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1. RESUMEN

La calidad microbiolégica del agua y su disponibilidad, es un problema complejo debido
a que diversos factores son los que intervienen negativamente. Uno de esos factores,
podria ser el cambio del uso del agua y suelo alrededor de los cuerpos de agua, los
cuales, si no se manejan adecuadamente, podrian ocasionar por lo general problemas
ambientales, sociales y econdmicos. En este trabajo de investigacion se eligio, para
su estudio, el lago San Pedro que pertenece a una region hidrolégica prioritaria
denominada lagos crater de Nayarit, México, en donde se cultiva tilapia (Orechromis
niloticus), dado que, en la ribera del lago, ademas de otras actividades antropogénicas,
se practica la crianza semi-extensiva del ganado bovino, del que no se tiene un control
eficiente de brucelosis en el Estado. Con el fin de evaluar la calidad microbioldgica del
lago e identificar bacterias del género Brucella en piel de tilapia y en agua superficial.
Durante el periodo estacional del 2016-2017 se monitorearon 15 puntos especificos
del lago para calidad de agua superficial con base en la Norma Mexicana NMX-AA-
042-SCFI-2015, 13 puntos para identificacion y aislamiento de Brucella spp. y 5 sitios
para evaluar las especificaciones sanitarias de peces que establece la NOM-242-
SSA1-2009. Ademds, se considerd la precipitacién pluvial, temperatura del aire,
temperatura del agua, conductividad y salinidad con el fin de determinar la relacién
espacio-temporal con la calidad del agua. Se aislo e identificé a B. abortus y B. suis
mediante técnicas microbioldgicas usando medios selectivos con violeta de etilo al
0.01% y antibidticos (nistatina 100 U/mL, &cido nalidixico 5 U/mL y cicloheximida 100
ug/mL), pruebas bioquimicas y crecimiento en colorantes (tionina, safranina y fucsina).
Se identifico la especie, por homologia, de las colonias aisladas mediante la técnica
de PCR multiple. Los resultados de calidad microbiolégica demostraron que tanto los
peces como el agua superficial se encuentra por debajo de los limites permisibles de
contaminacion por materia fecal, segun lo establecido por la Comision Nacional del
Agua (CONAGUA). Por otro lado, el aislamiento e identificacién de B. abortus de agua

superficial, B. abortus y B. suis de piel de tilapia es un hallazgo no reportado en los
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ecosistemas léntico y tilapia en México. Se concluye que las precipitaciones influyen
en la calidad del agua superficial y que B. abortus y B. suis se encontré como
contaminante y que es capaz de interaccionar con la piel del pez, sin embargo, se

requieren mas estudios al respecto.




2. INTRODUCCION

Un problema ambiental es definido como “cualquier impacto ambiental de origen
antropogénico que se genera en los procesos de adaptacion al medio ecosistémico,
procesos que se han sustentado a través de los modelos culturales los cuales han sido
consolidados histéricamente sobre la base de la transformacion de la naturaleza
(Cuello, 2003). Los efectos nocivos principalmente derivadas de las actividades
antropogénicas en el entorno biofisico, es un ejemplo de un problema ambiental. El
aumento poblacional y el consumo desmedido de bienes naturales, son algunos de los
factores que repercuten en los cuerpos de agua y del cambio del uso del suelo
alrededor de los mismos (UNESCO, 2017). El aumento poblacional se calcula que
crece a un ritmo de 80 millones de personas al afio, lo cual demanda aproximadamente
64 mil millones de metros cubicos anualmente de agua dulce para multiples
actividades y se pronostica que, “en el 2030, el 47% de la poblacién mundial vivira en
zonas con estrés hidrico. La mayor parte del crecimiento de la poblacién estara
localizada en paises en desarrollo, en regiones sin un acceso sostenible al agua
potable ni a un saneamiento adecuado” (UNESCO, 2017). Es por ello que se deben
conservar y utilizar de manera sostenible los cuerpos de agua y fomentar acciones
para la recuperacién y mantenimiento de los lagos, asi como para evitar contaminacion
antropogénica o zoonotica, implementar barreras naturales y artificiales, reforestar y
controlar la tala inmoderada, controlar el vertido de desechos sin y con tratamiento,
monitoreo periédico de los cuerpos de agua. Ademas, si existe ganado a la ribera de
los lagos, contemplar la reubicacion de establos y mantener un control adecuado en
sanidad de los animales entre otras actividades. Para lograr el equilibrio ambiente
sociedad, es necesario aplicar medidas politicas junto con las necesidades de la
sociedad en favor del medio ambiente, asi como el desarrollo de proyectos productivos
y programas de educacién ambiental.




3. ANTECEDENTES

3.1 Medio ambiente y la salud humana

Los diversos factores ambientales y la salud humana estan relacionados. Dado que
mundialmente, ciertas enfermedades son atribuidas a los factores ambientales en
aproximadamente un 23% de la poblacién mundial y alrededor del 35% de los infantes
(figura 1); ademas de reportarse significativamente diferencias entre paises (OMS,
2016; Priss y Corvalan, 2006). Durante los ultimos afios en México se han mejorado
las condiciones en pro de la salud, sin embargo, diversas poblaciones aun presentan
vulnerabilidad ante enfermedades y esto por la inequidad de oportunidades y servicios.
Aunado a la contaminacion y diversas problematicas relacionadas con el detrimento
ambiental (Riojas et al., 2013).

IMPACTO DEL MEDIO

AMBIENTE EN LA SALUD
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Figura 1. Factores ambientales y su impacto en la salud. Tomada de: OMS, 2016

La exposicion a factores medio ambientales tiene una distribucién desigual en
diferentes poblaciones, dicha desigualdad suele estar relacionada con factores
sociales como los ingresos, el status social o la educacién, pero también con aspectos

no econdmicos como el sexo, la edad o la etnia (OMS, 2016). Lo anterior se refleja en




la figura 2, donde los paises con menores ingresos son los que presentan mas

enfermedades que se relacionan con el ambiente.

QUIEN SE VE MAS
AFECTADO POR

LOS PROBLEMAS
MEDIOAMBIENTALES

Las repercusiones del medio ambiente
varian en funcién de la edad y afectan
sobre todo a los pobres.
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Figura 2. Poblacién mayormente vulnerable a problemas medioambientales. Tomado de: OMS,
2016

La poblacion mundial enfrenta diversos problemas ambientales que quiza podrian
resolverse por medio de la colaboracion participativa a escala global. Entre estos
problemas se encuentra la dispersion de enfermedades infecciosas emergentes y
reemergentes entre los seres humanos, animales de crianza, animales silvestres y
ecosistemas. Lo anterior como resultado de diversos factores, como el crecimiento de
zonas urbanas, crecimiento poblacional de humanos y animales domésticos, asi como
la interaccion de fauna silvestre y doméstica, aunado a las modificaciones y
alteraciones de los ecosistemas, cambio climatico y la comercializacion global de
animales y sus subproductos. Sin embargo, el aumento de la poblacién mundial es el
factor mas importante es, particularmente en regiones donde la cantidad de pobres es
mayor como en Asia, Africa y América Latina (OIE, 2009). Los problemas mencionados
anteriormente ponen en riesgo a los seres humanos y animales domeésticos frente a

nuevos y antiguos agentes patdgenos y con ello disminuye la calidad de vida, debido




a que los seres humanos no son sistemas aislados y existen conexiones con animales,

plantas y el ambiente (figura 3).
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Figura 3. Interacciones entre los distintos ambientes y los seres vivos. Tomado de: Flandroy et
al., 2018

Ante lo mencionado, surge el concepto: “un mundo, una salud, mismo que subraya la
toma de conciencia colectiva del vinculo existente entre las enfermedades animales y
la salud publica” (OIE, 2009). Este movimiento de “un mundo, una salud” trata de
detectar las enfermedades oportunamente en animales que son criados para alimentar
a la poblacion, debido a que la alimentacion regular de las poblaciones se basa en
proteinas que se derivaban de la carne, leche y huevo. Es importante mencionar las
enfermedades infecto — contagiosas, asi como cronico-degenerativas (Garcia et al.,
2013), estan relacionadas con la calidad de vida, dado que la calidad de vida es un
indicador que mide el desarrollo y es entendida como la sensacion de bienestar frente
a la vida (WHO,1996)




3.2 Riesgo de enfermedades transmitidas por el agua

Las enfermedades transmitidas por el agua, ocurren tanto en paises desarrollados y
menos desarrollados (WHO, 2004). Estas enfermedades son debido a que el agua se
contamina por residuos de humanos, animales o productos quimicos, aunado a la
carencia de servicios de alcantarillado, drenaje, instalaciones de saneamiento
adecuado y de agua potable limpia el hogar. Por lo que los residuos fecales portadores
de organismos patdégenos son arrastrados por el agua ocasionando diversas
enfermedades y estas enfermedades al no ser atendidas causan alrededor del2
millones de muertes por afio (Holguin, 2006; CNDH, 2018). A su vez esos organismos
patogenos se lixivian hasta los mantos freaticos de agua dulce y la contaminan (CNDH,
2018). “La magnitud de la propagacion de estos organismos infecciosos en un
manantial de agua dulce determinado depende de la cantidad de excremento humano
y animal que éste contenga. Debido a esto, se produce contaminacion fecal de los
abastecimientos de agua, si el agua no se trata adecuadamente, el patdogeno puede
penetrar en un nuevo huésped al consumirla” (Diaz, 2003). La transmision de
enfermedades por agua contaminada incluye también la modalidad de inhalacion por
aerosoles, exposicion a través del contacto tanto recreativo como ocupacional, la
produccion acuicola en aguas de mala calidad y por exposicion directa al agua, cuando
el agua se utiliza en el riego y en el procesamiento de alimentos o ingredientes (WHO,
2004). Las diversas interacciones causantes de las enfermedades zoondticas

transmitidas por el agua se presentan en la figura 4.
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Figur_a 4. Interacciones que causan enfermedades zoonéticas transmitidas por agua. Elaboracion
propia.

En algunos casos, los patdgenos se introducen en nuevas areas geograficas a traves
de la importacién de animales infectados (tanto ganado como mascotas exoticas) y
estos patdgenos pueden infectar a otros animales de la comunidad. Aquellos
microorganismos considerados como contaminantes pueden ingresar al agua por el
aire, tierra, plantas, excretas de origen humano y animal (Hodzi¢ et al., 2016).
Usualmente, un agente patdgeno que infecta a un solo huésped, rara vez se presenta
en una cuenca de captacion por lo que es necesario establecer barreras o limitantes
para no contribuir con la propagacion. Un ejemplo de lo anterior son los animales de
corral o ganado, donde es conveniente que estén excluidos de las cuencas de
captacion y asi evitar el contacto directo con los cuerpos de agua, por ello se
recomienda instalar cercas para impedir que los animales puedan acceder a los rios,

lagos o lagunas.




3.3 Coliformes como indicadores de calidad microbiolégica en aguay productos

acuicolas

En México, el 72% de los lagos, lagunas, rios y otros cuerpos de agua tienen algun
grado de contaminacién, por lo que el analisis bacterioldgico es vital en la prevencion
de epidemias (Aguilar y Pérez, 2008; SEMARNAT, 2018). La evaluacion de calidad del
agua tiene por objetivo determinar bacterias del grupo coliforme debido a que indican
contaminacion por materia fecal de animales homeotermos; el grupo de
microorganismos de coliformes totales (CT) y coliformes fecales (CF) se utilizan debido
a su facil identificacion y ademas de que no se multiplican fuera del tracto intestinal
(Barraza, 2018; Romero et al., 2010). Los CF comunmente son utilizados como
indicadores de la contaminacion por materia fecal en agua y peces. “La Red Nacional
de Monitoreo de la Calidad del Agua (RMN) en México utiliza entre otros indicadores
los CF para la evaluacion de la calidad del agua” (SEMARNAT, 2018). El grupo
coliforme integra a bacterias Gram-negativas aerobias o anaerobias facultativas, de
forma bacilar, no forman esporas, fermentadores de lactosa con produccion de gas en
un tiempo max. de 48 h a 35 °C + 0.5 °C. Cabe mencionar que dicho grupo esta
conformado por 4 géneros principalmente: Enterobacter, Escherichia, Citrobacter y
Klebsiella. Los CF y E. coli principalmente se utilizan “como indicadores de
contaminacion fecal dada su relacion con el grupo tifoide-paratifoide, su alta
concentracion en diversos tipos de muestras” y su facilidad para ser detectados en
cuerpos de agua (Bhumbla et al., 2020; Red Iberoamericana de Potabilizacién y
Depuracion del Agua, 2009; Arcos et al., 2005). Asi también, el grupo de los coliformes
proporcionan un panorama sobre la calidad higiénica de los productos de la pesca, el
recuento de CT y CF son indicadores de contaminacion del producto. Para estimar el
namero de bacterias coliformes presentes en productos alimenticios se establece la
“técnica del numero mas probable (NMP) (NOM-112-SSA1-1994, Bienes y Sservicios.
Determinacion de bacterias coliformes. Técnica del nimero mas probable)”, conocida

también como diluciéon en tubo. La cual realiza estadisticamente una estimacion de la
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carga bacteriana en los tubos de crecimiento positivo, lo cual disminuye conforme es
menor el volumen de muestra inoculado. Por otro lado, las especificaciones sanitarias
microbioldgicas de productos de la pesca frescos estan determinadas en la NOM-242-
SSA1-2009, para la cual, en pescados el limite maximo permitido de coliformes fecales
y/o E. coli es de 400 NMP/g.

3.4 Zoonosis

“La organizacién mundial de la salud define a las zoonosis como un grupo de
enfermedades infecciosas que se transmiten de forma natural de los animales a los
seres humanos” (OMS, 2016). “Las enfermedades zoonéticas, representan un
problema ambiental y de salud publica debido a que afectan a una gran parte de la
poblacion, tanto en zonas urbanas como rurales” (PRONABIVE, 2016). La
Organizacion Mundial de Sanidad Animal reporta que un “60% de las enfermedades
infecciosas humanas conocidas son de origen animal (animales domésticos o
salvajes), al igual que un 75% de enfermedades humanas emergentes y un 80% de
agentes patdégenos que pueden ser utilizados por el bioterrorismo” (Organizacion
Panamericana de la Salud-OPS, 2017). Mundialmente, la brucelosis es una zoonosis
de gran impacto que ocasiona detrimentos econdmicos en el sector ganadero. Aunque
se ha logrado controlar en paises con altos ingresos, no asi en los paises con menores
ingresos. Tal es el caso de México, donde aln no esta contralada ni erradicada en
todo el territorio, de hecho, Guzman et al. (2016) lo consideran un pais endémico de

brucelosis.

La prevencion y disminucion de las enfermedades de origen zoonotica se podria lograr
con una interaccion armoniosa y coordinada entre los responsables sanitarios a nivel
global, nacional y regional. A nivel mundial, por ejemplo, “la Organizacién Mundial de
Sanidad Animal (OIE) ha modernizado su sistema de informacion mundialmente sobre
las enfermedades animales (zoonosis incluidas) creando WAHIS (siglas en inglés):
Informacién Mundial Sobre las Enfermedades Animales”. Debido a este sistema, todos

los paises en red se conectan a un servidor central el cual resguarda los reportes
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obligatoriamente enviados a la OIE con referente a las 100 enfermedades de origen
animal tanto terrestres como acuaticos estimadas prioritarias actualmente. La OIE, la
“Organizacion Mundial de la Salud (OMS)” y la “Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)”, con el apoyo del “Fondo de las Naciones
Unidas para la Infancia (UNICEF)”, la “Coordinacion del Sistema de las Naciones
Unidas Contra la Influenza (UNSIC)” y el “Banco Mundial’, han preparado un
documento consensual sobre las medidas mundiales necesarias para coordinar mejor
las politicas sanitarias médicas y veterinarias a fin de tener en cuenta las nuevas
exigencias de prevencion y lucha contra las zoonosis (OIE, 2009). Sin embargo, aun
gueda trabajo por hacer para que con la colaboracién entre las principales autoridades
gue se dedican a los animales silvestres el resultado sea eficaz, asi como a través de
asesorias en el marco de “Un mundo, una salud relativa al control de las enfermedades
infecciosas emergentes y reemergentes” (OIE, 2009), como se observa en la siguiente
figura (5).

ENFERMEDADES
EN ANIMALES

Género Brucella

ENFERMEDAD
EN HUMANOS

AMBIENTE

Figura 5. Brucelosis problema de “Una salud”. Enfermedad transmitida de animales a humanos,
animales al ambiente y del ambiente a otros animales o humanos. Elaboracién propia.

Los fines del presente trabajo es contribuir a la prevencion en materia de “salud

ambiental” y “una salud-, por lo que se pretende identificar bacterias que corresponda
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al género Brucella spp. en agua del lago San Pedro y en tilapia (Oreochromis niloticus),
la cual se extrae del lago para comercializarla en la region. Se eligié trabajar con
bacterias del género Brucella spp. por la enfermedad zoondtica ambiental que ésta

ocasiona conocida como brucelosis, la cual es de importancia mundial.

“El Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) y
la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SAGARPA)” reportaron que la
brucelosis bovina en México a principios de 2015 se encontraba en un 72.3% activa
en humanos y solo el 8.14% del territorio nacional se encontraba libre de ésta. En julio
del 2019, aparte del estado de Sonora, el estado de Baja California Sur se declara libre
de brucelosis bovina, caprina y ovina. Cabe mencionar que Nayarit se encuentra en
fase de erradicacion (SENASICA, 2020), sin embargo, estos datos sélo aplican para

las especies lisas, no asi para el resto de las especies de Brucella (figura 6).
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Figura 6. Situacion de la brucelosis en México hasta el 2 de julio de 2020.Tomada de:
SENASICA, 2020

Hoy en dia, se han reportado 16 especies del género Brucella (Hull y Shumaker, 2018;

Amr y Waild, 2018), cambiando de hospederos mamiferos a nuevos reservorios que
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incluyen peces, ranas, zorros y mamiferos marinos. Actualmente, en el pais no se ha
investigado la presencia de nuevas especies de Brucella en peces como tilapia
(Oreochromis niloticus). Es por ello que, con la realizacidén de este trabajo se pretende
evaluar el grado de contaminacion del lago San Pedro en Nayarit, asi como en peces
que se cultivan ahi, esto por medio de bacterias indicadoras y microorganismos
patdégenos del género Brucella.

3.5 Brucelosis como problematica ambiental

Considerando los reportes de la “Organizacion Mundial de Sanidad Animal” (OIE,
2015) sobre la brucelosis como una triada en donde el ambiente, los animales
huéspedes y los humanos interactian y se infectan con la bacteria, es que se ha
denominado a esta zoonosis como un problema ambiental complejo. Debido a que, al
enfermar los animales, enferman los humanos y los ecosistemas. El problema que
causa la brucelosis origina grandes pérdidas econdmicas en abortos y esterilidad
animal, un gran problema de salud humana que puede ser crénica. Actualmente, en
diversas partes del mundo se han aislado nuevas especies de bacterias del género
Brucella que infectan animales domésticos y silvestres, como mamiferos, peces y
anfibios lo cual se ignoraba que estos pudieran ser infectados por Brucella spp.
(Eisenberg et al., 2012; Scholz et al., 2008; Whatmore et al., 2014). Se ha reportado
gue “cada especie de Brucella muestra una preferencia por un huésped determinado,
aungue una sola de ellas puede infectar varias especies animales”. Por ejemplo, el
hombre es susceptible actualmente a las especies de “B. abortus, B. melitensis, B.
suis, B. inopinata, B. ceti y B. pinnipedae” (Hull y Shumaker, 2018; Amr y Waild, 2018)

Durante varios afos, el género Brucella comprendia seis especies “clasicas”, pero
desde inicios de 1990, se reportaron nuevas especies de Brucella aisladas de animales
como: Brucella cetaceae y Brucella pinnipedae, aisladas de mamiferos marinos,
cetaceos y pinnipedos, respectivamente (Cloeckaert et al.,, 2003). Ademas, con el

aislamiento de Brucella en ranas y mantarrayas, esta bacteria sigue expandiéndose
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hacia nuevos reservorios ahora en anfibios (Eisenberg et al., 2012; Eisenberg et al.,
2017).

Es facil que bacterias del género Brucella se expandan hacia otros ecosistemas y con
ellos a otros hospederos, dado que la formas y vias de propagacion para este patégeno
son diversas. Por ejemplo, se sabe que puede propagarse por bioaerosoles, tiene
“aquaporinas que le permiten vivir en el ambiente acuéatico” (Rodriguez et al., 2000).
Por ejemplo: presenta “el fendmeno de Quorum Sensing (QS)” el cual genera la
resistencia a antibiéticos (Terwagne et al., 2013) y con el descubrimiento de nuevas
caracteristicas como el flagelo en Brucella melitensis (Ferooz y Letesson, 2010), sirve
como antecedente para mencionar que la identificacién y el aislamiento de Brucella en
diversos animales aumenta el nimero de especies a 16 (Hull y Shumaker, 2018).

Dichas especies se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Nuevas y antiguas especies del género Brucella. *

Especie Colonia tipo Hospedero natural Zoonosis Afio de primo aislamiento
Ovejas, cabrasy
B. melitensis Lisa camellos Si- Alto Bruce (1893)
B. abortus Lisa Bovinos, alce y bisonte Si—Alto Schmidt (1901)
B. suis Lisa Cerdos, jabali, liebres Si—Alto Huddleson (1929)
y reno/ carib
B. ovis Rugosa Ovejas No reportado Buddle (1956)
B. neotomae Lisa Rata del desierto Si - Bajo Stoenner and Lackman (1957)
B. canis Rugosa Perros Si - Moderado Carmichael and Bruner (1968)
B. ceti Lisa Cetaceos Si - Bajo Foster et al. (2007)
(B. delphini)
B. Pinnipedialis Lisa Pinnipedos Si - Bajo Foster et al. (2007)
(B. phocae)
B. microti Lisa Zorros rojos y No reportado Scholz et al. (2008)
campafioles (roedores del
campo)
B. inopinata Lisa Human Si - Medio Scholz et al. (2009)
B. papionis ) Babuinos (Papio spp.) No reportado Whatmore et al. (2014)
B. vulpis ?) Zorros rojos (Vulpes No reportado Scholz et al. (2016)
vulpes)
B. Inopinata — Lisa Rana toro africana y No reportado Soler-Lloréns et al. (2016)
09RB8471 rana arboricola de ojos
grandes
B. UK8/14 ) Rana arboricola No reportado Whatmore et al.,( 2015)
Brucella NFXXXX ) Rata australiana No reportado Cook et al.,( 1964)
B. sin identificar ?) Raya de arrecife No reportado Eisenberg et al.,( 2016)

*Modificado de Hull y Shumaker, 2018; Amr y Waild, 2018
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Algunos autores sugieren que las especies de Brucella de los mamiferos marinos se
pueden transmitir al ingerir peces crudos (ceviche de pescado crudo) o el contacto con
mamiferos marinos infectados y secreciones en el agua de mar (Sohn et al., 2003;
McDonald et al., 2006). “La evidencia de apoyo proviene de la infeccion experimental
de bagres del Nilo, con una especie terrestre, B. melitensis, la cual se aislé de higado
y bazo” (The Center for Food Security and Public Health, 2009). Este estudio demostrd
gue los peces son susceptibles a Brucella al igual si éstos son consumidos por los
humanos. No se sabe qué papel o funcidon puedan tener los peces en la transmision o
como depdésitos de infeccién en ambientes acuaticos. Sin embargo, existen reportes
de aislamientos de Brucella de origen marino en personas que consumen

frecuentemente mariscos crudos (Sohn et al., 2003; McDonald et al., 2006).

En el 2010, El-Tras et al. lograron aislar Brucella melitensis en el bagre del Nilo o pez
gato (Clarias gariepinus) de agua dulce, en el 2017, Brucella 141012304 fue aislada
de branquias de una raya de arrecife (Taeniura lymma) por Eisenberg et al. y existe
otro reporte del 2017, donde DNA de Brucella spp. fue identificada en nutrias (Enhydra
lutris lutris) por Burgess et al. (2017) Por casos como los mencionados anteriormente,
algunas organizaciones como la “Comision para la Conservacion de las Fuentes de
Vida del Antéartico (CCAMLR)” y la “Agencia de Proteccion al Ambiente de los Estados
Unidos (EPA)” consideran la brucelosis como una enfermedad ambiental. Lo anterior
debido a que se menciona entre otros patdgenos a Brucella spp. como un organismo
gue estando en el medio ambiente puede afectar algunos animales de la vida acuética
y de la vida terrestre (Ross et al, 1994; Bricker et al, 2000) y la salud ambiental
principalmente. Se desconoce la replicacion intracelular de Brucella en diversos tipos

de células procedentes de diferentes huéspedes (figura 7).
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Macréfagos Células dendriticas Células epiteliales Trofoblastos

Figura 7. Replicacién intracelular establecida por Brucella en determinados tipos de células
procedentes de diferentes huéspedes. Adaptacién de Bargen, 2012 y propio.

En Meéxico, la brucelosis es una zoonosis sujeta a vigilancia epidemiolégica, de
notificacion con caracter obligatorio, con base en “la normatividad vigente, entre ellas
Norma Oficial Mexicana NOM-017-SSA2-1994 y el Manual de Procedimientos
Estandarizados para la notificacion convencional de nuevos casos de enfermedades
del Sistema Nacional para la Vigilancia Epidemiolégica, establecido por la Secretaria
de Salud” (Hernandez et al., 1996).

3.6 Género Brucella.

El género Brucella fue nombrado por el general Sir David Bruce, el cual identifico a
Brucella melitensis como el organismo responsable de la enfermedad llamada Fiebre
de Malta. En 1905, Sir Themistocles Zammit demostré que las cabras infectas
transmitian la brucelosis por medio de la leche (Hull y Shumaker, 2018). Este género
corresponde a la familia Brucellaceae y clase Alphaproteobacteria, morfol6gicamente
son bacterias con forma cocobacilar, Gram negativas, no forman esporas ni toxinas,
no presentan movilidad, son intracelulares facultativas, que en cantidades de 10 a 100

organismos pueden infectar una amplia gama de especies de mamiferos, incluidos los
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humanos y algunos anfibios (Hayoun et al., 2020; Cloeckaert et al., 2000; Eisenberg
et al.,2012). Brucella se aerosoliza facilmente y sobrevive bien después de la
aerosolizacién (Hayoun et al., 2020). La distincion entre especies y biovariedades se
realiza mediante pruebas diferenciales basadas en caracterizacion fenotipica de
antigenos lipopolisacéridos, tipificacion de fagos, sensibilidad de colorantes,
requerimiento de COg2, produccion de H2S y otras pruebas de actividad metabdlica
(Eisenberg et al.,2012). Los ensayos de biologia molecular, como la PCR de Bruce-
ladder, se han empleado como otra herramienta util para la tipificacion molecular de

especies de Brucella de animales o de origen humano (L6pez et al.,2008).
3.7 San Pedro Lagunillas y sus actividades socioecondémicas

El municipio San Pedro Lagunillas pertenece al estado de Nayarit, el porcentaje de la
poblacién econdmicamente activa es de 36.82, cifra inferior a la media estatal, lo que
demuestra las escasas oportunidades de empleo. Las principales actividades
econdmicas del estado son: “actividad agricola, ganadera, pesca, turismo, comercio,
industria (minera, de la construccion y manufactura) y servicios” (INEGI, 2010). De
acuerdo al INEGI, una de las principales actividades que se realizan en el municipio
de San Pedro son la agricultura, la cual se ubicé preponderantemente como la primera
y segunda actividad econdémica en el municipio, seguida por la cria y explotacion de
animales (bovino, porcino, ovino, caprino y aves) y posteriormente la pesca. La pesca
desarrollada en el lago cuenta con 70 socios organizados internamente para la captura
de peces, las especies que se reproducen y se explotan son la tilapia y bagre. Dicha
produccion se destina para el autoconsumo y otra parte se comercializa en el estado

de Jalisco (figura 8).
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Figura 8. Preparacion del pescado para su comercializacion. Propio, 2017

“El municipio cuenta con 7,510 habitantes, segun el censo de INEGI 2010” y con 2,204
viviendas particulares, de las cuales, 111 no poseen agua entubada y drenaje, 25
viviendas carecen de energia eléctrica, ademas, 115 no poseen un excusado 0
sanitario (INEGI, 2010). Por lo anterior, es claro que la falta del servicio sanitario es un
problema de contaminacion para el lago San Pedro, pues segun lo que mencionan
algunos pescadores, existen fugas de aguas negras provenientes del pueblo, asi como
la abundancia de lodo producido en la temporada de lluvias y el cual es arrastrado por
afluentes de rios y arroyos provenientes de los cerros, estancandose finalmente en el
lago. Para tal problema se requiere desazolvar (lo cual es muy caro y no se tiene el
recurso para tal efecto), pues eso dificulta la pesca debido a que el lodo se encuentra
tapando los veneros naturales de gran parte del lago (Pefia et al., 2013). Con ésta y
las demés problematicas expuestas anteriormente entorno a la produccion pesquera
en el municipio, es preciso buscar las alternativas que puedan superar la situacion
actual del lago para su explotacion racional de recursos, aparte de los monitoreos
como los que realiza la Comision Nacional del Agua (CONAGUA). Con el fin de
mantener una vigilancia sobre calidad microbioldgica en los cuerpos de agua en

México hasta el afio 2017, la Red Nacional de Monitoreo (RNM) contaba con 5,028
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sitios donde se evallan pardmetros fisicoquimicos y microbiol6gicos, cuyos objetivos
segun SEMARNAT (2017) son:

“Realizar la evaluacién de las tendencias de la calidad del agua, tanto a nivel nacional,
como por regiones o localidades”.

“Apoyar y en su momento, evaluar el desempefio y cumplimiento de la regulacion para
control de la contaminacion de los cuerpos de agua”.

“Identificar problemas asociados con contaminantes especificos (metales pesados,
compuestos organicos) presentes en el medio acuético”.

“Iniciar el disefio de un sistema de deteccion oportuna de contaminantes para la
proteccion de fuentes de abastecimiento”.

“Cumplir con acuerdos y compromisos internacionales”.

Lo anterior forma parte de programas federales, pero es importante mencionar que la
sociedad también debe involucrarse en actividades para crear un mejor entorno y
preservar los cuerpos de agua. En el municipio de San Pedro Lagunillas, donde se
desarrolld esta investigacion, algunas de las acciones registradas que se realizaron
hasta el afio 2017, por parte de la sociedad en conjunto con gobierno fueron participar
en campafnas de limpieza del rio San Pedro, colocar contenedores en el mirador del
lago San Pedro, Capacitacion en la Comisién Nacional del Agua y Comision Estatal
del Agua para llevar a cabo las platicas en escuelas primarias y secundarias (Valle,
2017).

3.8 Proceso de crianza de tilapia en el lago San Pedro

En el lago San Pedro, la especie de tilapia que se cultiva es Orechromis niloticus, la
cual para comercializarla como producto entero fresco eviscerado toma un tiempo de
crecimiento y engorda de 6 a 8 meses. Es importante mencionar que para la
comercializacién el tiempo de entrega es un lapso no mayor a 24 horas (CONAPESCA,
2010).

Las presentaciones para la comercializacion de tilapia son: a) fresca eviscerada y b)

fresca eviscerada sin escamas y agallas. Estas presentaciones son con base en la
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FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion), dado
gue durante el periodo 2005 al 2009 establece las presentaciones de tilapia a nivel
mundial para su exportacion y comercializaciéon en el mercado. En la figura 9 se
muestra los meses de mayor venta de tilapia en el estado y en el diagrama de flujo

(figura 10) el proceso anteriormente explicado.

Movimientos del Precio de la Tilapia de Cultivo
Fresca Eviscerada

Escala del Precio

See ﬂ-ﬂ-

Figura 9. Meses de mayor venta y costos de tilapia, cultivada en el lago San Pedro, Nayarit.
México

Gobierno estatal principal
abastecedor de alevines

alevines de O. niloticus
(30 a 60 dias de crecimiento)

Lago de San Pedro cultiva O. niloticus, durante
6 a 8 meses hasta alcanzar talla comercial

Presentacion de venta al mercado: producto entero
fresco eviscerado

Ventas locales, Jaliscoy CDMX

Figura 10. Diagrama de flujo del proceso de cultivo hasta venta de tilapia, cultivada en el lago
San Pedro, en el municipio de San Pedro Lagunillas, Nayarit.
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3.9 Caracteristicas de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)

La tilapia nil6tica o tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) es un pez teledsteo que
presenta resistencia a enfermedades y alta capacidad de tolerar el estrés bibtico y
abidtico, lo que lo hace una especie rentable para la acuicultura (Diaz y Girén, 2014).
“Es una especie tropical que prefiere vivir en aguas someras, las temperaturas letales
son: inferior 11-12 °C y superior 42 °C, en tanto que las temperaturas ideales varian
entre 30 °C y 36 °C” (FAO, 2005). “En estanques, la madurez sexual la alcanzan a la
edad de 5 6 6 meses; el desove inicia cuando la temperatura alcanza 24 °C y la
incubacién y crianza se completa en un periodo de 1 a 2 semanas, dependiendo de la
temperatura. EI nUmero de huevos es proporcional al peso del cuerpo de la hembra.
Un pez hembra de 100 g desovara aproximadamente 100 huevos, en tanto que una
hembra con peso de entre 600 y 1,000 g podr& producir entre 1,000 y 1,500 huevos.
“Latilapia del Nilo puede vivir mas de 10 afios y alcanzar un peso de 5 kg” (FAO, 2005).
Por las diversas razones anteriormente mencionadas, la tilapia es el pez dulceacuicola
ampliamente distribuido en regiones tropicales y subtropicales alrededor del mundo
(Diaz y Giron, 2014).

3.10 Sistema inmunolégico en pez vertebrado

La respuesta inmune de los peces teledsteos, presenta similitudes con los vertebrados
superiores y este es afectado cuando el estado de salud es deficiente (Rubio, 2010).
El estado de salud de una poblacién, se pone en riesgo cuando las condiciones del
entorno en el cual se desarrollan no son favorables. “Existen una serie de factores que
influyen en el desarrollo de una respuesta favorable y en algunas ocasiones lo
deprimen significativamente. Estos factores se clasifican en: factores intrinsecos o
aguellos inherentes al pez como la edad y el estado sanitario y los factores extrinsecos
como la temperatura, los cambios de estacion y los parametros abioticos del agua”
(Olabuenaga, 2000).
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El sistema inmune de los peces al igual que en los vertebrados superiores puede ser
dividido en dos tipos: “Inmunidad innata, natural o inespecifico e inmunidad adquirida
o especifica. El primero es el que posee todos los seres vivos desde el nacimiento,
formado por componentes celulares y humorales y el segundo involucra la produccién
de anticuerpos a través de un reconocimiento especifico del antigeno, ademas
participan elementos celulares” (Rubio, 2010; Olabuenaga, 2000). Ambos sistemas se
ven influenciados por diversos factores por ejemplo la edad del pez. “En el caso de los
teledsteos, el sistema defensivo estd compuesto de subpoblaciones de leucocitos que
incluyen los linfocitos B y T, los granulocitos, los trombocitos, los macréfagos y las
células citotéxicas inespecificas. Para comprender las reacciones inmunes de defensa
desarrolladas por los peces contra los diferentes patdégenos se requiere un amplio

conocimiento de la biologia de los linfocitos” (Olabuenaga, 2000).
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4. JUSTIFICACION

En la actualidad no existe suficiente informacion sobre la calidad microbiolégica del
agua del lago San Pedro, Nayarit y sus posibles fuentes de contaminacién. Tampoco
si las condiciones de crianza de peces que ahi se cultivan modifican al ecosistema al
igual que las actividades agropecuarias que se realizan cerca del lago. Dada esa
situacion, existe la posibilidad de encontrar bacterias del género Brucella como un
contaminante de origen zoonatico, dado que Brucella spp. no solo afecta a mamiferos
terrestres y marinos, sino que también se ha encontrado en peces y anfibios como en
caso de mantarrayas y ranas. En la actualidad se desconoce la interaccion de las
bacterias del género Brucella con tilapia (Oreochromis niloticus). Por ello, el interés de
realizar este estudio que generara conocimiento basico de la movilidad de Brucella a
nuevos ecosistemas como es el agua, a la tilapia y el impacto en las actividades
socioeconOmicos y de salud en San Pedro, Nayarit. Ademas, como el lago constituye
una fuente de ingresos por sus actividades socioeconémicas, se hace necesario este
tipo de estudios para establecer el grado de contaminaciéon del agua y buscar al género
Brucella tanto en agua como en la tilapia. Los beneficios de este trabajo iran dirigidos
ala comunidad, productores y a los reportes epidemiolégicos del municipio para alertar
a los productores de tilapia en considerar medidas de precaucion.

5. PREGUNTA CIENTIFICA

¢, Cual es la relacion entre el cultivo de tilapia como actividad socioeconémica de la

comunidad de San Pedro y la contaminacion por Brucella spp?

6. HIPOTESIS

El agua y la tilapia cultivada en el lago San Pedro, Nayarit se contaminan por bacterias
del género Brucella spp. liberadas al ambiente por las actividades socioeconémicas de

la comunidad aledafa.
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7. OBJETIVOS
7.1 Objetivo General

“Evaluar la calidad del agua y presencia de Brucella spp. como problema ambiental
por la contaminacion del agua y de la tilapia cultivada en el lago San Pedro y su

relacidon con las actividades socioeconémicas de esa comunidad”.

7.2 Objetivos especificos

1.- Analizar la calidad microbiolégica del agua del lago durante las cuatro estaciones

del afio en diferentes puntos del mismo.
2.- Estimar la calidad sanitaria de peces del lago durante las cuatro estaciones del afio.

3.- Detectar bacterias del género Brucella como contaminante en el agua del lago San
Pedro

4.- Comparar la homologia del material genético extraido del agua y de la tilapia
cultivada en el lago de San Pedro con el género Brucella para la identificacion de

especie.

5.- Recomendar a la Cooperativa una accion participativa sobre la prevencion de

contaminacion microbiana y Brucella en el lago San Pedro.
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8. METODOLOGIA

8.1 Area de estudio y recoleccion de muestras

El lago San Pedro, de origen volcanico se localiza al oeste del Eje Neovolcanico
Transversal Mexicano (Ferrari et al., 2003). Sus coordenadas geograficas son
21°12'33"N, 104°43'37"0O (Figura 11) con una altitud de 1,261 msnm, area de captacion
de 2.96 km? y una profundidad (determinada en este estudio) de 7 m. La region
presenta clima célido, himedo y subhimedo (temperatura media anual 22.9°C) con
lluvias en verano y precipitacion anual media de 971 mm (Sigala et al., 2017). El lago
es clasificado como de agua dulce y pertenece a una region hidrolégica denominada
Lagos Crater de Nayarit, México (Arriaga et al., 2000; Sigala et al., 2017).
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Figura 11. Ubicacion geogréfica del lago San Pedro en el municipio de San Pedro Lagunillas,
Nayarit.
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La recoleccién de muestras de agua superficial se realiz6 con base al manual de
métodos de muestreo (INECC-CCA, 2010) del Instituto Nacional de Ecologia y Cambio
Climético (INECC), también se aplicaron los lineamientos que establece el APHA
(American Public Health Association) y la norma NMX-AA-042-SCFI-2015 (APHA,
1999, 2017; DOF, 2015). La toma de muestras se realizé en horario de 9:00 a 14:00
horas, en el caso del agua superficial se trazaron 15 puntos en el lago a su vez, se
trazaron cinco sitios de muestreo para colectar los especimenes de peces (por
triplicado) por medio de la técnica de chinchorro. Los ejemplares de tilapia
(Oreochromis niloticus) colectados fueron de talla comercial, se obtuvo un total de 15
peces por estacion del afio. Para estas muestras el analisis de calidad microbiol6gica
fue con base en la “NOM-112-SSA1-1994”. Cabe mencionar que el andlisis
microbiologico de calidad del agua superficial del lago y de los peces, se realiz6 en la
‘Unidad de Tecnologia de Alimentos, Secretaria de Investigacion y Posgrado de la
Universidad Auténoma de Nayarit (UAN)”, en un tiempo menor a 24 horas segun las
normas mencionadas anteriormente.

Para la determinacion de bacterias del género Brucella en agua superficial se trazaron
13 puntos estratégicos, en la figura 12 se aprecian los mapas de los sitios de muestreo.
Las posiciones geograficas fueron establecidas con un GPS (Global Positioning
System por sus siglas en inglés: GPS, GARMIN® eTrex Legend® H), mientras que los
valores de temperatura (°C), salinidad (ppt), conductividad (uS/cm) del agua fueron
determinados por un registrador de datos HOBO U-20 MR, Los valores climatol6gicos
de temperatura del aire (°C), precipitacion (mm) y precipitacién acumulada (mm) de 3
dias previos al muestreo fueron proporcionados por el personal de la Comision
Nacional del Agua (CONAGUA).

La preparacion de las muestras para la busqueda de Brucella spp., se realizé en el
“Laboratorio de Contaminacion y Toxicologia Ambiental, Secretaria de Investigacion y
Posgrado de la Universidad Autonoma de Nayarit”. La caracterizacion e identificacion
de las colonias morfolégicamente presuntivas se realiz6 en el laboratorio de

Patogenicidad Microbiana de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla (BUAP),

'

26

——



donde se llevaron a cabo pruebas fisiol6gicas, bioquimicas y de colorantes especificos
gue establece el manual de procedimientos de laboratorio INDRE/SAGAR (Hernandez

et al.,1996) y Alton et al.1(976), asi como técnicas de biologia molecular.

+ peces @ agua superficial para calidad de agua @ aguasuperficial para busqueda de Brucella spp.

Figura 12. Ubicacion geografica de las estaciones de muestreo en el lago San Pedro, Nayarit.
Elaboracién propia, 2017. A.- Sitios establecidos para toma de muestras de peces y agua
superficial. B.- Sitios de muestreo de agua superficial para basqueda de Brucella spp.

8.2 Determinacion de CT y CF en peces tilapia

La evaluacion de bacterias CT y CF se realizé de acuerdo a la “Norma Oficial Mexicana
NOM-112-SSA1-1994, bienes y servicios. Determinacién de bacterias coliformes.
Técnica del nUumero mas probable”. Para alimentos. En condiciones de esterilidad, se
realizo una solucion de fosfato con un gramo de muestra para piel y branquias. Esta
solucion para cada 6rgano de interés fue alicuotada para realizar las diluciones para
el NMP.

Prueba presuntiva: Se transfirieron alicuotas de 10 mL, 1 mL y 0.1 mL de muestra a

una serie de 3 tubos en medio liquido selectivo de caldo lauril sulfato triptosa (CLST).
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El analisis se realiz6 después de 24 + 2 h de incubacion a 35 °C £ 0.5 °C donde se

observo la presencia de turbidez y formacion de gas.

Prueba confirmativa: De aquellos tubos con produccion de gas, se tomo una asada y
se sembrd “en un numero igual de tubos con medio de confirmacion caldo lactosa bilis
verde brillante. Los tubos se incubaron a 35 + 0.5 °C por 24 + 2 h”. Los resultados se

leyeron con base en las tablas ya establecidas de NMP.
8.3 Determinacién de CT y CF en agua superficial

Las determinaciones de CT y CF se realizo con base en la metodologia de la “Norma
Mexicana NMX-AA-042-SCFI-2015”. Una vez homogenizada la muestra en las bolsas
de Thio bag, se tomaron alicuotas que establece la técnica para cada tubo. Después
de inoculados y cerrados los tubos, se les retird cualquier burbuja dentro de la

‘campana de Durham y se incubaron a 37 °C” por un periodo de 24 a 48 h.

Para el analisis de coliformes fecales se inocularon medios EC (E. coli) con aquellos
tubos positivos para coliformes totales. Los tubos con medio EC se prepararon de
acuerdo a las indicaciones del marbete del producto en condiciones de esterilidad. Una
vez inoculados todos los tubos con sus respectivas campanas de Durham sin burbujas
de aire, se incubaron durante 24-26 h a una temperatura de 44 °C. Se registraron los
tubos positivos y mediante tablas estadisticas establecidas se calcul6 el nimero mas
probable (NMP) para cada serie.

8.4 Analisis estadistico espacio-temporal de calidad microbiolégica en agua

superficial

El andlisis espacio temporal de los resultados fue analizado con una matriz de
correlacion (coeficiente de Kendall) con el programa estadistico IBM SPSS Statistics
23. Se utilizé el programa Surfer 8 para determinar los gradientes de contaminacion
de los CT y CF en la superficie del lago San Pedro. Para el andlisis de correlacion se

aplicé el coeficiente (r) de Pearson’s y la significancia fue basada en un valor de p (p-
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value) menor a 0.05. El coeficiente de correlacion puede presentar valores de -1
(correlacién negativa) a +1 (correlacién positiva). La interpretacion de la correlacion
fue con base a la guia de Evans, donde sugiere que los valores de r: “0.00-0.19 es
muy débil", “0.20-0.39 es débil", “0.40-0.59 es moderado”, “0.60-0.79 es fuerte" y “0.80-
1.0 la correlacion es muy fuerte" (Evans,1996). Los datos obtenidos no se distribuyeron
normalmente, por lo tanto, se aplicd “Kruskal-Wallis” (p <0.05) y asi determinar la

significacion estadistica de los valores obtenidos.
8.5 Identificacion y caracterizacion de bacterias del género Brucella

Las muestras de agua recolectadas para la identificacion y caracterizacion de Brucella
spp. fueron filtradas (100 mL) con la ayuda de un equipo de filtrado multiple al vacio
(ADVANTEC), el tamafio del poro de los filtros de membrana fue de 0.22 um, por cada
filtrado de muestra se recuperdé un filtro y 40 mL de agua en tubos Falcon™ de 50 mL
y se almacenaron en refrigeracion (4 °C) para su transporte (por duplicado). Los filtros
de las muestras de agua, los hisopados de piel de tilapia, asi como una asada de
macerado de branquias se sembraron por extensién en placa en medio selectivo
BRUCELLABUAPMT, el cual se prepard con colorante violeta de etilo al 0.01% Yy sin
colorante; ambos medios fueron formulados con los siguientes antibiéticos: nistatina
100 U/ mL, acido nalidixico 5 U/mL y ciclohexemida 100 ug/mL (Alton et al.,1976). Las
placas de agar se incubaron a 37 °C en condiciones de atmésfera de CO: al 5%, se
monitore6 el crecimiento de las colonias a las 24, 48 y 72 h. Las colonias que
presentaron una morfologia caracteristica de Brucella spp. (pequefias colonias
puntiformes, sin coloracion o un tenue color salmon, generalmente translicidas) fueron
aisladas nuevamente en medios BRUCELLABUAPMT con y sin colorante, se incubaron
los medios en tensiones de CO:2 al 5% a 37 °C y se verificd crecimiento colonial a las
24 y 48 h. Una vez observado crecimiento, se realizé una tincion Gram a cada
aislamiento para observarse en el microscopio con ayuda de aceite de inmersiéon a
100x y se registraron aquellas en la cuales la formologia eran cocobacilos Gram

negativos. A estas colonias morfologicamente caracteristicas se les sometié a pruebas
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de actividad metabdlica, los pasos de la metodologia mencionada se pueden observar

en la figura 13.

Figura 13. Identificacion morfolégica de Brucella spp. A. Medio BRUCELLABUAPMT con
antibioticos, con colorante y sin colorante. B. Purificacién de colonias presuntivas C. aislamiento
de colonia morfolégicamente caracteristicas. D. Colonias Gram negativas cocobacilares.

8.6 Pruebas de actividad metabdlica para bacterias del género Brucella.

Los medios utilizados para las pruebas de actividad metabdlica (figura 14) fueron:
“agar hierro triple azucar (TSI), agar hierro lisina (LIA), citrato de Simmons, con medio
MIO (Movilidad-Indol-Ornitina)” se determiné la movilidad, produccion de indol y la
actividad enzimatica ornitina descarboxilasa. Medio urea de Christensen y medio TSA
(Agar de Soya tripticasa) para la produccion de H2S. Se tomo una colonia de Brucella
spp. y se incubd a 37 °C por 24 h. Adicionalmente se efectuaron las pruebas de oxidasa
y catalasa. La prueba de urea de Christensen se monitore6 cada 15 min, 30 min, cada
hora, 24 y 48 h.

'

30

——



Figura 14. Pruebas bioquimicas para actividad metabdlica.

8.7 Pruebas especificas para el género Brucella

Esta prueba consiste en tipificacion con colorantes, los cuales se prepararon con
medio base BRUCELLABUAPMT y se le afiadieron los colorantes tionina (1: 25,000),
tionina (1: 50,000), safranina (1: 10,000) y fucsina (1: 50,000), método descrito por
Herndndez et al. (1996). En la tabla 2 se presentan las concentraciones para los
colorantes. Se realizaron suspensiones bacterianas en solucién salina isotonica (SSI),
posteriormente se ajustaron a una densidad 6ptica de 1.4 a 600 nm. Con la ayuda de
un asada de dilucion, cuya pelicula blanca fuese apreciable, se trazaron de afuera
hacia adentro cinco lineas paralelas en la primera seccion de cada placa. Se repiti6 el
proceso, se inoculé el segmento adyacente de cada juego de placas por muestra
procurando no tocar las estrias entre si, la cepa problema se siembra en una sola placa
con tres cepas de referencia, como se observa en la figura 15, se incubaron a 35 °C
con tension parcial de CO:z al 5% y se observd su crecimiento a las 24, 48 y 120 h.
Para aquellas colonias que resultaron positivas a las pruebas anteriores se les extrajo

el ADN (figura 16) para continuar con el analisis de biologia molecular.
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Tabla 2. Concentracién y volumen de colorantes para la preparaciéon de pruebas de tipificacion
de bacterias del género Brucella

Fucsina basica 0.2% 40 mL 1/50,000
Tionina 0.2% 40 mL 1/50,000
Tionina 0.2% 80 mL 1/25,000

Safranina 0.5% 20 mL 1/10,000

Figura 15. Siembra en medio BRUCELLABUAPMT para tipificacion

Figura 16. Extraccion y purificacion de ADN gendmico (A -C) y medios con colorantes especificos
para laidentificacion de la especie (D).
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8.8 Deteccion molecular para bacterias del género Brucella.

La extraccion y purificacion del ADN gendmico de las colonias que resultaron positivas
al género Brucella se realizé con el ZymoBIOMICSMT DNA Miniprep Kit, de acuerdo a
las indicaciones del proveedor. La integridad del ADN fue verificada mediante
electroforesis en gel al 1.5% de agarosa, su concentracion fue determinada en un
espectrofotometro NanoDrop 2000, Thermo SCIENTIFICMR, |a pureza se evalud
mediante la relacion 260/280 nm >1.8. El ensayo para la diferenciacion e identificacion
de presuntos aislamientos de Brucella spp., B. melitensis M16 (ATCC 23456) y B.
abortus 2308 (vacuna ATCC) y B. suis biovar 1(cepa 1330) se realizé con GoTaqR
Green Master Mix (2x) de PROMEGA (Ref. M7122) 12.5 uL, cebador directo 0.4 uM,
cebador inverso 0.4 yM, ADN templado 1.5 uL (250 ng) y se ajust6 a un volumen final
para cada reaccion a 25 pL con agua libre de nucleasas, lo anterior con base en las
especificaciones de la marca PROMEGA. La mPCR (reaccién en cadena de la
polimerasa) se ejecuté en un termociclador MiniPCR™ con las condiciones que se
aprecian en la tabla 3; los iniciadores aplicados en este ensayo se presentan en la
tabla 4. Los productos de la mPCR fueron analizados en gel de agarosa al 1.3% segun
las especificaciones del marcador de peso molecular (MPM) 100 bp DNA Ladder
marca PROMEGA, donde se utilizaron 5 yL de MPM, 2 uL de bufer de carga
Blue/Orange 6x marca PROMEGA y 7 uL de producto de PCR, los productos
amplificados fueron observados en un fotodocumentador MultiDoc-It™ System

Imaging System-UVP.

Tabla 3. Ciclo de temperaturas adecuadas para la PCR multiple

Desnaturalizacion 95 180 1
inicial

Desnaturalizacion 95 60 30
Alineacién 50 45

Extension 72 180

Extension final 72 360 1
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BMEI0998f

BMEIO997r

BMEII0843f

BMEII0844r

BMET774f

BME774r

BMEII0428f

BMEII0428r

BMEI0535f

BMEIOS536r

BR0953f

BRO953r

Bru ab2f

Bru ab2r

BMEII0987f

BMEII0987r

“‘“ATC CTATTG CCC CGA
TAA GG”

“GCT TCG CAT TTT CAC
TGT AGC”

“TTT ACA CAG GCA ATC
CAG CA”

“GCG TCC AGT TGT TGT
TGATG”

“TCG TCG GTG GAC TGG
ATC AC”

“‘ATG GTC CGC AAG GTG
CTTTT”

“GCC GCT ATT ATG TGG
ACT GG”

“AAT GAC TTC ACG GTC
GTT CG”

‘GCG CATTCTTCG GTT
ATG AA”

“CGC AGG CGA AAA CAG
CTA TAA”

“GGA ACA CTA CGC CAC
CTT GT”

“GAT GGA GCA AAC GCT
GAA G”

“TGA GCG GTG ACA GCC
AAG G”

“‘GCC AGA ACC CAG CTT
CAG A”

“CGC AGA CAG TGA CCA
TCA AA”

“GTATTC AGC CCC CGT
TAC CT”

1,682

1,071

774

587

450

272

215

152

“Glycosyltransferasa,
gen wboA”

“Proteina de la
membrana externa,
gen omp31”

“Fragmento de la
region twbkF-wbkD”

“Catabolismo del
erittriol, gen eryC (D-
eritrulosa - 1 - fosfato

deshidrogenasa)”

“Antigeno
inmunodominante,
gene bp26”

“Proteina de union al
transportador ABC”

“Proteina que contiene
repeticion de cadena
beta asociada a
autotransportador”

“Regulador
transcripcional, familia
CRP”

Todos los iniciadores fueron elaborados por la compafia UNIPARTS
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Tabla 4. Iniciadores utilizados para identificacion de Brucella spp.

“Yemulapalli et al.,
1999; Garcia et al.,
2005; Lopez et
al.,2008”

“Vizcaino et al.,1997;
Lépez et al., 2008”

“Lopez et al., 2008;
Zygmunt et al., 2009”

“Sangari et al., 1994;
Lopez et al., 2008”

“Cloeckart et al.,2000;
Lépez et al., 2008”

“Paulsen et al., 2002;
Hallin et al., 2005”

“Alamian et al., 2019”

“Rajashekara et al.
2004; Lopez et al.,
2008’
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8.9 Aplicacion del plan de accion participa a la Cooperativa de Pescadores de
San Pedro Lagunillas

Con base en la metodologia investigacién-accion participativa propuesta por
Colmenares (2012). Se aplicaron las siguientes fases: Fase 1, descubrimiento de la
tematica; Fase 2, construccion del plan de accién por seguir en la investigacion; Fase
3, ejecucion del plan de accién y la Fase 4, corresponde al cierre de la investigacion.
La Fase 1 se desarroll6 de acuerdo a los antecedentes de la situacion de la Brucelosis
en el estado, los resultados microbioldgicos y fisicoquimicos obtenidos en este estudio.
Una vez analizados los resultados y mapas de distribucion espacio temporal de CT y
CF, se continuo con la Fase 2. La cudl consistié en elaborar una presentacion y
material de apoyo para impartir una conferencia con la Cooperativa de Pescadores de
San Pedro Lagunillas. A la vez se realizaron las gestiones necesarias para llevar a
cabo la actividad mencionada. La Fase 3 se desarroll6 en el auditorio de la presidencia
Municipal de San Pedro Lagunillas. En donde se abordaron temas de seguridad e
higiene en el manejo de tilapia, tema impartido por el Dr. Edgar Ivan Jiménez Ruiz,
contaminacion por coliformes y el tema de zoonosis generado por bacterias del género
Brucella. Estos ultimos impartidos por Lesset del Consuelo Ramos Ramirez.
Finalmente, la Fase 4 que corresponde al cierre de la investigacién consistiéo en una
reunion con la Cooperativa de pescadores para exponer los resultados de la
investigacion y recomendar una accion participativa al sector productivo sobre las
condiciones de seguridad e higiene en las areas que resulten afectadas en el
procesamiento de la tilapia en el lago San Pedro, enfatizando a Brucella spp. como un
agente infectocontagioso capaz de propagarse hacia nuevos hospederos y sefialando

los riesgos que conlleva su aparicion.

Una vez concluida la reunién se generdé un documento en el que el Presidente de la
Cooperativa agradece los resultados y recomendaciones, dejando abierta la

posibilidad de continuar colaborando en investigaciones en este ecosistema.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION
9.1 Calidad microbiolégica del lago San Pedro, Nayarit.

Los parametros meteoroldgicos, microbiolégicos de agua superficial y fisicoquimicos
monitoreados durante las cuatro estaciones en el lago San Pedro se presentan en la
tabla 5. Los resultaron mostraron que, durante el verano y otofio la precipitacion es
mayor, mientras que en los periodos de sequia primavera e invierno, la precipitacion
es menor. El promedio anual de precipitacion estimado en el area de estudio fue de
65.48 mm. Con respecto a la temperatura del agua superficial, esta varid
estacionalmente de 18.29 + 0.26 °C a 27.03 = 0.46 °C, donde los valores mas altos
registrados fueron durante el verano y los mas bajos en el invierno. EI comportamiento
para la temperatura del aire fue de 17.50 °C en el otofio y la maxima de 26 °C en el
verano. Acerca de la conductividad y salinidad del agua del lago, los valores mas altos

fueron registrados en primavera y los minimos en invierno.

Tabla 5. Parametros meteorolégicos, microbiolégicos y fisicoquimicos

Primavera 87.18 31.72 24.73 0.0 22.30 374.44 0.18
(+68.71)  (+18.07)  (0.55) (£7.35E-15) (£0.69) (+0)
Verano 220.45 112.27 27.03 11.80 26.00 327.44 0.16
(+156.03) (+110.45)  (0.46) (£0) (+1.83E-15) (£0.97) (£0)
Otofio 420.04 130.91 20.04 22.30 17.50 319.64 0.15
(£197.39) (+132.72)  (+0.22) (+7.35E-15) (+0) (£0.27) (+0)
Invierno 113.31 55.71 18.29 0.0 18.75 308.22 0.15
(+47.52)  (¢36.23)  (0.26) (+0) (£0.94) (+0)

Con respecto a la salinidad, se registraron valores minimos de 0.15 ppt durante el
invierno y los maximos durante el verano de 0.18 ppt. Los bajos niveles de salinidad

observados durante el periodo de muestreo son caracteristico del ecosistema, el cual
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es de agua dulce. El andlisis microbiolégico de CT en agua superficial varié de un
minimo de 87.18 MPN/100 mL en el verano a un maximo de 420.04 MPN/100 mL en
el otofio. Los resultados de CF fueron de comportamiento similar a los de CT, donde
el valor minimo fue de 31.72 MPN/100 mL en primavera y el maximo de 130.91
MPN/100 mL en otofio. Durante la primavera y el invierno, los valores de los CF de la
superficie del agua fueron menor a 100 NMP/ 100 mL, por lo tanto, se clasifica como
no contaminada y de excelente calidad, de acuerdo a lo establecido por CONAGUA
(Comision Nacional del Agua, 2016), como se presenta en la tabla 6. Durante el verano
y el otofio los valores fueron de 112.27 y 130 NMP/ 100 mL, respectivamente, y se
ajustan a la clasificacién de agua de buena calidad con calidad satisfactoria para la

vida acuatica y para uso recreativo con contacto primario.

Tabla 6. Escala de clasificacion de calidad de agua superficial con base en CF. CONAGUA, 2016

Criterio

(NMP/100 ml) Clasificaciéon Color

EXCELENTE

CF < 100
No CONTAMINADA
BUENA CALIDAD

100 < CF < 200 AGUAS SUPERFICIALES CON CALIDAD
SATISFACTORIA PARA LA VIDA ACUATICA Y PARA USO
RECREATIVO CON CONTACTO PRIMARIO

200 < CF < 1,000 AGUAS SUPERFICIALES CON CALIDAD

SATISFACTORIA COMO FUENTE DE ABASTECIMIENTO
DE AGUA POTABLE Y PARA RIEGO AGRICOLA

CONTAMINADA

1,000 < CF = 10,000 | AGUAS SUPERFICIALES CON CONTAMINACION
BACTERIOLOGICA

FUERTEMENTE CONTAMINADA

CF > 10,000 AGUAS SUPERFICIALES CON FUERTE
CONTAMINACION BACTERIOLOGICA

Respecto a lo establecido por la EPA, los resultados para CF y CT fueron menores a
los del limite maximo permisible (<1000 MPN/100 mL) para agua superficial. En la
figura 17 y 18, se presentan la distribucion espacio temporal de los diferentes puntos
de muestro durante el periodo estacional 2016-2017.
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Figura 17. Distribucién espacio temporal de CT en el lago San Pedro durante el periodo
estacional 2016 - 2017, donde A, B, C y D corresponde a primavera, verano, otofio e inverno
respectivamente. La carga bacteria de CT para agua superficial por sitio de muestreo fue de 28
a 920 NMP/100 mL

En la figura 17 se puede observar que en el centro del lago la carga bacteriana de los
CT es menor y varia de 20 a 180 NMP/100 mL. Al contrario de lo que se presenta en
ciertos puntos de la periferia del lago, la cual durante el otofio y el verano presenta
altas cuentas CT, los cuales van desde 730 a 920 NMP/100 mL durante el otoiio y de
413 a 540 MPN/100 mL durante el verano. Ademas, los puntos de muestreo cerca del
arroyo que desemboca en el lago muestran valores CT similares de 445 MPN/100 mL
en otofo y 413.33 NMP/100 mL en verano. Otro sitio importante donde se obtuvieron
valores superiores a 200 MPN/100 mL fue el &rea circundante de un restaurante y el
lugar donde los pescadores mantienen sus embarcaciones; con una carga bacteriana
de 920 MPN / 100 mL para el otofio y 376.6 MPN/100 mL para el verano. Finalmente,
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uno de los lugares mas cercanos a la planta geotérmica Compostela-Chapalilla y al
camino, donde se observo que el ganado pastaba y entraba al lago, mostré valores de
730 durante el otofio y 260 durante el verano de MPN/100 mL. Por otro lado, con
respecto a los CF Segun CONAGUA, el limite maximo permitido para aguas
superficiales es de 1000 MPN/100 mL, el agua con valores mayores a los establecido
es considera como agua superficial con contaminacion bacteriolégica (Comision
Nacional del Agua, 2016). En la figura 18 se muestran los valores de CF del lago San

Pedro y estos valores no exceden el limite maximo permitido.

"
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Figura 18. Distribucion espacio temporal de coliformes fecales en el lago San Pedro durante el
periodo estacional 2016 - 2017, donde A, B, C y D corresponden a primavera, verano, otofio e
invierno respectivamente. La cuenta microbiana por CF para agua superficial por sitio de
muestreo fue de 9 a 476.6 NMP/100 mL

Los resultados demostraron los mayores valores de coliformes en periodos de lluvia.

Lo cual coincide con reportes de otras investigaciones en ecosistemas de cuerpos de
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agua dulce (Hamilton y Luffman, 2009; Islam et al., 2017). Durante el verano se registrd
una precipitacion acumulada de 11.80 mm y en otofio de 22.30 mm. Ha sido reportado
gue la lluvia es un factor que influye en la permanencia y sobrevivencia de CT y CF
(Gonzélez et al., 2010). Los CT y los CF tuvieron una mayor presencia durante la
temporada de lluvias que en las sequias. Ademas, en la temporada de lluvias, los sitios
cercanos al arroyo mostraron valores de 240 MPN/100 mL para el verano y 270
MPN/100 mL para el otofio. Los valores mas altos registrados fueron sitios adyacentes
a la carretera Compostela-Chapalilla y la planta geotérmica, los resultados fueron
476.6 MPN / 100 mL durante el otofio y 433.33 MPN/100 mL para el verano. No
obstante, con estos valores aun se clasifican como aguas superficiales aceptables
para el consumo agricola y humano. Con respecto a los menores valores registrados
de CF, se determinaron en sitios cerca del centro del lago durante todo el periodo
estacional, con un valor minimo de 15.5 NMP/100 mL para el verano y un maximo valor
de 41 NMP/100 mL durante la primavera.

Las actividades ganaderas como el pastoreo que se desarrollan alrededor de los
cuerpos de agua pueden afectar su calidad a escala local y paisajistica (Belsky et
al.,1999; Hennani et al., 2012). Existen reportes en el que los animales domésticos en
una cuenca endorreica pueden causar altos niveles de CF y han sido la fuente mas
importante en comparacién con los residuos antropogénicos (Belsky et al., 1999;
Hennani et al., 2012). La contaminacion por CF en el lago San Pedro podria atribuirse
a contaminacion antropogénica y animal, este Gltimo derivado de la cria y el pastoreo
de ganado que se lleva a cabo en la periferia y ribera del lago. Ademas, el arroyo San
Pedro fluye cerca de corrales de cria de ganado y areas urbanas antes de desembocar
al lago San Pedro. debido a esto, los contaminantes como la materia fecal del ganado
y de humanos pueden ingresar por arrastres y escorrentias en las aguas superficiales
y tener efectos perjudiciales sobre la calidad del agua.
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9.2 Calidad microbiolégica en peces

La cuenta microbiolégica de CT y CF se presenta en la tabla 7, donde la mayor
densidad de CT en piel de pez tilapia se registré en primavera con 42.74 MPN / g,
mientras que el otofio se registrd la mas baja con 1.46 MPN / g. Con respecto a los CF
en este mismo tejido, el valor promedio mas alto fue 1.66 MPN / g en invierno y el valor
mas bajo de 0.20 MPN / g en otofio. Por otro lado, las muestras recolectadas de las
branquias durante el verano presentaron la mayor carga bacteriana de CT y CF, que
fueron 13.84 MPN / g y 4.12 MPN / g, respectivamente. Segun la NOM-242-SSA1-
2009, solo los CF se consideran indicadores sanitarios y el limite maximo permitido es
400 MPN / g. Con base en la norma anterior, la tilapia del lago San Pedro es adecuada
para “la captura, extraccidon, procesamiento, conservacion, almacenamiento,

distribucion, transporte, venta o importacion de productos pesqueros”.

Tabla 7. Coliformes totales y fecales en piel y branquias de peces tilapia

Periodo CT en branquias CFen CT en piel MPN/g CF en piel

estacional MPN/g branquias MPN/g
MPN/g

Primavera 0.4 (x0.31) 0.4 (x0.31) 42.74 (+67.64) 0.38 (+0.40)

Verano 13.84 (£22.53) 4.12 (£7.24) 10.18 (+7.64) 0.96 (+0.76)

Otofio 2.68 (x0.94) 1.30 (x0.77) 1.46 (¥1.92) 0.20 (x0)

Invierno 4.90 (+3.50) 3.50 (¥2.62) 3.52 (+4.35) 1.66 (+1.22)

En cuanto al resultado de la presencia de CT y CF en la tilapia tanto en piel como en
las branquias, que se presentaron por debajo de los limites establecidos, podria
explicarse inmunolégicamente, dado que la piel del pez constituye la primera linea
defensiva contra los patdégenos, asi como las membranas mucosas que alinean las
branquias. Ademas, esto se correlaciona con la baja cuenta de CT y CF del lago San

Pedro, que es la primera fuente de contaminacion.
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Otro factor importante que determina la supervivencia de los microorganismos en el
agua superficial es la temperatura (Pachepsky et al., 2014). Las bacterias mesofilicas
crecen favorablemente entre 20 y 45 °C, con un intervalo 6ptimo de temperatura de
crecimiento de 30-40 °C (Jay et al., 2000). Se ha establecido una relacién directa entre
los CF y la temperatura del agua (Chigbu et al., 2005), sin embargo, en este estudio,
no se encontré dicha relaciéon con ninguno de los analisis microbiolégicos (CT y CF),
a pesar de que la temperatura del agua del lago San Pedro fue cercana a la 6ptima

para muchas bacterias mesofilicas en el sistema natural.
9.3 Andlisis estadistico de variables microbioldgicas y fisicoquimicos

Se utilizé un analisis de correlacion (r) de Pearson para determinar las relaciones entre
los parametros microbiologicos y fisicoquimicos, con el fin de analizar la influencia de
las condiciones abidticas en los recuentos microbianos. En las tablas 8 y 9 se
presentan los analisis estadisticos por “matriz de correlacion de Pearson” de los
resultados obtenidos. Los valores de la temperatura del aire y la temperatura del agua
superficial se correlacionaron minimamente con la carga microbiana. Sin embargo, se
observo una influencia positiva con una correlacion fuerte y moderada entre la lluvia
con CT (r = 0.70, p < 0.05) y CF (r = 0.40, p < 0.05), respectivamente. Ademas, se
registrd una correlacién positiva y significativa para la temperatura del agua con la
temperatura del aire (r =0.93, p < 0.05), lo que indica una estrecha relaciéon entre estas
dos variables. La relacion entre la salinidad y la conductividad también fue fuerte y
positiva (r = 0.99, p < 0.05). Del mismo modo, la temperatura del aire tiene una
correlacion positiva y fuerte con la conductividad y la salinidad (r = 0.85, p < 0.05). Por
otro lado, la relacion entre la temperatura del agua con la conductividad especifica y la
salinidad tiene una correlacion positiva y moderada (r = 0.57). Asimismo, la correlacion

entre CT y CF también fue moderada y positiva (r = 0.55, p <0.05).
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Tabla 8. Matriz de correlacién entre pardmetros microbiolégicos, meteoroldgicos y
fisicoquimicos del agua superficial

CTenagua CFenagua Conductividad d T°Cenagua Precipitacion T°C
especifica ambiente
CTenagua  Correlaciénde 1 .559~ -299 -299 -128 704 -257"
P 000 020 020 330 000 047
N 60 60 60 60 60 60 60
Crenagua  Correlacidnde 559~ 1 =233 =231 .019 405~ -021
Pearson (r)
P - valor .000 .073 .076 885 .001 873
N 60 60 60 60 60 60 60
Conductivida  Correlacién de -299 -233 1 .998™ 577 -.363" 390"
e 020 073 000 000 004 002
N 60 60 60 60 60 60 60
Salinidad Correlacién de -.299° =231 998 1 584 -.356" 395
Pearson (r)
P - valor .020 .076 000 000 .005 .002
N 60 60 60 60 60 60 60
T°Cenagua  Correlaciénde -128 .019 577 584~ 1 -011 932+
Perontc) 330 885 .000 .000 935 .000
N 60 60 60 60 60 60 60
Precipitacién  Correlacién de 704 405+ -.363 -.356" -011 1 -193
i 000 001 004 005 935 140
N 60 60 60 60 60 60 60
T°C Correlacién de -257 -021 .390" .395~ 932~ -193 1
ardlems.  pewsonld) 047 873 002 002 000 140
N 60 60 60 60 60 60 60

Tabla 9. Matriz de correlacion entre parametros microbiolégicos, meteoroldgicos y
fisicoquimicos de piel y branquias de peces.

CTen CFen CTen CFenpiel T°Cenagua T°Cenel C
branquia branquia piel ambiente
jow  oedalde 1 949+ 0122 0.159 0.171 0.306 0,189 0193 0.087
- valor 0 0.608 0504 0472 0.189 0424 0416 0714
N 20 2 2 2 2 20 20 2 2
Fe,  Suddide 949+ 1 0119 0329 0.029 0.148 0297 029 0013
Poalor 0 0619 0.157 0904 0534 0.204 0.205 0956
N 20 2 2 20 2 2 2 2 20
Crenpiel  Correlaciénde 0122 0.119 1 0.085 0.246 0.186 e 469* 0.264
Pesrscn () 0.608 0619 0721 0.295 0434 0.049 0.037 0261
N 2 2 20 20 2 20 20 2 20
CFenpiel  Correlaciénde 0.159 0329 0.085 1 0179 0.036 0382 0373 035
Péarson 0504 0.157 0721 0451 088 0.097 0.105 0.128
N 20 2 2 20 2 20 2 2 2
T'Cenagua  Correlaciénde 0.171 0029 0246 0179 1 933+ 554¢ 547 002
Pesson(r 0472 0904 0295 0451 0 0011 0012 0933
N 2 2 20 2 2 20 20 2 20
T'Cenel  Correlaciénde 0306 0.148 0.186 0.036 9334 1 0399 0392 0.193
arbients!  Pescali} 0.189 0534 0434 088 0 0081 0.087 0416
N 2 2 2 2 2 2 2 2 20
salinidad Correlacién de 0.189 40.297 446* -0.382 554* 0399 1 997+ .35
Poarson (1 0424 0204 0.049 0.097 0011 0.081 0 0.13
N 20 2 20 2 2 20 2 2 20
Conductividad  Correlaciénde 0193 0296 469* 0373 547+ 0392 9974 1 0359
Eesrmenlr 0416 0.205 0.037 0.105 0.012 0.087 0 0.12
N 20 2 2 2 2 2 2 2 2
Precipitacion  Correlacién de 0.087 0013 0,264 0332 0.02 0193 033 0339 1
Searicaln 0714 0956 0.261 0.128 0933 0416 0.13 0.12
N 2 2 2 2 2 2 2 2 2

** “La correlacion de Pearson (r) fue significativa con un valor p menor a 0.01”

* “La correlacion de Pearson (r) fue significativa con un valor p menor a 0.05”




Los resultados de CT y CF por temporada se presentaron y compararon a traves de
diagramas de caja y pruebas de Kruskal-Wallis. Los niveles de CT y CF desde el otofio
fueron significativamente diferentes de la primavera y el invierno (figura 19A y 19B),
de acuerdo con una prueba de Kruskal-Wallis (p <0.01). Los gréaficos presentados en
las figuras 19B y 19C muestran que durante la temporada de lluvias (verano y otofio)
la carga microbioldgica de CT y CF del agua superficial aumenta, pero no en periodos

de sequia (primavera e invierno) (p < 0.05).

A B
1,000.00 500,00
) o
*
800.00 400,00
-d
E
- o
£ 600.00- S 300.00-
5 == 2
e a
2 40000 = 20000
= " ) "
. cannian | =S -
20000 100,00 =
= == =
C — = —
000 : . - - 000 T T . -
Spring Summer Fall Winter Spring Summer Fall Winter
seasons seasons

1,000.00] 500.00]

800.00- 400,007

600.00 T 300.007
200.00] T

TC MPN/100 mL

400.001 T
20000 o
= e _— . o

0.00 T T T 0.00 T T T
0.00 11.80 230 0.00 1180 230
Rainfall (mm) Rainfall (mm)

FC MPN/100 mL

Figura 19. Gréficos de cajas y bigotes que muestran que existen diferencias entre CT y CF con

periodos estacionales y precipitaciones. Las estaciones lluviosas influyen en el aumento de la

carga bacteriana tanto para CT (A) como para CF (B). La lluvia esta positivamente relacionada
con la carga bacteriana para CT (C) y CF (D).
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9.4 Identificacidon de bacterias del género Brucella en agua y peces tilapia del

lago San Pedro

Se logré aislar e identificar 3 colonias de Brucella spp. en agua 1 colonia en verano y
en tilapia, 2 colonias durante el otofio. Sin embargo, las muestras analizadas durante
primavera e invierno fueron negativas. Por los resultados obtenidos se considera que
probablemente por los meses de verano y otofio que son épocas de lluvias, mientras
gue en primavera e invierno prevalece la época de secas, aunado a que hay
investigaciones que indican “mayor cantidad de materia organica y nutrientes disueltos
en el agua en la época de lluvia” (Crawford et al., 1990) que podrian servir de nutrientes

para Brucella spp., sin embargo, debera de investigarse mas adelante.

Las colonias de Brucella spp. se aislaron de agua superficial y piel de pez.
Posteriormente, estas colonias se identificaron mediante tincién de Gram, pruebas de
actividad metabdlica y crecimiento en colorantes. Los resultados de las capacidades
bioquimicas con las cepas de referencia y los aislados de Brucella se presentan en la
tabla 10 y la tipificacion por colorantes se muestra en la tabla 11. Las presuntas
colonias de Brucella aisladas en el agar BRUCELLABUAP™ por capacidades
bioquimicas muestran el perfil bioquimico del género Brucella. Sin embargo, fue hasta
gue se realizaron las pruebas de biologia molecular cuando los resultados
demostraron que en piel de pez existian dos especies distintas de bacterias del género

Brucella.
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Tabla 10. Capacidades bioquimicas para Brucella spp., Brucella melitensis M16 (ATCC
23456) y Brucella abortus 2308

Prueba de Gram — Gram — negativa  Gram — negativa Gram — Gram — negativa

Gram negativa negativa

Morfologia cocobacilar cocobacilar cocobacilar cocobacilar cocobacilar

CO2 positivo crecimiento crecimiento lento crecimiento positivo

lento lento

SCM - - - - -

TSI - - - - -

RM - - - - -

VP - - - - -

LIA - - - - -
Christensen ++ + ++ +++ ++

Urea
Mobilidad - - - - -

Indol - - - - -
Ornitina - - - - -
Catalasa + + + + +
Oxidasa + + + + +

Tabla 11. Tipificacion por sensibilidad a colorantes para bacterias del género Brucella

Tionina - + + - +
(1:50,000)

Tionina - + + - +
(1: 25,000)

Fuscsina + + + + _
(1:50,000)

Safranina + + + + _
(1:10,000)

Se hareportado que el perfil de PCR de B. abortus se distingue del resto de los perfiles
por la ausencia de los fragmentos de 1071y 272 pb (Garcia et al., 2006). Para la “PCR
multiple Bruce-ladder v2.0” (L6pez et al., 2011) de las colonias aisladas se utilizdé una

cepa de referencia B. abortus 2308 y B. melitiensis M16 como control positivo. Para
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confirmar estos resultados, utilizamos cebadores especificos que amplificaron un
fragmento de 215 pb con cebadores Bru ab2, que son especificos de las especies de
B. abortus (Alamian et al., 2019). Por otro lado, la muestra de piel de tilapia capturada
en otofio mostré presuntas colonias de Brucella spp., que luego se confirmé
correspondian a B. suis y B. abortus. La PCR con el ADN del aislado primario amplifico
todos los fragmentos mediante la “PCR multiplex Bruce-ladder v2.0”. Sin embargo, el
perfil de PCR no correspondia con ninguna de las especies de Brucella reportada por
Garcia et al. (2006), debido a que el ADN del aislado primario era una mezcla de
ambas especies identificadas mas tarde. Por lo tanto, se seleccionaron colonias
individuales y se estriaron en nuevo agar BRUCELLABUAPMT para aislar y repetir la
PCR multiple Bruce-ladder v2.0 (Lopez et al., 2011). El perfil de PCR de las colonias
aisladas mostré colonias con un perfil especifico de B. abortus y B. suis,

respectivamente, el cual se presenta en la figura 20.
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Figura 20. Gel de agarosa PCR multiplex Bruce-ladder V2.0 utilizada para confirmar las especies
Brucella aisladas. A) Perfil de PCR que muestra fragmentos de 152, 272, 450, 587 y 774 pb. Carril
1; marcador de peso molecular 100 pb, carril 2; perfil de PCR del aislado de Brucella del agua
superficial, carril 3; aislado de Brucella de piel de pez, carril 4; perfil de PCR B. abortus 2308,
carriles 5; perfil de PCR aislado de Brucella de piel de pez, carril 6; Brucella suis 1330y carril 7,
B. melitensis M16. B) Perfil de PCR que muestra fragmentos de 215, 1071y 1682 pb. Las bandas
de 1682y 1071 pb se resolvieron débilmente en la PCR del panel A), por lo tanto, se amplificaron
en una PCR separada con un fragmento de 215 pb, que es especifico de B. abortus. Carril 1;
marcador de peso molecular 100 pb, carril 2; perfil de PCR del aislado de Brucella del agua
superficial, carril 3; aislado de Brucella de piel de pez, carril 4; perfil de PCR B. abortus 2308,
carriles 5; perfil de PCR aislado de Brucella de piel de pez, carril 6; Brucella suis 1330 y carril 7;
B. melitensis M16.
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Una muestra de agua superficial aislada en verano fue positiva para B. abortus segun
lo confirmado por la PCR multiplex Bruce-ladder v2.0 (Lépez et al., 2011), como se
presento en la figura 20. Para las colonias aisladas de piel de pez, en otofio, el producto
de PCR mostré colonias con un perfil especifico de B. abortus y B. suis. Segun lo
reportado, este es el primer informe de dos especies de Brucella aisladas de la piel de
tilapia (Orechromis niloticus) y solo existe una investigacion donde especies de B.
melitensis se aislaron de la piel, el bazo, el higado y el rifion del bagre del Nilo
(Malopterurus electricus) (El-Tras et al., 2010) En ese estudio realizado con bagre, se
sugirié que este habia sido infectado naturalmente por materiales contaminados de
rumiantes infectados que alcanzan los canales de agua y el contacto directo con el

pez, lo que también puede ser una fuente de brucelosis humana (El-Tras et al., 2010).

En comparacion con el lago San Pedro, las actividades que se realizan son la pesca
de tilapia, el pastoreo de ganado y la agricultura alrededor del lago Se ha reportado
gue Brucella spp. puede sobrevivir en el agua del grifo durante 10 dias a 25 °C o0 57
dias a 8 °C y pH 6.5, pero en presencia de materia organica como orina y heces de
ganado, tierra e incluso agua del lago a 25 °C, puede sobrevivir por mas de 2 afios
(Chichon et al., 2003). En el caso del lago crater de este estudio, la temperatura
promedio del agua en verano y otofio fue de 27.03 = 0.46 °C y 20.04 + 0.22 °C,
respectivamente, por lo que se considera adecuada para permitir a Brucella sobrevivir
y lograr aislarse en las muestras de estudio. Sin embargo, no hay trabajos sobre las
especies de Brucella que sobrevivan en la piel de los peces y podrian ser una fuente
de infeccion para los humanos. Las cepas aisladas probablemente provenian de
mamiferos terrestres, como cerdos infectados con Brucella suis de ganado doméstico
y granjas porcinas, como las que rodean el lago (figura 21) y ganado infectado con
Brucella abortus, esta ultima derivada de la cria y pastoreo de ganado que tiene lugar

en la periferia y en la orilla del lago (figura 21B y 21C).

Es importante mencionar que cuando se realizoé el muestreo fue posible observar que

algunos bovinos ingresaron al lago (figura 21A) y dada la temperatura del agua, la
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materia organica presente en el mismo y la lluvia que transporta desechos animales
de pastizales y entornos urbanos, pudieron ser la fuente de contaminaciéon. Ademas,
como ya se menciong, el arroyo San Pedro fluye cerca de corrales de cria de ganado
y areas urbanas antes de desembocar al lago, los contaminantes como la materia fecal
del ganado doméstico y humano pueden lavarse de manera relativamente facil y rapida

en las aguas superficiales y contaminar el lago crater y los peces que viven alli.

Figura 21. Actividades de ganaderia y pesca en San Pedro Lagunillas. A) Ganado vacuno dentro
del lago san pedro en el verano. B) y C) crianza de ganado vacuno a laribera de lago san pedro.
D) colecta de tilapia para su distribucién local y nacional.

El lago San Pedro es una cuenca endorreica receptora de escorrentias que arrastran
desechos de su alrededor, en parte por la presencia de ganado bovino comun en la
region y residuos agricolas, entre otros. Aungue la Secretaria de Salud reporta que la
region ha disminuido en la incidencia de brucelosis, Nayarit aun no esta libre de esta
zoonosis (SENASICA, 2020). Cabe sefalar que, en paises en vias de desarrollo, los

informes oficiales comiunmente subestiman la incidencia real de la enfermedad (OIE,
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2018), a pesar de que en los ultimos afios reportes de diferentes partes del mundo
demuestran que continian descubriéndose nuevas especies de Brucella en animales
silvestres, tanto mamiferos, anfibios, y hasta en algunos peces. De hecho, hasta hace
poco se desconocia que estas especies pudiesen ser susceptibles por este género
bacteriano, por lo que se continda explorando su papel como portadores o nuevos
hospederos de estos agentes patdgenos (Eisenberg et al., 2017; Dahouk et al., 2017;
Whatmore et al., 2014).

9.5. Resultados de la accion participativa al sector productivo

La Cooperativa recibié las recomendaciones emergidas de los resultados de este
proyecto. El presidente de esta organizacion y SEMARNAT (Anexo 1) permitieron
mediante un documento inicial la evaluacion del grado de contaminacion del agua del
lago y peces. En la reunion organizada por la Universidad de Nayarit, BUAP y Sector
productivo se gesté un nuevo documento que indica el cierre del proyecto y la apertura
de una colaboracion continua (Anexo 2).

Las fases de una investigacién-accion participativa se cumplieron en su totalidad, y los
beneficios fueron recibidos para las medidas preventivas que se sugieren para su
aplicacion por la Sociedad Cooperativa de Produccion Pesquera pescadores de San
Pedro Lagunillas R. L de C.V. Dado que un medio para promover la integridad de la
naturaleza con la sociedad es a través de un enfoque de servicios ecosistémicos, el
cual se centra en los beneficios que las personas obtienen de los ecosistemas
incluyendo la salud (Ford et al.,, 2015). Es por ello que realizaron platicas con la
sociedad cooperativa de pescadores y sus familias para dar a conocer la importancia
sobre el ecosistema, sus caracteristicas, la adecuada manipulacién del producto de la
pesca, ademas de mencionar la propagacion de Brucella spp. hacia nuevos
hospederos y los riesgos que conlleva su aparicion. Dado que el estilo de vida es un
vinculo entre la salud publica y sostenibilidad del medio ambiente (OMS, 2016) y
aunque existe el reconocimiento por parte de la “Secretaria de Agricultura, Ganaderia,

Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA)”, la cual otorg6 el reconocimiento
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de Fase de Erradicacion al estado de Nayarit, en el marco de la Campafia Nacional
contra la Brucelosis, junto con el “Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASICA)” que constatd que los productores cumplieron las
disposiciones establecidas en la Norma Oficial Mexicana NOM-041-Z0O0-1995
“Camparfia Nacional contra la Brucelosis en los Animales” (SENASICA, 2015) y entre
los municipios favorecidos se encuentra San Pedro Lagunillas. SAGARPA reporta en
el “Programa Sanitario 2015 — 2018” que la frecuencia de Brucelosis en bovinos fue
del 2.53% y de 0.00% tanto en caprinos como en ovinos (SENASICA, 2016), existen
antecedentes de una investigacion realizada en San Pedro durante el 2006, donde de
464 animales bovinos muestreados el 0.216%, resulté positivo a Brucelosis (Isiordia,
2006) aun asi se hizo hincapié en el manejo adecuado de los productos de ganado
bovino, la contaminacion en los productos de la pesca y la calidad del agua. La platica
se realizo en las instalaciones de la presidencia municipal de San Pedro Lagunillas
(figura 22) y la respuesta fue favorable, debido a que estuvieron interesados,
participativos y abiertos a colaborar con la universidad (UAN-BUAP) para realizar mas
investigaciones que favorezcan las condiciones del lago. Es importante la participacion
de la sociedad cooperativa de los pescadores y sus familias. De acuerdo a Chinchilla
(2013), es un derecho de los pueblos y de solidaridad, la participacion en la busqueda
de soluciones ante una problemética ambiental y no “sélo por parte del estado, sino
también de otros actores sociales que tienen intereses en la misma materia y que

incluso tienen posiciones” y propuestas distintas con el mismo.
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Figura 22. Reunion con el sector productivo de tilapiay responsable del proyecto tilapia-Brucella.
Recomendaciones sobre las condiciones de seguridad e higiene en el area de captura y
procesamiento de tilapia en el lago San Pedro y Brucella su propagacién hacia nuevos
hospederos y los riesgos que conlleva su aparicién

La vinculacion de este proyecto de investigacion con el sector productivo de tilapia, se
llevé a cabo mediante dos reuniones. Una de forma informal llevada a cabo en el rea
de trabajo y una segunda en un auditorio, en donde se presentaron los resultados y se
agradecio por las facilidades otorgadas. Dentro de las conclusiones que se les informé
fueron:

1. Los microorganismos indicadores CT y CF estuvieron en niveles permisibles y
la calidad del agua de la laguna fue de buena calidad con base en lo establecido
en CONAGUA.

El uso de lanchas sin motor ha permitido conservar el ecosistema
3. El respeto de los periodos de veda y las campafas de limpieza que realizan

favorecieron la calidad del agua.
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10. CONCLUSIONES

El lago San Pedro mostré una calidad satisfactoria para la vida acuatica de acuerdo
con los criterios establecidos por CONAGUA. Aunque hubo cierta variabilidad en la
calidad del agua y la presencia de FC y TC en los peces durante el ciclo estacional,
las densidades de TC y FC fueron tipicamente mas altas durante la época de lluvias
en comparacion con las secas. La densidad de TC fue mayor que la de FC en la piel y
las branquias de la tilapia (O. niloticus), y la densidad de FC en las branquias fue mayor
gue en la piel. La calidad sanitaria de peces del lago durante las cuatro estaciones del
afio cumplié con las normas y fue apta para crianza y consumo. Sin embargo, se
demostré la presencia de bacterias del género Brucella como contaminante en el agua
del lago San Pedro y piel de pez en la época de lluvias. La comparacion de la
homologia del material genético extraido de agua y tilapia cultivada en el lago de San
Pedro correspondié al género Brucella y especie abortus y suis. La metodologia
empleada y el medio BrucellaBUAPMT, para el aislamiento e identificaciéon de Brucella

en cuerpos de agua, resulté favorable.

Se puede concluir que la investigacion de accion participativa realizada en este
proyecto fue importante para la apertura de oportunidades de investigacion con la
Cooperativa de los pescadores, debido al cumplimiento de compromisos y la
exposicion del problema ambiental que las bacterias del género Brucella puede
generar en el lago y tilapia en el tiempo sin un manejo adecuado de esos ecosistemas.
La contribucion de esta investigacion en el campo de las ciencias ambientales fue
demostrar que la calidad microbioldgica del agua es adecuada y apta para el cultivo
de tilapia, sin embargo, el lago puede tener el riesgo de contaminacién con bacterias
coliformes y patégenas como es Brucella spp. por el manejo inadecuado de animales
de granja y los desechos vertidos a éste. Por lo que se puede concluir que la presencia
humana y las actividades ganaderas, pesqueras que se desarrollan en la cuenca aun
no tienen las medidas preventivas para conservarlo de manera sustentable. Este

trabajo también generé que la Cooperativa pueda integrar las recomendaciones
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surgidas como resultado de la investigacion y seguir investigando sobre la salud de los

ecosistemas en colaboracion sociedad-universidad.
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ANEXO 1. Permiso para obtencién de muestras del lago San Pedro, Nayarit

P ETEL T AT

(% AGRICULTURA = 222020 e o 096 Compostei
Compostela, Nayarit a 10 de marzo de 2020

COMPROMISO DE BUEN MANEJO DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Titulo del articula de investigacién: "Bruceile abortus and suis isolated from tilapia [Oreachromis
nifoticus) and surface water from a Crater Lake"

Investigadores: M. en C. Lesset del C. Ramas Ramirez, Dr. Zeus Saldana Ahuactzi, Dra. Laura Marales
Lara, Dr. Ignacio Martinez Laguna, Dra, Elsa |. Castafieda Roldéan

Los investigadores intorman gue conocen y cumplieron con la legislacidn y normas vigentes para el
manejo de animales para experimentacion. Cabe sefialar que en este caso los especimenes productos
de la pesa, fueron proporcionados por la Cooperativa de San Pedro Lagunillas, Navyarit México.
Obtenidos por la técnica de chinchorro la cual cumplen segun la NORMA Oflclal Mexicana NOM-060-
SAG/PESC-2014, Pesca responsable en cuerpas de aguas continentales dulceacuicolas de jurlsdiccion
federal de los Estados Unidas Mexicanos. Especificaciones para el aprovechamiento de los recursos
pesqueros. Las muestras fueron un total de 15 peces tilapia (Oreachromis niloticus) de talla comerdial
durante un aiio, obteniendo un total de 60 paces. El objetivo del usa de estos animales fue analizar la
calidad microblolégica en branquia y picl. ;

Afirmamos que:

Los animales involucrados no fueron utilizados para el desarrollo de otras investigaciones

Los peces fueron praductos de la pesca, no fueron Inaculados, ni se realicaron experimentos con ellos
Aseguramos que el personal que llevé a cabo los procedimientos es técnicamente competente y ha
recibido el entrenamiento adecuado sobre €l maneja de calidad microbiclogica en aluﬂémos en este
caso producto de la pesca. R ;.ﬁ,!

Los residuos generados fueron manejados adecuadamente para su disposiciaft final. «,‘s../

@ . ; - SETATA
Investigador reSponsable e -BOT COMPOLT LA
Dra. Elsa Iracena Castaneda Rolddn El Encargad Despacho del Distrito de

Desarrollo Rural 096 Compostela
M.V.Z. Ernesto Sandoval Castro
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Anexo 2. Colaboracién universidad — productores pesqueros

M.C. Lesset del Consuelo Ramos Ramirez
Posgrado en Ciencias Ambientales. BUAP
Presente:

La Sociedad Cooperativa de Produccién Pesquera Pescadores de San Pedro
Laguinillas R.L. de C.V. agradece el empefio y la contribucion llevada a cabo en el
estudio denominado: “Calidad microbiolégica del agua y tilapia del Lago San
Pedro” llevado a cabo entre esta cooperativa, la Universidad Auténoma de Nayarit
y la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

Las reuniones entre las universidades y cooperativa realizadas durante la
investigacion ofrecieron un panorama sustentable del lago y los potenciales
riesgos que puede originar el manejo inadecuado del cultivo de tilapia y en
consecuencia la contaminacion de este ecosistema que es un bien natural del que
depende la actividad econémica de esta Cooperativa. i
Por la experiencia grata, estamos dando apertura a futuras colaboraciones en pro
del Lago y las actividades de investigacion en agua y tilapia que las universidades
consideren de importancia para mantener el bien natural.

Sin otro particular, se despide de Ud.

Tepic Nayarit a 15 de julio de 203
ATENTANENTR W COOPERATIVA PRODUCCINN PESOUERA

N S PEDRD LAGUNILLAS, . L, 3¢ [, V.
} - RFC PPS8001724F
- N DE REGISTRO = -~

OSCAR MANUEL ESCOBEDO SRFIESR 6.7 6365 S revirs iasumias. s
PRESIDENTE DE LA
SOCIEDAD COOPERATIVA DE PRODUCCION
PESQUERA PESCADORES
DE SAN PEDRO LAGUINILLAS R.L. DEC.V.
R.F.C. PPS800322LF3
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