (EtpA) que se encuentra en el extremo del flagelo. Una adherencia
fuerte es mediada a través de Tia y TibA. Dos enterotoxinas (ST y LT) son
secretadas, ambas son reguladas a nivel transcripcional por una proteina
dependiente de AMP ciclico (AMPc), el cual reprime la expresion de LT
mientras activa la expresion de ST. Cuando ST es secretado se une a
Guanilato ciclasa C. Esta proteina es un receptor transmembrana expresado
principalmente en las células del epitelio intestinal. Este receptor bajo
condiciones fisiologicas normales es activado por sus péptidos ligandos
endogenos que inician el movimiento de agua y sal en el intestino
dependiente de GMP ciclico (GMPc). Pero cuando ST se une a este receptor

desregula esta via y causa una diarrea secretoria (Pena y col. 2014)

6.6 EPEC

E. coli es una bacteria Gram negativa perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae que se encuentra en la flora normal microbiana del colon
humano, ya que coloniza el tracto gastrointestinal de los recién nacidos y
permanece ahi durante toda la vida en simbiosis con el huésped humano.
Se ha visto que dentro de la misma especie existen serotipos que pueden
causar enfermedades en los humanos como la septicemia, neumonia,

diarrea, entre otras. (Vidal, 2003)

Las E. coli diarrogénicas son la principal causa de gastroenteritis en nifios
en paises en vias de desarrollo, siendo responsables del 30% al 40% de todos

los casos de diarrea en ninos. ( Lluque, y col. 2010)

Las cifras de muertes en paises en vias de desarrollos son grandes del 20%

al 50%, lo que convierte a EPEC en una anomalia clinica de inmediata
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respuesta. En México una de las causas mas comunes de diarrea infantil es
la infeccion por EPEC, dentro de los sintomas provocados por EPEC
encontramos diarreas acuosas que tienen diferentes grados de severidad,
vomitos y fiebre. La incubacion de la infeccion se da entre las primeras 3 a

24 horas después de la ingesta de un inoculo de bacterias. (Vidal, 2003)
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vil. METODOLOGIA

7.1 Area de estudio

Esta investigacion se llevd a cabo en el Rio Alseseca que se encuentra
ubicado en el municipio de Puebla en la zona oriente, haciendo un recorrido
de norte a sur dentro de la mancha urbana. Iniciando en las faldas de la
montana Malintzi (19° 05" 59 N y 98° 05" 24" O) y desembocando en la
localidad de San Francisco Totimehuacan, en la presa Manuel Avila

Camacho (18° 57" 217" Ny 98° 11" 13" longitud O).

7.2 Zona de Muestreo

Para la realizacion de este estudio se recolectaron muestras de aguas
superficiales simples, en un periodo anual proveniente del Rio Alseseca
ubicado en el municipio de Puebla Pue. Con coordenadas 18°59'43.2"N
98°11'12.8"W del sitio del muestreo. Durante este muestreo se tomaran 22

muestras simples.

Figura 1."Zona de muestreo, Rio Alseseca Puebla Pue."
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7.3 Material utilizado para la toma de muestra.
Las muestras para la investigacion se recogieron en frascos de vidrio

previamente lavado, estéril y rotulado con capacidad de 250 ml cada uno.

7.4 Preparacion de la muestra para su estudio microbiolégico.

Las botellas que se utilizaron para el muestreo se mantuvieron cerradas y
se retiraron las tapas en el momento de la toma muestra, con el objeto de
no contaminar la superficie interna de la botella o de la tapa. La botella se

lleno y se cerr6 inmediatamente con la tapa.

Para tomar la muestra se tomo el frasco con una mano y con la otra se retird
la tapa, teniendo en cuenta de no poner la tapa en el suelo. Luego el frasco
se sumergio en el agua hasta que se lleno, posteriormente se tapo. Siempre
usando el equipo de proteccion necesaria. (Siguiendo las recomendaciones

de la norma mexicana NMX-AA-003/3-SCFI-2008).

Las muestras se almaceno y se trasporto en hieleras mantenidas a 4C hasta
las instalaciones del Instituto de ciencias de la Universidad Autéonoma de

Puebla (ICUAP) en el laboratorio de patogenos.

En este tipo de muestras se debe de tener en cuenta que no debe transcurrir

mas de 24 h entre la toma de muestra y el analisis de laboratorio.

7.5 Concentrado de la muestra.

A partir de la muestra de agua del Rio Alseseca, se realizo el concentrado de
la muestra. En el cual se utilizo 2 tubos conicos con una capacidad de 50ml,
se llen6 con 35ml de muestra y se coloco en la centrifugadora a 15000 RPM
por 20 minutos. Después de centrifugar se removio el agua de los tubos

teniendo cuidando de no deshacerse del boton de la muestra.

Posteriormente en una campana de flujo laminar se llen6o a la mitad un

tubo eppendorf de 3.0 ml con muestra para poder pasar el boton de los

29



tubos de S0ml con ayuda de la micropipeta de 1000 uL, terminando de pasar

el boton se le puso un 1 ml mas de muestra al eppendorf de 3ml.

7.6 Extraccion de DNA de la muestra de agua.

Para la extraccion de DNA se ocupo el kit; Power Viral Environmental
RNA/DNA Isolation Kit Sample. Se tomé 600 uL de la solucion PV1 a un
tubo eppendorf, previamente se calenté la solucion PV1 a 55°C por 10

minutos.

Se le Agrego 200 uL del concentrado al tubo de perlas con 600 uL de PV1.
Después se paso al vortex al maximo por 10 minutos, posteriormente se
centrifugo a 12000 RPM durante 2 minutos, para poder pasar el
sobrenadante a un tubo eppendorf 1.5 ml y se le agrego 150 uL de PV2 al
tubo que tiene el sobrenadante y se resguardo el tubo eppendorf a una
temperatura de 4 °C durante 5 minutos. Después se centrifugo a 12000
RPM por 2 minutos, para pasar el sobrenadante al tubo de 2.2 ml y se le
agrego 600 uL de PV3 y 600 uL de PV4 al tubo de 2.2 ml, se dio golpes de
talon para que la muestra quedara homogénea posteriormente transferimos
3 veces 625 uL del tubo 2.2 ml con la canastilla es importante centrifugar
después de agregar los 625 uL a 12000 RPM por 2 minutos y se retir6 el
sobrenadante para agregar 600 uL de PVS5 a la canastilla y se centrifugo a
12000 RPM por 2 minutos. Se agregé nuevamente 600 uL de PV4 a la
canastilla y se centrifugo a 12000 RPM por 2 minutos. Se retiro el
sobrenadante para centrifugar a 12000 RPM por 4 minutos. Por ultimo se
agreg6 50 uL de PV6, se dejo reposar por 1 minuto en la canastilla por
ultimo se centrifugo a 12000 RPM durante 2 minutos. Se retir6 la canastilla

del tubo y el sobrenadante es el DNA. Se resguardo el DNA a -20 °C.

7.7 Caracterizacion molecular de cepas E. coli
A todas las muestras de DNA se les realizo la busqueda de 8 genes

especificos para las cepas patogenas E. coli mediante la amplificacion por la
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reaccion en cadena de la polimerasa. Los genes especificos de E. coli
Enterotoxigénica (ETEC) fueron: St1, St2, Ltl, Lt2) y de E. coli
enteropatogena (EPEC) fueron: eael, eae2, bfpl, bfp2.

ETEC It F:5 GGC GAC AGA TTA TAC CGT GC3 450
R:5CGG TCT CTA TAT TCC CTG TT3
ETEC st F:5ATT TTT CTT TCT GTATTG TCT T3

190
R:5 CAC CCG GTA CAA GCA GGA TT3

F:5 AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC3
F:5 GCC GCT TTA TCC AAC CTG GTA3

F:5 GAC CCG GCA CAA GCATAA GC3
R:5'CCA CCT GCA GCA ACA AGA GG3’

EPEC bfpA

324

EPEC eaeA

384

Tabla 1. "Secuencias de los cebadores que serdn utilizados en la amplificacion.”

Todos los ensayos de PCR se realizaron con volumen final de 27 uL que
contienen: 15 uL de agua inyecta, 10 uL de gotaq, 1 microlitro de DNA y .5
uL de cada primer. Las diferentes fases y el nimero de ciclos que fueron

utilizados para la realizacion de la primera PCR son los siguientes.

Heated lid 105°C
Preheat lid on
Pause off
In denat 94.0°C 5m00
Hot start off
stage 1
Number cycles 30
Step 94.0°C Om 30 max
Step 55.0°C Om 30 max
Step 72.0°C Om 30 max
Fin extn 72.0°C 5m00
Fin hold 10.0°C

Tabla 2. "Temperaturas utilizadas para replicar los amplicones caracteristicos de ETEC Y EPEC."
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Todos los ensayos de PCR se realizaron en un Termociclador (TECHNE TC-
412). Para la visualizacion de los productos amplificados se prepararon geles
de agarosa al 1.0 %, y se colocaron en cada pozo 10 uL del producto de la
PCRy 2 uL de marcador de PM y 8 uL de marcador azul y se corrieron a 90
V por 65 min. Posteriormente los geles se tinieron en una solucion de

bromuro de etidio y se visualizaréon en un transiluminador UV.
7.8 Corrimiento de Electroforesis

Se preparo un gel de agarosa al 1% en TBE 1X (Tris 10.8 g, acido boérico 5.5
gy EDTA 0.832 g). En cada gel se usaron 9 carriles en los cuales 1 con peso
molecular que incluyeron 2 uL de marcador de PM y 8 uL de marcador azul,
en los siguientes 4 carriles se agregé 10 uL del producto de la PCR de los
controles y en los 4 ultimos carriles se agregdé 10 uL del producto de la PCR

de la muestra problema.

Para la electroforesis se emplearon buffer TBE 1X. Se fijaron las condiciones
de electroforesis: tiempo de corrimiento: 65 min, voltaje: 90. Los geles de
agarosa se tiferon con bromuro de etidio durante 15 minutos y 5 min de
enjuague en agua destilada y por ultimo se observo el gel en un

transiluminador UV para resguardar la foto.
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VIII. RESULTADOS

8.1 Recoleccion de muestras de agua residual.

En total se recolectaron 24 muestras del agua residual del rio Alseseca
durante el periodo de enero a diciembre de 2018 (procurando recolectar 2
muestras por mes durante el periodo anual) en la zona de muestreo que
corresponde a las coordenadas 18°59'43.3"N 98°11'12.3 W en la colonia
cerritos marcado en el mapa con un punto color rojo (Fig.2). Todas las
muestras de agua fueron trasladadas al laboratorio conforme a lo descrito

en la metodologia. Imagen de la zona de muestreo. Fig 3.

Figura 3. "Zona de muestreo"
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8.2 Registro del monitoreo del agua residual del rio Alseseca.
Las muestras de agua residual fueron recolectas, registradas y se les coloco
una clave considerando: fecha, hora y numero de muestra (Tabla 3). Una
vez trasladada la muestra de agua al laboratorio, se realizé el concentrado

para extraer el DNA total.

MUESTRAS | FECHA DE MUESTREO HORA CLAVE
1 05/09/2018 14:00 M1Ra
2 19/09/2018 14:00 M2Ra
3 10/10/2018 14:00 M3Ra
4 24/10/2018 14:00 M4Ra
5 07/11/2018 14:00 M5Ra
6 21/11/2018 14:00 M6Ra
7 05/12/2018 14:00 M7Ra
8 12/12/2018 14:00 M8Ra
9 09/01/2019 14:00 MO9Ra
10 23/01/2019 14:00 M10Ra
11 06/02/2019 14:00 M11Ra
12 13/02/2019 14:00 M12Ra
13 01/03/2019 14:00 M13Ra
14 15/03/2019 14:00 M14Ra
15 05/04/2019 14:00 M15Ra
16 19/04/2019 14:00 M16Ra
17 03/05/2019 14:00 M17Ra
18 31/05/2019 14:00 M18Ra
19 14/06/2019 14:00 M19Ra
20 28/06/2019 14:00 M20Ra
21 05/07/2019 14:00 M21Ra
22 19/08/2019 14:00 M22Ra
23 07/08/2019 14:00 M23Ra
24 15/08/2019 14:00 M24Ra

Tabla 3. “Las claves de muestreo de las 24 muestras de aguas residuales del rio Alseseca.

8.3 Validacion de los tres métodos de extraccion de DNA
En esta investigacion, se emplearon tres métodos de extraccion de DNA
total; a) quimico, b) choque térmico y c) kit de extraccion de DNA, para

determinar la factibilidad de cada método. Cada uno de los métodos fue
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validad por la técnica electroforesis en gel de agarosa para observar la

pureza del DNA total extraido.

Para determinar la fiabilidad de la pureza del DNA se utilizo la electroforesis
en geles de agarosa al 1% para visualizar la presencia e integridad del DNA
extraido. La visualizacion de los resultados se realiz6 en una camara de luz

UV conforme a lo descripto en la metodologia.

Para ello se preparé una suspension acuosa (5 mL) de la cepa, que se

considero la suspension “madre”, cada método se evaluo por duplicado.

8.4 Eleccion del método de extraccion de DNA

Se seleccion6 el método que brindé los mejores resultados en cuanto a la
concentracion, la pureza, el rendimiento, la cantidad e integridad del DNA,
prosiguiéndose a la extraccion del DNA de las 24 muestras de aguas
residuales del rio Alseseca. De los tres métodos se obtuvieron mejores
resultados con el kit de extraccion de DNA (Fig. 4) ya que permite cotejar de
manera rapida y eficiente los resultados en un menor tiempo a comparacion

con el método de choque térmico (Fig.5) y el método quimico. (Fig. 6)

a) b) c)

Figura 4. “Extraccion de DNA total por: a) KIT, b) Choque térmico y c) Método quimico”

36



8.5 Deteccion de cepas patogenas de E. coli (ETEC y EPEC) en las
muestras de agua del rio Alseseca.

A partir de las muestras obtenidas del rio Alseseca se obtuvo el 92% (22 /24)
que expresaron algun gen de virulencia especifico de las cepas patogenas de
E. coli (ETEC y/o EPEC) y solo el 8% (2/24) no expres6 ningun gen
correspondiente. Del 92% de las muestras de agua solo el 90% presento
ETEC y el 77.2% solo EPEC Grafica 1.
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Grdfica 1. ”Comparacion de la deteccion de cepas EPEC y ETEC en las muestras de agua residual del rio
Alseseca.”

8.6 Genes especificos de virulencia de E.coli enteropatégena (EPEC)

en el rio Alseseca

En el agua residual del rio Alseseca se detecto la presencia de los genes
especificos de EPEC como bfpA y eaeA y se hallo con un 31.7% de las
muestras de agua al gen eaeA, un 18.1% al gen bfpA y para ambos genes

se identificé con un 27.2 %. Grafica 2.
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Grafica 2. “Comparacion de los genes especificos de E.coli enteropatdgena bfpA y eaeA en las muestras de

agua residual del rio Alseseca.”

8.7 Genes especificos de virulencia de E.coli enterotoxigenica (ETEC)
en el rio Alseseca.

La contaminacion biologica en el rio Alseseca se determinoé por la presencia
de los genes de virulencia sty It del patogrupo ETEC, en donde se detecto
en forma conjunta a ambos genes con un 49.5% en las muestras de agua
residual, el 22.5% de las muestras solo se hallé al gen It y en un 18% se

detecto al gen st. Grafica 3.
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Grdfica 3. “Comparacion de la existencia de los genes especificos de E.coli enterotoxigenica sty It en el agua
residual del rio Alseseca.”
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8.8 Expresion de genes de virulencia de ETEC y de EPEC en las
muestras de agua residual del rio Alseseca.

Los estudios de deteccion molecular demostraron que el 77.72% de las
muestras de agua residual presentaron menos de tres genes de virulencia
de E. coli: 1t, st, eaeA y bfpA. Y solo el 22.72% de las muestras de agua
presentaron los 4 genes virulencia especificos de éste estudio, 2

pertenecientes a cada patogrupo (ETEC y EPEC). Grafica 4
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Grdfica 4. “Muestras de agua con expresion de genes especificos de ETEC y EPEC: It, st, eaeA y bfpA.”

8.9 Deteccion molecular de cepas EPEC y ETEC mediante la
amplificacion de sus genes especificos

De las 24 muestras de agua residual del rio Alseseca (Tabla 4) 11 expresaron
los genes de virulencia de ETEC (st y lf) que equivalen al 46% y solo 25%
(6/24) expresaron los genes de virulencia de EPEC (eaeAy bfpA). Asi mismo
se encontro que el 21% (5/24) expreso solamente un gen de los 4 genes de
virulencia de ETEC y EPEC. Sin embargo hubo 2 muestras que no
expresaron ningun gen de virulencia de E. coli de ETEC ni de EPEC que

equivale al 8%.Grafica 5
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Grdfica 5. “Deteccién molecular por genes de virulencia de E. coli Enterotoxigénica (ETEC); st, It y de E. coli
enteropatdogena (EPEC); eaeA, bfpA."

1 05/09/2018 X X

2 19/09/2018 X X

3 10/10/2018 X X X

4 24/10/2018 X X X X
5 07/11/2018 X X X X
6 21/11/2018 X X X X
7 05/12/2018 X
8 12/12/2018 X

9 09/01/2019 X
10 23/01/2019 X X
11 06/02/2019 X
12 13/02/2019
13 01/03/2019 X X X X
14 15/03/2019 X X X
15 05/04/2019 X X

16 19/04/2019 X X X
17 03/05/2019 X X X
18 31/05/2019

19 14/06/2019 X X
20 28/06/2019 X X
21 05/07/2019 X X X X
22 19/08/2019 X
23 07/08/2019 X X 't
24 15/08/2019 X X

Tabla 4. “Genes de virulencia, especificos para E. coli EPEC y ETEC.”

40



8.1.1 Amplificacion de los genes de virulencia st, lt, bfpA y eaeA.

Las cepas fueron positivas para los patogrupos ETEC y EPEC mediante los
genes de virulencia especificos: It (450 pb), st (190 pb), eaeA (384 pb) y bfpA
(324 pb). En este estudio se utilizo la cepa control E2348/69 y E9034A para
su comparacion con las cepas problema. Se utilizo gel de agarosa al 1 % en
donde el carril 1 es el peso molecular carril 2: gen st, 3: gen lt, 4: bfpA y 5:
eaeA que corresponden a los controles positivos, en los carriles 6, 7, 8 y 9
corresponden a los amplicones de la muestra problema y en el carril 10 es

el DNA de la muestra del rio Alseseca Fig 7.

Controles y
Pares de base Amplicones
500 |
CBna i {_A_\
200 :

It

eaeA

st

Figura 5."Gel de agarosa con los amplicones de los genes de virulencia de ETEC y EPEC

8.1.2 Muestras de agua residual con la detecciéon molecular de los
genes de virulencia: st, It, bfpA y eaeA.

Para el patogrupo ETEC mediante la expresion de los genes de virulencia: It
(450 pb) y st (190 pb), se utiliz6 la cepa control E9034A para su
comparacion con las cepas problema. En donde el carril 1 es el peso
molecular, carril 2 y 3 son los genes de virulencia de ETEC respectivamente
y los carriles 6 y 7 son las amplificaciones de los genes de virulencia sty It

Fig.8
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500
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Figura 6. "Gel de agarosa con los amplicones de los genes de virulencia de ETEC

Para el patogrupo EPEC mediante la expresion de los genes de virulencia:
eaeA (384 pb) y bfpA (324 pb), se utilizo la cepa control E2348 para su

comparacion con las cepas problema. Fig. 9.

500 pb 2
300 pb »

Figura 7. "Gel de agarosa con los amplicones eaeA y bfpA. Carril M: marcador de peso molecular (1 Kb), 1:
gen eaeA, 2: gen bfpA
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8.1.3 Monitoreo anual de los genes de virulencia de ETEC y EPEC
Por medio de la técnica de deteccion molecular se obtuvieron un total de 54
genes especificos de virulencia de ETEC y EPEC durante el monitoreo anual;

15 de (st), 16 de (lt), 13 de (eaed) y 10 de (bfpA) (Grafica 6).
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Grdfica 6.” Genes especificos de virulencia de E. coli ETEC (st y It) Y EPEC (eaeA y bfpA).

Al contrastar los resultados obtenidos se observa que los periodos con
mayor expresion de genes especificos de virulencia de E. coli ETEC y EPEC

son; primavera con 17 genes, verano con 16 genes y otonio con 17 genes.

Es interesante el hecho de que la bacteria E. coli esta con mayor presente
en tres de las cuatro estaciones del ano lo que nos puede indicar su
existencia al medio ambiente. Ademas podemos distinguir que en el periodo
de otonio hay una conducta similar en la expresion de los 4 genes de
virulencia de ETEC (sty lf) y EPEC (eaeA y bfpA) al mismo tiempo. Grafica
7
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Grdfica 7. “Genes especificos de virulencia de ETEC Y EPEC en las diferentes estaciones del afio.”
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

9.1 Recuperacion y deteccion de cepas patogenas de E. coli en agua
residual

La contaminacion fecal producida por el ser humano y los animales es una
de las principales fuentes de deterioro de la calidad del agua (Breindenbach
2012). La calidad del agua es importante para que se mantengan los
ecosistemas en equilibrio ya que genera un impacto contraproducente en
una o mas especies de acuerdo con el contenido de contaminantes. La
presencia de E. colien el agua es un indicador de contaminacion reciente de

heces fecales en el agua residual urbana o en agua potable (Rivera 2010).

En el rio Alseseca se vierte agua residual de origen doméstico e industrial
que puede o no estar tratada, ademas durante el periodo lluvioso se
arrastran las heces fecales de los animales que viven en las orillas del rio,
todo lo anterior ha influido de manera negativa en la calidad del agua y

explica la presencia de E. coli.

De acuerdo con una investigacion del Centro de Investigaciones en Ciencias
Microbiologicas del Instituto de Ciencias de la BUAP (ICUAP), el 80% de los
patogenos presentes en el rio Alseseca corresponden a Escherichia coli
enterotoxigenic (ETEC), Escherichia coli enteropatégena (EPEC) y Escherichia
coli enteroagregativa (EAEC), tres de los siete grupos patogenos de E. col..
(Chavez Bravo, 2015). Dentro de las normas oficiales mexicanas (NOM)
ninguna establece la busqueda de dichos patéogenos y mucho menos de
genes de virulencia especificos de E.coli enterotoxigenica (ETEC) y E.coli
enteropatégena (EPEC) como un indicador de contaminacion de aguas
residuales solo se menciona que puede existir la presencia de E. coli en agua
residual de acuerdo con las normas NOM-127-SSA1-1994, que establece los
limites de contaminantes permisibles para el agua de uso y consumo

humano y la norma NOM-003-ECOL-1997, que establece los limites
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maximos permisibles de contaminantes para las aguas residuales tratadas

que se reusen en servicios al publico.

En la tabla 5 se hace una comparacion de los estandares de calidad del agua
segun las normas oficiales entre México y E.U, tomando a Escherichia coli
(E. coli), como el indicador de contaminacion fecal de las aguas superficiales

establecidos por la EPA en los E.U. (Rivera y Rock, 2011).

E. coli se puede identificar y aislar del agua, a partir de métodos que no
requieren de grandes inversiones que incluyan la compra de equipos
sofisticados. Métodos convencionales como el numero mas probable (NMP),
filtracion por membrana y métodos cromogénicos y fluorogénicos, han
resultado tutiles para determinar la presencia o ausencia de este
microorganismo (Martinez y col. 2015). De acuerdo con la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (2000) refiere que no hay
certeza de que exista una relacion significativa entre la cuantificacion de E.
coli y su propia existencia, ya que estos métodos de enumeracion o
estimacion de densidad poblacional, no revelan especificamente la cantidad
de cepas patogenas. Para tener una cantidad de patéogenos mas cercana a
la realidad es necesario la deteccion genética de los factores de virulencia de
cada patogeno. Para ello, se utilizan meétodos convencionales de extraccion
de DNA como el método de choque térmico y el método quimico pueden
interferir en las variaciones en la eficiencia de la lisis, el rendimiento y la
pureza del DNA por lo que pueden afectar los resultados de técnicas
moleculares como la PCR. Es por eso que este trabajo de investigacion ha
propuesto trabajar con un método de extraccion de DNA mas simple e
eficiente como es la extraccion de DNA total por KIT, ya que este método nos
permite tomar la muestra de agua residual y pasarnos directamente a la
extraccion de DNA minimizando el tiempo de trabajo de dos semanas a tres

dias.
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Uso Limite permisible de E. coli
Tipos de agua Meéxico E.U

Agua potable Coliformes totales = Cero
Cero
Coliformes fecales =
Cero

Aguas superficiales con contacto corporal
completo o directo 240 NMP/100 mL 235 UFC/100 mL

Aguas superficiales con contacto corporal 1,000 NMP/100 mL 575 UFC/100 mL
<22 07C/300 mL.
<10 /300 mL.

Tabla 5. “Niveles permisibles de E. coli en diferentes tipos de agua.”

9.2 Monitoreo de los patotipos EPEC y ETEC en aguas residuales

Los resultados de este estudio muestran la presencia del género E. coli con
un 92% en el rio Alseseca, porcentaje similar a lo reportado por Obi. (2004)
quienes analizaron la presencia de E. colien un 87.7% en los rios de la region
de Venda perteneciente a la provincia de Limpopo al sur de Africa. En
cambio (CHIROLES y col. 2007) reportaron un porcentaje menor 69.7% en
un estudio realizado en el rio Almendares de la Habana, Cuba. En estudios
anteriores (2006) en el mismo rio Alseseca el autor Rivera y colaboradores
obtuvieron resultados diferentes ya que los datos mostraron que el rio
Alseseca tenian un porcentaje menor de contaminacion de E. coli Se
aislaron un total de 100 bacterias, de las cuales el 91% fueron
enterobacterias y el 9% otros microorganismos no fermentadores, E. coli fue
el mas representativo con un 44%. Es evidente que el agua del rio Alseseca
presenta una contaminacion por E. coli que va en aumento, en estos ultimos
14 anos la contaminacion por E. coli ha aumentado mas del doble, de tal

forma que pone en riesgo la salud de las poblaciones aledanas al rio.



Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que las principales fuentes de
contaminacion que presentan este ecosistema son de origen humano y
animal. Diversos autores como Rodriguez (2003), plantean que cuando las
concentraciones de E. coli son elevadas en un ecosistema acuatico, esto
indica que ha tenido lugar un fuerte evento de contaminacion por desechos
animales y/o humanos y que el mismo tiene un caracter reciente. Si por el
contrario, las concentraciones de E. coli son pequenas, indica que la
contaminacion, aunque del mismo tipo, es menos reciente. Ademas, estos
hallazgos resaltan que en lugares donde se descarga una gran cantidad de
aguas residuales sanitarias sin el tratamiento adecuado, existe un gran

riesgo para la salud. (Harada, y col. 2018)

El agua residual del rio Alsesca presenté una contaminacion del 90% de E.
coli enterotoxigénica y 77.2% de E. coli enteropatogena el cual representa
un alto indice con respecto a lo reportado por otros autores. En el lago
Cheng Ching Taiwan se determiné el numero de cepas patogenas de E. coli
que fueron aisladas en un 29.1% de los cuales, la categoria diarrogénica
caracterizada con menor frecuencia fue EPEC con un 9.1 % (Shih y col.
2012). En aguas subterraneas en zonas rurales del sur de Brasil se
determiné de un total de 96 muestras positivas para E. coli, de las cuales

el 3.7% fue ETEC. ( Rodrigues y col. 2019)

Hasta el momento se estan reportando los niveles de contaminacion de los
patotipos EPEC y ETEC en aguas residuales del rio Alseseca por medio de
una técnica de extraccion de DNA directa de la muestra de agua residual.
Sabemos que en México no se cuenta con tanta informacion acerca de estos
genes de virulencia en aguas residuales ya que la normativa presente solo
se enfoca en determinar la presencia de E. coli. Es por eso que es necesario
tener una normatividad que regule la presencia de los patotipos de

virulencia de ETEC y EPEC.
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9.3 Determinacion de genes que expresan factores de virulencia de
ETEC y EPEC

Existen diversos agentes etiologicos causantes de cuadros diarreicos pero
los patogrupos de E. coli son los primeros agentes bacterianos responsables
de los indices de morbilidad y mortalidad infantil mas altos, principalmente

en ninos menores de 5 anos en paises en desarrollo (OMS, 2017).

Este estudio se enfocé a buscar la presencia de los genes de virulencia de
ETEC y EPEC en el agua residual del rio Alseseca. En donde se detecté un
31.7% de las muestras de agua al gen eaeA lo cual represent6 un alto indice
a comparacion con respecto a lo reportado con Martins y col. (2016), en donde
tomaron 48 muestras de aguas residuales de dos plantas de tratamiento del
municipio del distrito de Amathole, Provincia Oriental del Cabo, Sudafrica,
se obtuvo un 7.6 %. Por lo contrario se detecté con menor frecuencia el gen
bfpA con un 18% en el agua residual del rio Alseseca, estos resultados
difieren con Obi y col (2004) quienes encontraron un 34.1% de EPEC de las

cuales el gen bfpA fue detectado con mayor frecuencia con 26% (35/135).

Ramirez y col. reportaron en el 2013 datos similares en donde analizaron
muestras tomadas del rio San Pedro en Aguascalientes en donde
encontraron el 28.3% de presencia de ambos genes de virulencia eaeA y
bfpA), en donde nuestro estudio arroga un 27 % de presencia de ambos
genes de virulencia de EPEC. La presencia de EPEC en rios, se debe
principalmente a las descargas de aguas residuales que estos reciben, como
son las aguas residuales de origen domeéstico que aportan altos porcentajes
de materia organica y microorganismos de origen fecal (Ahmed, 2005). La
contaminacion fecal en aguas superficiales y la presencia de patogenos
derivados de las heces en el agua esta relacionado con enfermedades
infecciosas (Mendes, 2015). Es asi que la deteccion de cepas EPEC en rios
derivada de la contaminacion de aguas superficiales nos indican un gran

riesgo para la salud publica, debido a su capacidad para causar
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enfermedades humanas, como lo es la diarrea infantil (Megchun et al.,

2015).

Asi mismo este trabajo de investigacion detecto la presencia de ambos genes
de virulencia de ETEC con el 49.5% en el agua residual del rio Alseseca, los
cuales concuerdan con datos reportados por Cortes y col (2002) en el
municipio de Chalco, identificaron el agente causal del brote de diarrea
asociado con el desbordamiento del canal de aguas negras. Este estudio
retrospectivo y transversal, efectuado en el Instituto de Diagnoéstico y
Referencia Epidemiologicos (InDRE), de la Secretaria de Salud, con 1 550
hisopos rectales detecto un 44.1 % de presencia de ambos genes de

virulencia de ETEC.

A si, mismo el gen It se detectdo con mayor frecuencia con un 22.5% en
comparacion con el gen st que obtuvo un 18 % de presencia en el agua
residual del rio Alseseca. Rivera y col. (2010) realizaron un estudio a 1129
ninos con diarreas y 744 ninos sin diarreas fueron similarmente analizados
para identificar solamente cepas ETEC, logrando detectarse 5.3% y 4.3%
respectivamente, mayormente en ninos mayores de un ano de edad. Cuando
se concentran en caracterizar estas cepas ETEC buscando diferenciar en
presencia de una sola toxina (Lt, St o ambas), lograron identificar un mayor
porcentaje cepas ETEC positivos solamente a la toxina termolabil (Lf) (52%
de ninos con diarrea y 72% en ninos sin diarrea) y cepas ETEC positiva a la
toxina St en 25% y 9% y cepas con las dos toxinas, 23% y 9%

respectivamente.

La E. coli enterotoxigénica (ETEC) es una de las principales causas de
diarrea en ninos de paises en desarrollo y en viajeros adultos de paises
industrializados al mundo en desarrollo Segun la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), ETEC es la segunda causa mas comun de diarrea después

del rotavirus en ninos menores de 5 anos y, por lo tanto, es un objetivo
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importante para el desarrollo de vacunas. La diarrea por ETEC se desarrolla
entre 8 y 72 h después de la infeccion inicial, generalmente debido a la

ingestion de alimentos y agua contaminados (Rivera 2010).

Al analizar los datos obtenidos de E. colien el rio Alseseca se puede apreciar
que mostraron valores altos durante los periodo de primavera, verano e
invierno no podemos decir que estan por encima o por debajo de algun
parametro establecido ya que no contamos con alguna normativa que regule
o establezca parametros de genes de virulencia de ETEC o EPEC. Estos
datos se asemejan con lo reportado por (Chien y col. 2016) en donde la
deteccion de DEC fue alta en primavera (83.3%) y verano (50%), y baja en
otono (0%) e invierno (8.3%). De manera similar, en el rio Puzih, las tasas
de deteccion de DEC fueron altas en primavera (81.9%) y verano (87.5%), y

menores en otono (20.5%) e invierno (6.8%).

La exposicion continua del medio ambiente a la contaminacion va
originando mayores riesgos para la salud, generalmente estos riesgos son
considerables en paises en vias de desarrollo, en los cuales, la pobreza, la
nula inversion en tecnologia y la escasa legislacion sobre proteccion al medio
ambiente, han dado como resultado altos niveles de contaminacion. La
calidad del agua es importante para que se mantengan los ecosistemas en
equilibrio ya que genera un impacto contraproducente en una o mas
especies de acuerdo con el contenido de contaminantes. La presencia de E.
coli en el agua es un indicativo de una reciente contaminacion de aguas
residuales urbanas o contaminacion de residuos de animales (Rock y Rivera
,2014), pero desafortunadamente las normas no establecen la identificacion
de cepas patogenas como medida en la calidad de agua. Considerando lo
anterior debemos tomar en cuenta que no solo se descargan a los cuerpos

de agua desechos urbanos, sino también los desechos industriales.
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CONCLUSION



X.

CONCLUSION

Se logro estandarizar la extraccion de DNA total de cada una de
las muestras del agua residual del rio Alseseca.

Con el monitoreo se determiné la presencia de ETEC y EPEC en
las diferentes estaciones del ano con cantidades similares.

Se detecto en el agua residual los genes de virulencia (st y 1t) de
ETEC en mayor cantidad que los genes de EPEC (bfpA y eaeA).
El rio Alseseca presenta una contaminacion biologica del 92%
por la presencia de genes de virulencia de ETEC y EPEC.

Por la presencia de genes de virulencia de E.coli, el rio Alseseca
se convierte en un reservorio de patogenos capaces de causar
brotes diarreicos representando un riesgo a la poblacion

aledana.
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