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RESUMEN.

México ocupa el lugar 106 entre 122 paises en cuanto a calidad de agua, esta situacion
esta asociada a las descargas de aguas residuales que reciben los cuerpos de agua.
En el municipio de Puebla el agua residual tratada es vertida al rio Alseseca. Durante
las ultimas décadas se han incrementado las publicaciones de los efectos a largo plazo
gue los antibiodticos y pesticidas tienen en la salud humana y el ambiente, asi como los
graves problemas que trae la contaminacion de las aguas por metales pesados que
pueden ser acumulados en los suelos agricolas resultando peligrosos por su caracter
no biodegradable, la toxicidad que ejercen sobre los diferentes cultivos y su
biodisponibilidad (Mancilla et al 2012). La cercania existente entre el rio y la zona
conurbada representa un foco de infeccién para la poblacién. Frente a la necesidad de
hacer una evaluacién rapida y fiable de la presencia de patégenos en el agua, se ha
planteado la necesidad de trabajar con indicadores biolégicos de contaminacion. La
enterobacteria Escherichia coli ha sido seleccionada como el mejor indicador biolégico
de contaminacién en agua (Endberg et al 2000, Soller et al 2010), en este trabajo se
propone que sea utilizada la resistencia a los antibiéticos y metales pesados para
determinar la contaminacion del rio Alseseca. Aunque E. coli es un residente inocuo del
tracto gastrointestinal, también esta involucrada en problemas gastrointestinales
(Nataro & Kaper 1998). La mortalidad global en nifios menores de 5 afios en 2010
debida a enfermedades diarreicas estan asociadas a EPEC y ETEC acentuando la
importancia de E. coli patégenas en la carga de morbilidad mundial de las
enfermedades diarreicas (Croxen et al 2013). La OMS reportd en 2012 que en México
las muertes de nifios menores de 5 afos causadas por enfermedades diarreicas van de
1000 a 10000 muertes al afio (World Health Organization. 2012).

En este trabajo se realizaron en total 11 muestreos de agua provenientes de las plantas
de tratamiento y del rio Alseseca, en los cuales E. coli representé el 61% de los
aislamientos. Se realizaron pruebas de crecimiento en la presencia de metales a 66
bacterias, obteniéndose un 84% de crecimiento en mezcla de cinco metales (Cu, Zn,
Co, Ni, Fe) vy de las pruebas presuntivas las resistencias de las cepas fueron: AM
(72%), CB (56%), SXT (40%) y CF (40%). Al caracterizar las cepas de E. coli en cuanto



a su patotipo se encontro que el 10% de las muestras aisladas pertenece a ETEC y el
15% a EPEC. Concluimos que la resistencia de E. coli a antibidticos y metales pesados
puede ser utilizado como un bioindicador de contaminacién en las aguas del rio
Alseseca ya que el tratamiento que se da al agua en las plantas de tratamiento en la
Ciudad de Puebla es ineficiente. Otro hallazgo importante es que de los aislamientos
de E. coli el 10% dio positivo al patotipo ETEC y el 15% resultd perteneciente al
patotipo EPEC, lo que nos indica que en las plantas de tratamiento de aguas en el
municipio de Puebla se libera bacterias resistentes a este tipo de contaminantes y
éstas representan un foco de infeccion para la poblacion que tiene contacto con esta

agua.

Xl



SUMMARY.

Mexico ranks 106 among 122 countries in terms of water quality, this situation is
associated with the discharge of wastewater receiving water bodies. In the municipality
of Puebla treated wastewater is discharged into the river Alseseca. During the last
decades a growing body of publications reported the long-term effects that antibiotics
and pesticides have on human health and the environment as well as the serious
problems associated with water contaminated with heavy metals that can be
accumulated hazardous for their non-biodegradable nature resulting agricultural soils,
toxicity exerted on different crops and its bioavailability (Mancilla et al 2012). The
existing proximity between the river and the suburbs represents a source of infection for
the population. Along with the need to make a quick and reliable assessment of the
presence of pathogens in water, there is a need to work with biological indicators of
pollution. Escherichia coli was selected as the best biological indicator suggesting it is
antibiotic and heavy metals resistance be used as an indication of pollution of the
Aleseca river. Although E. coli can be an innocuous resident of the gastrointestinal tract,
it also has the pathogenic capacity to cause diarrheal disease (Nataro and Kaper 1998).
Global mortality from diarrhea in children under the age of 5 in 2010 associated whit
EPEC and ETEC, thus underlining the significant role of pathogenic E. coli in the global
health burden of diarrheal disease (Croxen et al 2013). The World Health Organization
reported in the statistics for 2012 published in Mexico child deaths under 5 are caused
by diarrheal diseases ranging from 1,000 to 10,000 deaths annually (World Health
Organization 2012).

In this work were collected a total of 11 samples among which 61% of isolates were
identified as E. coli. Growth tests were performed on metals, and 84% of the isolates
grew in a mixture of five metals (Cu, Zn, Co, Ni, Fe). The percentage of antibiotic-
resistant strains were: AM (72%), CB (56%), SXT (40%) and CF (40%). Among the E.
coli isolates 10% belonged to ETEC and 15% to the EPEC. We conclude that E. coli
resistance to antibiotics and heavy metals can be used as a biomarker of pollution in the

waters of the river Alseseca. Another important finding is that among the E. coli 10%

Xl



tested positive for the ETEC pathotype and 15% belong to the EPEC pathotype. These
data indicates that the treatment given to water in the city of Puebla is inefficient in the
City of Puebla such that bacteria resistant to these pollutants are released and they
represent a source of infection for people who have contact with this water.

Xl



1 INTRODUCCION

La cantidad de agua dulce en la Tierra es limitada, pero los ciclos naturales de congelacién
y descongelacion, las fluctuaciones en las precipitaciones, los patrones de escorrentias y los
niveles de evapotranspiracibn han provocado cambios en su distribucion. A estas causas
naturales se han afadido nuevas y continuadas actividades humanas que han acabado
convirtiéndose en los principales “motores” de presion sobre los sistemas hidricos de nuestro
planeta. Estas presiones suelen ir ligadas al desarrollo humano y al crecimiento econémico
(UNESCO 2010).

Las antiguas civilizaciones se establecieron alrededor de fuentes de agua, la historia
sefiala que los problemas estéticos como apariencia, olor o sabor desagradable en el agua
hicieron que los tratamientos originalmente se enfocaran en mejorar la calidad estética de la
misma (U.S.EPA 1999). Los métodos para mejorar el sabor y olor del agua estan asentados
desde el 4000 A.C. (U.S.EPA 1999) donde se utilizaban métodos tales como filtracién por
carbén y exposicion a la luz solar. Aspectos visibles como la turbidez fue la motivacion para
iniciar el desarrollo en el tratamiento de ésta. La historia describe que los egipcios cerca del
afio 1500 A.C. clarificaban el agua utilizando alimina como coagulante (U.S.EPA, 2000).
Durante los afios 1700, la filtracién fue establecida como un medio efectivo para la remocién de
particulas (Sincero & Sincero, 1999). En1800, la filtracion con arena comenzé a ser utilizada en
Europa (Sincero & Sincero, 1999) y a principios de 1900 comenzd a utilizarse en Estados
Unidos (U.S.EPA; 2000).

A final del siglo diecinueve y principio del siglo veinte los cientificos descubrieron que
la turbidez no era un problema estético solamente sino que particulas tales como materia
fecal, eran las causantes de muchas enfermedades. Como resultado, los disefios de la
mayoria de sistemas de tratamiento de agua para beber fabricados en Estados Unidos, fueron
impulsados por la necesidad de eliminar la turbidez, y por ende, eliminar los microbios
contaminantes responsables de causar brotes de tifoidea, disenteria y colera (U.S.EPA;
2000). Mientras que la filtracion probd ser un método efectivo para reducir la turbidez, los
desinfectantes, como el cloro jugaron un papel importante reduciendo el nimero de brotes de
enfermedades a principio de 1900. En el 1908 el cloro fue usado por primera vez como

desinfectante primordial del agua purificada en Nueva Jersey (Clancey & Rochelle, 2006). Los



Reglamentos Federales del agua purificada de calidad comenzaron en 1914, cuando el
Servicio de Salud Publica Estadounidense fijo estAdndares para la calidad bacteriol6gica del
agua. A finales de 1960 se hizo aparente que los problemas estéticos, de patégenos y las
sustancias quimicas identificadas por el Sistema de Salud Pudblica no eran los Unicos
contaminantes del agua. Los avances en la agricultura, la industria y la creacion de sustancias

guimicas también han tenido impacto negativo en el medio ambiente y en la salud publica.

Durante las ultimas décadas se han incrementado las publicaciones sobre los efectos a
largo plazo que los antibioticos y pesticidas tienen en la salud humana y el ambiente, asi como
los graves problemas que trae la contaminacion de las aguas por metales pesados, siendo los
rios los mayores receptores de estos contaminantes. Los reportes del 2004 de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) muestran que el 88% de las enfermedades gastrointestinales son
provocadas por consumo de agua insalubre y del saneamiento e higiene deficiente. Este
problema comienza a ser alarmante porque los antibiéticos, no metabolizados, pasan
directamente al ambiente poniéndose en contacto con las poblaciones microbianas,
seleccionando la resistencia a dichos antibidticos. Pero lo realmente preocupante es cuando
esta resistencia es adquirida o desarrollada en las bacterias patdégenas, teniéndose
antecedentes de que cuando se desarrolla la resistencia o tolerancia a los metales pesados, se
contribuye al mantenimiento de los genes de resistencia a los antibiéticos, incrementando la
presion selectiva en el ambiente (Kapil et al. 2005, KOmmerer 2004). México ocupa el lugar 106
entre 122 paises en cuanto a calidad de agua, esta situacion esta asociada con las descargas
de aguas residuales que reciben los cuerpos de agua. En el municipio de Puebla el agua
residual tratada es vertida al rio Alseseca, que atraviesa el oriente y sur de la ciudad, y la
cercania existente entre el rio y la zona conurbada representa un foco de infecciéon para la

poblacion.

El Estado de Puebla esta dividido en 7 regiones: la region metropolitana de la Ciudad de
Puebla, es la mas poblada, con mas de 2 600, 000 habitantes, que representan el 45% de toda
la poblacion del Estado. En esta zona se encuentra la Cuenca Hidrolégica del Alto Atoyac, que
comprende los rios Zahuapan, Atoyac y Alseseca. La contaminacion a lo largo de estos rios,
tiene su origen en las descargas de aguas residuales urbanas e industriales, que se vierten al
lago de Valsequillo, ademas de que las barrancas y los cauces de arroyos y rios estan siendo
utilizados como tiraderos de basura y escombro. El volumen actual de descarga de aguas

residuales es del orden de los 5,700 litros por segundo.



Por otra parte, tan solo en la regién de Angelépolis se han establecido mas de 100
industrias, de las cuales la mayoria no cumplen con las normas establecidas y descargan a los
cauces federales y otras directamente a los drenajes municipales. Se estima que del total de
descargas; el 70% corresponde a aguas residuales municipales y 30% a aguas residuales
Industriales. En el caso de los residuos de origen doméstico, la carga contaminante esta
representada por altos porcentajes de materia organica y microorganismos de origen fecal.
Estas aguas residuales contaminadas son utilizadas en el Distrito de riego 030 para uso

agricola.

Para monitorear la calidad bacteriol6gica del agua se requiere una serie de andlisis que
determinen la presencia de microorganismos patégenos y como alternativa se ha propuesto el
uso de indicadores microbianos que se puedan identificar mediante el uso de métodos sencillos,
rapidos y econdmicos. Las bacterias que se encuentran con mayor frecuencia en el agua son
las bacterias entéricas que son eliminadas a través de la materia fecal. El grupo de
microorganismos coliformes es adecuado como indicador de contaminacién bacteriana ya que
los coliformes son parte de la microbiota del tracto gastrointestinal del hombre y animales de
sangre caliente (Arcos et al 2005). Los coliformes estan presentes en el tracto gastrointestinal
en grandes cantidades, permanecen por mas tiempo en el agua que las bacterias patdgenas y
se comportan de igual manera que los patégenos en los sistemas de desinfeccion, por la tanto
la presencia de coliformes fecales en un suministro de agua es un indicador de que las aguas

negras han contaminado el agua.

Dentro del grupo de los coliformes fecales se encuentra Escherichia coli; una bacteria que
bien puede sobrevivir y aun multiplicarse en determinados substratos. La presencia de E. coli
en algun alimento indica contaminaciéon con materia fecal. E. coli es un agente etiolégico de
enfermedades gastrointestinales. Las categorias de E. coli patogénicas mas cominmente
encontradas en paises en desarrollo son Enterotoxigénica (ETEC) y Enteropatégenica (EPEC)
y estan asociadas a la mortalidad global en nifios menores de 5 afios por enfermedades
diarreicas. La OMS reporta cifras entre 1000 y 10000 muertes infantiles al afio en México por

esta causa (Croxen et al, 2013)

Es de interés entonces investigar la posible relacion entre la resistencia de E. coli a los
antibiéticos y los metales pesados y la contaminacion de los rios importantes de la Ciudad de
Puebla. Ya que la contaminacién de alimentos y agua potable involucra un problema de salud,

problemas econémicos, y un desequilibrio ambiental enorme.


http://www.monografias.com/trabajos10/contam/contam.shtml

2 JUSTIFICACION

Actualmente existe a nivel mundial la creciente preocupacion por el medio ambiente,
con la consecuente demanda de informacion sobre los fendmenos y actividades que le afectan
y las actuaciones que permiten su conservacion. El Desarrollo Sostenible ha pasado a
constituir un objetivo explicito, importante y urgente de nuestra “aldea global” con la
consiguiente necesidad de cambio significativo en las pautas de desarrollo, produccion,
consumo y comportamiento.

Los reportes del 2004 de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) muestran
gue el 88% de las enfermedades gastrointestinales son provocadas por consumo de
agua insalubre y del saneamiento e higiene deficiente. Este problema comienza a ser
alarmante porque los antibiéticos, no metabolizados, pasan directamente al ambiente
poniéndose en contacto con las poblaciones microbianas, seleccionando la resistencia
a dichos antibidticos. Se tienen antecedentes de que cuando se desarrolla la
resistencia o tolerancia a los metales pesados, se contribuye al mantenimiento de los
genes de resistencia a los antibioticos, incrementando la presion selectiva en el
ambiente (Kapil et al. 2005, Kimmerer 2004).

Este problema se ha dado precisamente por un consumo insustentable e indiscriminado
de los antibiéticos, y por una inconciencia ambiental por parte de las industrias que por
ahorrarse unos pesos, estan destruyendo nuestro entorno, agotando un recurso de vital
importancia para todas las formas de vida que habitamos este planeta, y comienza a ser
alarmante por que los antibiéticos, no metabolizados, pasan directo al ambiente poniéndose
en contacto con las poblaciones microbianas, produciendo la resistencia a dichos antibiéticos
y a agentes antibacterianos, pero lo realmente preocupante es cuando ésta resistencia es
adquirida o desarrollada en las bacterias patdgenas, volviéndose un problema no tan solo de
contaminacioén de agua, sino de salud ambiental, porque afecta directamente a los seres
humanos, representando un fuerte impacto en la salud y en la economia de las poblaciones
aunado a esto se tiene conocimiento de que los mecanismos de resistencia a metales
pesados aumentan la posibilidad de que las bacterias desarrollen la resistencia a los

antibioticos.



Es por estas razones que nace la inquietud en este trabajo de buscar una
herramienta, por ejemplo el uso de un bioindicador de contaminacion fecal que nos
ayude en la deteccion de contaminacion de agua por estos dos agentes
contaminantes tan peligrosos que llegan a trastornar tan gravemente el ecosistema

acuatico, provocando problemas mas serios, como los arriba mencionados.



3 OBJETIVOS.

Objetivo general

Establecer indicadores biolégicos como la resistencia de E. coli a

antimicrobianos y metales pesados para determinar la contaminacion del Rio

Alseseca del municipio de Puebla.

Objetivos particulares.

g

Investigar la existencia de bacterias resistentes a los antibioticos,
antimicrobianos y metales pesados en las aguas del rio Alseseca del

Municipio de Puebla

Determinar si la resistencia a antibidticos y a metales pesados

encontradas en E. coli estan relacionadas.

Evaluar indirectamente con el uso del bioindicador si el proceso actual en
las plantas de tratamiento de aguas en el municipio de Puebla libera
bacterias resistentes a este tipo de contaminantes y si estas representan
un foco de infeccién para la poblacion que entra en contacto con esta

agua.



4 ANTECEDENTES.

4.1 CONTAMINACION DE LOS RioOs.

Aproximadamente el 75% de la superficie de la Tierra esta cubierta de agua, el
97.5% de esta agua es salina, pero del 2.5% restante el 1.975%esta congelada en los
glaciares, lo cual la hace inaccesible e inutilizable, solo cerca del 0.025% es encontrada
en los rios y es la que podemos utilizar (CONAGUA, 2008). La importancia del agua de
los rios para el desarrollo de las civilizaciones ha sido fundamental, se usa para riego,
industria, uso doméstico, pesca y la produccion de otros alimentos, asi como con fines
recreativos (CONAGUA, 2008).

La contaminacion de las aguas es uno de los factores importantes que rompe la
armonia entre el hombre y su medio (Frers, 2008). Al inicio cuando se producian
desechos por la actividad humana los rios eran utilizados como un deposito natural de
basura y eran llevados por la corriente; al introducir estas sustancias la degradacion del
agua era minima y sus efectos adversos eran casi imperceptibles por la dilucién y la
capacidad de autodepuracion de los mismos. A inicios del siglo XIX (Dunnette, 1992)
con la aparicion de la industria y el incremento poblacional casi en un 400%, los efectos
de los contaminantes quimicos en la salud humana y el ambiente no se notaron
inmediatamente, fue hasta principios de los afios 60°’s cuando comenzaron a
materializarse. Ejemplo de esto fue el del rio Cuyahoga cerca de Cleveland, Ohio
(1969) donde productos a base de petréleo flotaban en la superficie provocaron un
incendio con llamas que alcanzaban los 20 m de altura lo absurdo de un Rio en llamas
fue algo que impact6 en sobremanera a la sociedad en E.U. sobre la calidad del agua,
Cuyahoga fue uno de los tantos sitios alrededor del mundo que comenzaron a captar
la atencion de la sociedad en general, reflexionando en lo grave del problema. (Miller &
Orboc, 2007)

La necesidad de incrementar la calidad de los recursos acuéaticos dio origen al
desarrollo de agencias estatales y federales de regulacion, y leyes estrictas en materia

ambiental en los paises mas desarrollados. La legislacién tenia como objetivo la



reduccion de los contaminantes quimicos en agua superficial y subterranea. Esta
regulacion tuvo un impacto favorable en la calidad del agua (U.S.EPA, 1997; Lomborg,
2001), sin embargo los problemas de la contaminacion de rios existe en cada region
del mundo, alterando los ecosistemas naturales. Un largo listado de contaminantes
puede ser encontrado en el agua, sedimento y biota del rio, por esta razén se han
clasificado en diversos tipos para poder entender su comportamiento en los ambientes
acuaticos, aunque es un poco complicado clasificarlos porque un solo contaminante
puede ser clasificado en diferentes maneras, pero la mas general es dividirlos en

contaminantes organicos e inorganicos.

4.2 CONTAMINANTES ORGANICOS.

A gran escala los contaminantes organicos pueden ser subdivididos en patégenos
y otras sustancias organicas téxicas. En los patégenos los de mayor importancia son
las bacterias, virus y protozoarios, que estan asociados a una gran variedad de

enfermedades.

4.3 DISPONIBILIDAD DE AGUA.

De acuerdo con la ONU, mas de dos millones de personas en el planeta mueren
anualmente debido a enfermedades que se originan en las condiciones sanitarias
deficientes y el agua contaminada. América Latina y el Caribe constituyen una region
gue es considerada como rica en agua, con un 30% de las reservas del planeta, no
obstante en la region existen 117 millones de habitantes sin acceso adecuado a los
servicios de abasto de agua segura y de tratamiento de aguas.

La disponibilidad de agua en México es de 475 kilbmetros cubicos (Km?3), de los
cuales 63 Km? son mantos de agua subterranea y los 412 Km? restantes son de agua
superficial. Sin embargo el crecimiento poblacional observado en el pais se pronostica
(CONAPO) que en el afio 2030 la poblacion del pais superara los 127 millones de
personas lo que conlleva a una demanda de agua potable en las ciudades. Estas
previsiones demandan instaurar politicas, herramientas, dispositivos y técnicas que

posibiliten el uso eficiente y racional de este recurso, asi como la evaluacion de los ya
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existentes para la optimizacion de su aprovechamiento y la utilizacion de la

infraestructura correspondiente.

México enfrenta problemas relativos al abastecimiento de agua en calidad y
cantidad adecuadas, ocupa el lugar 106 de entre 122 paises en cuanto a calidad de
agua; situacién asociada con las descargas de aguas residuales que reciben los
cuerpos de agua y tiene antecedentes de enfermedades gastrointestinales por
contaminacion de agua y alimentos. Las ciudades del Sistema Urbano Nacional son
abastecidas por agua sustraida del subsuelo a razén de 260 m3/s, cubriendo el 70% de
sus necesidades, en contraste para el tratamiento de las aguas residuales solo existen
1, 091 sistemas municipales con capacidad instalada de 82.1 m%s y con un caudal
tratado de 57.8% m?3/s. El consumo de agua no apta y la disposicién inadecuada de
aguas residuales y excretas propician la transmision de enfermedades entéricas y la

posibilidad de brotes de tifoidea, colera y enfermedades diarreicas agudas (EDAS).

En la region serrana del estado de Chihuahua habitan los tarahumaras, un estudio
reciente estimdé una prevalencia de 57% de desnutricibn crénica entre los nifios
menores de cinco afos. La tasa de mortalidad infantil por enfermedad diarreica en 1998
fue de 23.45 x 100 000 habitantes en el estado de Chihuahua. En Morelos se
analizaron muestras de agua de tomas domiciliarias y pozos, productos vegetales de
consumo crudo, pozol alimento fermentado, el estudio de nifios con diarrea mostré en
las heces presencia de estas cepas (Eslava, 2001). En Tabasco se realizé un estudio
para determinar las causas principales de diarrea aguda en el estado y se encontraron
tres de las bacterias que causan este tipo de enfermedad: E. coli, Vibrio cholerae, y
Salmonella (Borbolla et al, 2004).

Segun la OMS el 80 % de las enfermedades infecciosas y parasitarias son
gastrointestinales y una tercera parte de las defunciones causadas por éstas se deben
al uso y consumo de agua insalubre (Castillo, 2001). En el informe presentado en el 4°
Seminario Salud y Medio Ambiente en Aragon (Octubre 2006) se menciona que: “Cada
afio mueren mas de 3.000.000 de menores de 5 afios por causas y afecciones

relacionadas con el medioambiente de los cuales1.600.000 por afecciones diarreicas”.
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Figura 1. Enfermedades con la mayor contribucion causal del medio ambiente (Ambientes Saludables y
Prevencion de enfermedades 2006, OMS).

En paises en desarrollo los nifios pierden como promedio, 8 veces mas afios de
vida sana por habitante que los nifios de otros paises, debido a enfermedades de
origen ambiental (Priss-Ustiin et al, 2006). En México en el afio 2000, se notificaron
5’184,776 casos de infecciones intestinales, de los cuales el 32 %, 1'623,251 casos
corresponden a nifios menores de cinco afios, ocupando el segundo lugar entre las
primeras veinte causas de morbilidad en el pais, con una tasa de 5,206 por 100,000
habitantes. Los gastos en salud por enfermedades atribuibles al consumo de agua

insalubre se aproximan a los $1 500 000 000 para el total de casos en el 2004.
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casos son adultos en edad productiva)

DESCRIPCION GASTO UNITARIO | GASTO TOTAL
Promedio consultas y medicinas 127 548'570,150
(IMSS)
Gasto en educacion 212 412'075,530
(considerando una semana de ausencia 'y 45% de los
casos en nifios en edad escolar)
Incapacidades pagadas
(considerando una semana de ausencia'y 36% de los 316 495’475,471

TOTAL
Para el total de casos 2004

1'456,121,151
(132'374,650 dls)

Figura 2. Gastos de salud por enfermedades gastrointestinales atribuibles al consumo de

agua. Fuente: Calidad de Agua para consumo humano en México. Encuentro sobre uso y

resultado de la aplicaciébn de tecnologias econdmicas para la purificacibn de aguas en

América Latina. 2004

4.4 SITUACION DEL ESTADO DE PUEBLA.

Cerca de 300 kilbmetros de

rios, arroyos y barrancas cruzan

la zona

metropolitana de Puebla. El Estado esta dividido en 7 regiones: la Sierra Norte, La

Sierra Nororiental, Serdan, Tehuacan y Sierra Negra; Mixteca, Valle de Atlixco e lzlicar

de Matamoros, y la regién de Angeldpolis, esta Ultima es la mas poblada, con mas de 2

600, 000 habitantes, que representa el 45% de toda la poblacién del Estado (Fig.3). En

esta region se encuentran 22 Municipios del Estado de Puebla y 48 municipios del

Estado de Tlaxcala. Esta zona hace 60 afios contaba con aproximadamente 400 mil

habitantes, hoy son del orden de los 3°300,000 (tres millones trescientos mil),

colocéndola como la cuarta zona conurbada mas grande del Pais.
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Figura 3. Divisibn de las siete regiones del Estado de Puebla Fuente: Proyecto Rescate

Ecolégico de los Rios Zahuapan, Atoyac, Alseseca y Presa Valsequillo. IV Foro Mundial del Agua

En esta zona se encuentra la Cuenca Hidrolégica del Alto Atoyac (Fig.4), por el
Norte sus escurrimientos dan origen al Rio Zahuapan, que se encuentra en el Estado
de Tlaxcala, en el Oriente los escurrimientos dan origen al Rio Alseseca y al Poniente
con los escurrimientos del Popocatépetl y el I1ztaccihuatl se forma el Rio Atoyac, que se
encuentran en el Estado de Puebla. Esta investigacion se centrara en el estudio del Rio

Alseseca, que es una parte importante en esta cuenca y en la ciudad.
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Figura 4. Ubicacion de la Cuenca del Alto Atoyac. Fuente: Proyecto Rescate Ecol6gico de

los Rios Zahuapan, Atoyac, Alseseca y Presa Valsequillo. IV Foro Mundial del Agua

Con la confluencia de estos tres Rios en 1946 la extinta Secretaria de Recursos
Hidraulicos construy6 la Presa Manuel Avila Camacho, y que hoy conocemos como
presa de Valsequillo (Fig.5). Gran parte de las aguas residuales sin tratamiento previo
eran descargadas a esta presa, que fue construida para el riego agricola de 33,000
hectéareas con lo que se afecta a mas de 240 mil habitantes cuya actividad principal
era la agricultura. Los valles para los que se construyé esta presa fueron los valles del
Distrito 030 y la zona de Riego de Atlixco- Izacar de Matamoros (Fig.6), el cual tiene

riego restringido por la contaminacién del agua, a la fecha.

Cuenca del
Alto Atoyac

Figura 5. Rios involucrados en la Cuenca del Alto Atoyac. Fuente: Proyecto Rescate Ecolégico de los

Rios Zahuapan, Atoyac, Alseseca y Presa Valsequillo. IV Foro Mundial del Agua 13



Presa
Valsequillo

Figura 6. Zonas de riego con el agua de la presa de Valsequillo. Fuente: Proyecto Rescate
Ecoldgico de los Rios Zahuapan, Atoyac, Alseseca y Presa Valsequillo. IV Foro Mundial del
Agua

4.5 PROBLEMATICA AMBIENTAL.

La contaminacién a lo largo de los rios Zahuapan, Atoyac y Alseseca, tiene su
origen en las descargas de aguas residuales urbanas e industriales, que sin tratamiento
previo, se vierten al lago de Valsequillo, ademas de que las barrancas y los cauces de
arroyos y rios estan siendo utilizados como tiraderos de basura y escombro. El
volumen actual de descarga de aguas residuales es del orden de los 5,700 litros por
segundo. En la region de Angel6polis se han establecido méas de 100 Industrias donde
la mayoria no cumple con las normas establecidas y descargan a los cauces federales
y a los drenajes municipales. Se estima que del total de descargas; el 70%

corresponde a aguas residuales Municipales y 30% a aguas residuales Industriales.

Estas aguas residuales contaminadas, son utilizadas en el Distrito de riego 030
para uso agricola y debido a la contaminacion sélo puede ser empleada para riego de
cultivos de tallo alto, como son: forrajes, maiz, cebada, trigo, etc., por lo que los
campesinos de la regidon no pueden sembrar cultivos de alto valor afectando su

economia.
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Es por estas razones que nace la inquietud en este trabajo de buscar una
herramienta, por ejemplo el uso de un bioindicador de contaminacion fecal que nos
ayude en la deteccion de contaminacion de agua por estos dos agentes contaminantes
tan peligrosos que llegan a trastornar tan gravemente el ecosistema acuatico,

provocando problemas mas serios, como los arriba mencionados

En Octubre de 1998 se definieron las acciones de saneamiento de la ciudad de
Puebla que iniciaron en Octubre de 1999 y concluyeron en Febrero de 2002, entre ellas
se incluyeron 5 sistemas con planta de tratamiento: Atoyac, Alseseca, San Francisco,
Parque Ecologico y Barranca del Conde. En este estudio nos enfocamos a dos de ellas,
la planta de tratamiento Alseseca Sur, ubicada en el municipio de San Francisco
Totimehuacan y la planta de tratamiento del Parque Ecolégico ubicada en la ciudad de

Puebla.

El tratamiento que se da al agua en la planta Alseseca Sur es un Tratamiento
Primario Avanzado (Anexo I) con un tiempo de retencion de 1 hora y consta de las

siguientes etapas:

Pre-tratamiento:
La entrada de agua cruda cuenta con la fase de cribado grueso donde se retira
el material con un didmetro mayor de 5 cm. seguido de la etapa de cribado fino,
donde son retirados los objetos con un diametro mayor a 1cm.
De esta etapa sigue al tanque desarenador y desengrasador, donde se inyecta
aire violentamente, para desprendimiento de grasa y arena, enseguida se aplica
un burbujeo fino para retirar la grasa, en esta etapa las particulas sedimentan y
es separada el agua de la arena por decantacion, teniendo el agua en esta etapa
un tiempo de retencion de 22 min., la grasa se mezcla con los lodos del
tratamiento Primario y son enviados a otra Planta para su tratamiento.
Tratamiento Primario:
Es un tratamiento quimico donde se agregan un coagulante (sulfato de aluminio)
y un floculante, logrando asi que la materia organica forme floculos, retirandola

por decantacion y manualmente.
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Otros:
Se realiza una desinfeccién con cloro, esta es la Ultima etapa de esta planta y

una vez que termina el proceso, el agua se vierte al rio.

El tratamiento que se da al agua en la Planta de tratamiento del Parque
Ecologico es un Tratamiento secundario, (Anexo Il) con un tiempo de retencion de

una hora.

Pre-tratamiento:

La entrada de agua cruda cuenta con la fase de cribado grueso donde se retira
el material con un didmetro mayor de 5 cm. seguido de la etapa de cribado fino,
donde son retirados los objetos con un didmetro mayor a 1cm.

De esta etapa sigue al tanque desarenador y desengrasador, donde se inyecta
aire violentamente, para desprendimiento de grasa y arena, enseguida se aplica
un burbujeo fino para retirar la grasa, en esta etapa las particulas sedimentan y
es separada el agua de la arena por decantacion, teniendo el agua en esta etapa
un tiempo de retencibn de 22 min., la grasa se mezcla con los lodos del

tratamiento primario y son enviados a otra planta para su tratamiento.

Tratamiento Primario:
Es un tratamiento quimico donde se agregan un coagulante (sulfato de aluminio)
y un floculante, logrando asi que la materia organica forme fléculos, retirandola

por decantacién y manualmente.

Tratamiento Secundario:
Los tratamiento biol6gicos tienen por objeto la eliminacion de la materia
organica, lo que nos ayuda en esta planta a tener una mayor disminucién de la
DBO, también tiene la capacidad de la retencidon de la materia soélida en

suspension y coloidal asi que eliminara una cantidad de compuestos que puede
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gue no sean biodegradables pero que quedan retenidos en la biopelicula que
forman las bacterias, tiene también una reduccion de nutrientes los cuales
contiene esta agua por el uso de detergentes domeésticos, y también existe la
reduccion de patdgenos entre los beneficios de este tratamiento.

En esta parte del tratamiento se cuenta con biodiscos, en donde se lleva a cabo

el tratamiento secundario arriba descrito.

Otros:
Se realiza una desinfeccién con cloro, esta es la Ultima etapa de esta planta y
una vez que termina el proceso, parte del agua se utiliza para riego de areas

verdes en el mismo parque y el resto es enviado al rio.

La contaminacién de las aguas superficiales en el pais es un problema que ha
sido objeto de estudio en los ultimos afios (Soto-Galera et al. 1994, Downs et al. 1999,
Hene et al. 2002). Las fuentes de contaminacién son descargas de drenaje doméstico,
industrial y actividad agropecuaria (Gold-Bouchot et al. 1997, Downs et al. 1999).

El tratamiento que se da al agua residual en las plantas de tratamiento del
municipio es ineficiente siendo vertida al rio Alseseca que atraviesa la ciudad, la
cercania que existe entre el rio y la zona conurbada representa un foco de infeccion
para la poblacién. Segun la OMS el 80 % de las enfermedades infecciosas y
parasitarias son gastrointestinales y el 88% de estas, son producto de un

abastecimiento de agua insalubre, de un saneamiento y una higiene deficientes.

4.6 BIOINDICADORES DE CONTAMINACION DE AGUA.

Frente a la necesidad de hacer una evaluacion rapida y fiable de la presencia de
patégenos en el agua, se ha planteado la necesidad de trabajar con bioindicadores de

contaminacién de agua (Campos, 1999). Los microorganismos indicadores son
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aquellos que tienen un comportamiento similar a los patdgenos, concentracion y
reaccion frente a factores ambientales, pero su identificacion es mas sencilla, rapida y
econOmica. Una vez que se ha demostrado la presencia de grupos indicadores, se
puede inferir que los patégenos se encuentran presentes en la misma concentracion y
gue su comportamiento frente a diferentes factores como pH, temperatura, presencia
de nutrientes, tiempo de retencion hidraulica o sistemas de desinfeccion es similar a la
del indicador (Campos, 1999).

Un microorganismo indicador de contaminacion fecal debe reunir las siguientes

caracteristicas (Fernandez et al 2001):

1. Los indicadores deberan estar presentes siempre que lo estén los patdégenos, y
ausentes en aguas no contaminadas.
Deben encontrarse en nimero mucho mayor que los patdégenos.

3. Deberian presentar un mayor grado de resistencia que los patdgenos a las
condiciones ambientales y procesos de tratamiento.

4. Su aislamiento, recuento e identificacion debe ser facil.

La identificacion de microorganismos coliformes en agua es adecuada como
indicador de contaminacién bacteriana debido a que éstos son habitantes de la
microbiota del tracto gastrointestinal del hombre y animales de sangre caliente, estan
presentes en grandes cantidades, permanecen por mas tiempo en el agua que las
bacterias patdgenas y se comportan de igual manera que los patégenos en los
sistemas de desinfeccidn. Los microorganismos que conforman el grupo de los
coliformes totales son: E. coli, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Edwarsiella y
Citrobacter, los cuales viven como sapréfitos independientes o como bacterias
intestinales (Arcos et al, 2005). Estas bacterias son de interés clinico, ya que pueden
ser capaces de generar infecciones oportunistas en el tracto respiratorio superior e
inferior, ademéas de bacteremia, infecciones de piel y tejidos blandos, enfermedad

diarreica aguda y otras enfermedades severas en el ser humano (Moore et al, 2005).

La presencia de coliformes totales debe interpretarse de acuerdo con el tipo de

aguas: deben estar ausentes en 85% de las muestras de aguas potables tratadas. En
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caso de estar presentes, su numero no puede ser superior a 2-3 coliformes. Esta
contaminacion a pesar de ser baja, no puede ocurrir en tres muestras recolectadas en
dias consecutivos. En aguas tratadas, los coliformes totales funcionan como un alerta
de que ocurrié contaminacion, sin identificar el origen. Indican que hubo fallas en el
tratamiento, en la distribucion o en las propias fuentes domiciliarias. Su presencia
acciona los mecanismos de control de calidad y de procesamiento dentro de la planta
de tratamiento de agua, e intensifica la vigilancia en la red de distribucion (Harwood et
al 2005).

Edberg et al, 2000 reportaron que E. coli es el mejor indicador biolégico en agua
potable para la proteccion de la salud publica y mencionan que E. coli sobrevive en
agua potable entre 4 y 12 semanas dependiendo de las condiciones ambientales
(temperatura, micro flora, etc.), lo que hace que en los sistemas de distribucion sea el
microorganismo que perdure y por ende el que sirva de indicador de contaminacion.
También menciona que los géneros que engloban la prueba de coliformes totales
(Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter y E. coli) son encontrados en vida libre
en el ambiente y no estan asociados propiamente con contaminacion fecal, por lo que
no implican un riesgo para la salud, y que E. coli es la Unica que es habitante indudable

del tracto gastrointestinal.

E. coli estd involucrada en problemas gastrointestinales, es por esto que
también es de interés clinico ya que dentro de las infecciones intestinales las E. coli se
han clasificado en seis patotipos: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteropatégena (EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC) (Nataro
& Kaper, 1998).

Las cepas de ETEC producen dos toxinas: LT (toxina termolabil) y ST (toxina
termoestable), que actian incrementando los niveles de Adenosina-5- (AMPc) y
Guanosina-5"- monofosfato ciclico (GMPc), respectivamente. Esto provoca que las
células de las criptas intestinales aumenten la secrecion de agua y electrolitos, con la
consecuente disminucion en la absorcion de las vellosidades, lo que clinicamente se

manifiesta como diarrea acuosa (Qadri et al 2005). Existen mas de 20 factores de
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colonizacion (CF) en las cepas de ETEC, estos CFs le permiten a la bacteria adherirse
al intestino. Uno de estos factores es Longus (CS21) que es un pilus tipo 4 hallado en
el 30-40 % de los aislamientos en diferentes regiones del mundo (Girén, 1994,
Gutiérrez et al 2000, Qadri et al 2000, Guth et al 2010, Nishimura et al, 2002)

En EPEC, se ha involucrado al pilus BFP (bundle-forming pilus) como un factor
de virulencia caracteristico que participa en el proceso de adherencia de la bacteria a
células epiteliales (Girobn et al 1991) al promover la adherencia a enterocitos.
Posteriormente se produce adherencia intima mediada por la proteina intimina y la
polimerizacién de la actina del citoesqueleto promovida por la inyeccion de efectores a
travées del sistema de secrecion tipo 3, seguida de la destruccibn de las
microvellosidades. Los cambios bioquimicos relacionados con este proceso son los que
inducen probablemente la secrecion de agua y electrolitos al espacio intraluminal,
produciendo diarrea aguda (Nataro & Kaper, 1998, Kaper et al 2004, Trabulsi et al,
2002, Lacher et al, 2007, Ochoa et al 2008).

EPEC induce alteracién histopatolégica en el intestino conocida como lesiéon AE
(adherencia y eliminacion). La lesion se lleva a cabo mediante un mecanismo de
virulencia complejo, que induce la degeneracion de las microvellosidades y altera la

morfologia normal de la regién apical del enterocito.

Para fines précticos, el modelo de patogénesis de EPEC se divide en tres fases:
a) adherencia inicial, b) inyeccién de factores y transduccién de sefiales, y c) contacto

intimo.
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A) Los PFP permiten que las bacterias interactien entre ellas para formar
una microcolonia y el flagelo establece el contacto inicial de la microcolonia
con la célula epitelial. B) Una vez adherida a la célula, EPEC inyecta factores
de virulencia (Esp) mediante el S5T Ftranslocdn, entre ellos Tir, que se inserta
en la membrana de la célula y expone una regién en el espacio extracelular.
C) La intimina (una proteina de membrana externa) se une con firmeza aTir
y se induce el reacomodo del citoesqueleto, lo cual favorece la formacién de
los pedestales de actina y la desaparicién de las microvellosidades absortivas;
ello da lugar a la lesion AJE

Figura 7. Modelo de patogénesis de EPEC. Fuente Rodriguez-Angeles 2002

Las cepas EPEC se consideran tipicas cuando tienen los genes eae para la
intimina, que participa en AE, y el plasmido EAF que codifica para el BFP y se dice que
son atipicas cuando sélo presentan el gen eae pero no el plasmido EAF (Kaper et al,
2004) Los genes requeridos para la formacion de la lesion AE, incluyendo el gen eae
gue codifica para la intimina estan localizados dentro de la isla de patogenicidad LEE
(McDaniel et al 1995). Se sabe que el gen ler regula los principales operones dentro de
LEE, Elliot et al 2000 reportan que las transcripciones mRNA para rorf2, orfl10, rorfl10,
orfl9 'y escD (rorfll) estaban ausentes o0 muy reducidas en
ausencia de Ler;, si alguna de estas proteinas esta presente en E. coli, ler estara y

LEE por lo consiguiente, entonces la lesion podra llevarse a cabo.
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5 MATERIALES Y METODOS.
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5.1 PLANTAS DE TRATAMIENTO Y SITIOS DE ESTUDIO.

Se efectuaron muestreos longitudinales bimestrales en dos plantas de tratamiento

de aguas residuales del rio Alseseca y del Parque Ecoldgico.

Se efectuaron 5 muestreos en la planta de tratamiento de aguas del Parque
Ecologico Revolucion Mexicana, recibe descarga de agua residual municipal, la
recoleccion de las muestras fue del influente y del efluente de la planta (Fig.8) y fueron
muestras simples (Anexo Ill) recolectadas entre las estaciones Invierno 2005- 2006 a
Invierno 2006-2007

Toma de muestra del efluente de
la Planta Parque Ecoldgico

Toma de muestra del influente
de la planta Parque Ecoldgico

Figura 8. Sitios de muestreo en la planta de tratamiento del parque ecoldgico Revolucion
Mexicana
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Se efectuaron 4 muestreos en la planta de tratamiento de aguas Alseseca Sur
gue recibe descargas de agua residual tanto municipal como industrial, la recoleccion
de las muestras fue del influente y del efluente de la planta (Fig.9) y fueron muestras

simples recolectadas entre las estaciones Otofio 2005 a Otofio 2006.

Toma de muestra del influente de la Planta Alseseca Sur
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Figura 9. Sitios de muestreo en la Planta de tratamiento Alseseca Sur.
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Se realizé también un muestreo longitudinal del rio Alseseca. Los muestreos

fueron bimestrales en las dos plantas de tratamiento.

Figura 10. Recoleccion de Muestras del rio Alseseca antes de pasar por la Planta de Tratamiento

Alseseca Sur

Planta de tratamiento Alseseca

. e e 1
4 A

Figura 11. Recoleccion de Muestras del rio Alseseca después de pasar por la Planta de Tratamiento
Alseseca Sur

En las figuras 10 y 11 se aprecia el sitio en donde se muestreo en el rio Alseseca,

fueron muestras simples.
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5.2 AISLAMIENTO.
Materiales:

— Solucion salina isoténica (0.85%)

— Agar MacConkey

— Agar Pseudomonas con cetrimida (100 mg/l)

— Agar Mueller Hinton con 4 diferentes antibidticos:
« Kanamicina (KM) (10 ppm)
« Ampicilina (AM) (50 ppm)
« Tetraciclina (TE) (10 ppm)
« Cloranfenicol (CL) (10 ppm)

Métodos.

— Diluciones seriadas decimales

— Meétodo de dilucion en placa

— Muestreo de acuerdo a las Normas Oficiales Mexicanas.

El método empleado fue el muestreo simple del influente y efluente del agua de
las plantas de tratamiento, se realizdé de acuerdo a la norma oficial mexicana NMX-AA-
003-1980 (Anexo lll), la siembra se efectué dentro de las 2 horas posteriores, por el
método de dilucién en placa, las diluciones que se sembraron fueron 104, 10° y 10° ,
sembrando[J[J[J[JL de cada una de las diluciones anteriormente mencionadas en los 6

medios arriba descritos, e incubandose a 30° C por tres dias (Fig.12) , realizadndose el

aislamiento al tercer dia del conteo ( Ashbot 2003).

Figura 12. Siembra de las diluciones seriadas decimales en los diferentes medios.
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5.3  SELECCION.
Para cumplir con el objetivo de este trabajo se establecieron criterios de seleccién que

consistieron en elegir bacterias de la familia enterobacteriaceae con las que
pudiéramos trabajar como bioindicador de contaminacién en las aguas, se realizaron
siembras en medios de cultivo selectivos que descartaran aquellas colonias de esta
familia que no eran de nuestro interés como los patdgenos y descartar también a los

bacilos gram-negativos no fermentadores.

Materiales.
— Agar Mac Conkey
— Agar Sulfito de Bismuto
— Agar Cromogénico CPS ID3
— Chromagar Salmonella
— Agar Soya Tripticasa
— Prueba de Oxidacion y Fermentacion de glucosa
— Prueba de oxidasa y catalasa.
— Agar Mueller Hinton con 4 diferentes antibigticos:
« Kanamicina (Km) (10 ppm)
« Ampicilina (AM) (50 ppm)
» Tetraciclina (TE) (10 ppm)
» Cloranfenicol (CL) (10 ppm)
Métodos.
— Siembra con replicador en agar Cromogénico CPS ID3 (Fig.13A)
— Agar MH adicionado con 4 diferentes antibiéticos KM (10 ppm),
AM (50 ppm), TE (10 ppm), CL) (10 ppm) (Fig 13C)

A) R) Q)

Figura 13 A) agar CPSID3 B) Agar Sulfito de Bismuto C) Agar MH con 50ppm AM 28



5.4 |DENTIFICACION.
Las colonias que cumplieron con los criterios de seleccion establecidos fueron

identificadas mediante cuatro sistemas de identificacion diferentes. Dos de ellos agares
cromogénicos en los que el crecimiento de la bacteria produce un pigmento
caracteristico de acuerdo a su género, los otros dos son baterias de pruebas

bioquimicas mediante las cuales se identifica los géneros de las bacterias.

Materiales.
— Galerias AP1 20 E
— Agar Chromagar Orientation
— Agar CPS ID3
— Galerias API 20 NE
Métodos.

Las pruebas de identificacion se realizaron utilizando Chromagar Orientation, y
Agar CPS ID3 (Fig.14), asi como baterias de prueba APl 20 E (Fig.15) y API 20NE
siguiendo las direcciones del fabricante (Biomerieux), dejandose en incubacion por 1
dia a 30° y después registrandose las lecturas.

\

Figura 14. A) y B) Siembra en Agar CPSID3, C) Siembra en Agar Chromagar orientation

Figura 15. Galerias API20E
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5.5 RESISTENCIA A METALES.

Se realizd6 la siembra con replicador en agar Soya- Tripticasa, con
concentraciones crecientes del metal (Zn, Mn, Cu, Ni, V) y en cuatro mezclas diferentes
de metales (Cu, Zny Co) (Cu, Zn y Ni) (Cu, Ni, Co), (Fe, Ni y Co). Se hicieron lecturas
alas 24,48 y 72 horas (Fig.16).

Materiales

— Agar Soya tripticasa (TSA)

— Metales utilizados por separado:
* Zn (100y 200 ppm)
*+ Mn (100 y 200 ppm)
* Cu (100 y 200 ppm)
« Ni (100y 200 ppm)
« V(100y 200 ppm)

— Mezclas de metales:
* Mz1: Cu,Zn,Co (50 ppm)
¢ M2:Cu,Zn,Ni (50 ppm)
¢ Ma3:Cu,Ni,Co (50 ppm)
*  M4:Fe,Ni,Co (50 ppm)

Figura 16. Agar TSA con mezcla de metales M1
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5.6 PRUEBAS PRESUNTIVAS DE LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS.
Materiales.

— Agar Mueller Hinton

— Multidiscos Bio-Rad para bacterias Gram-negativas.

— Antibiéticos probados:
« amikacina (30mg)
« ampicilina (10mg),
» carbenicilina (100mg),
» cefalotina (30mg),
« cefotaxima (30mg),
« ceftriaxona (30mg),
» cloranfenicol (30mg),
* gentamicina (10mg),
« netilmicina (30mg),
 nitrofurantoina (300mg),
« trimetoprim-sulfametoxazol (25mg)
» pefloxacina (5mg).

Métodos.
[1 Técnica de Bauer-Kirby modificada.

Se realiz6 la siembra de las cepas a probar en caldo luria, pH 7 y se incubaron
por 24 horas a 37°C. Cuando las cepas estaban crecidas, se sembraron 50 []L del
tubo en agar Mueller Hinton, pH 7, siembra por estria masiva y se sembraron por
duplicado, a una de las siembras se les colocé el disco de Bio Rad y el otro se
utilizé6 como testigo, la lectura de los halos de inhibicién se realizaron a las 24 h de

la siembra con un vernier (Fig.17).

Figura 17. Prueba presuntiva de resistencia a antibiéticos
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5.7 |IDENTIFICACION DEL PATOTIPO DE ESCHERICHIA COLI

Materiales utilizados para la técnica de PCR.
[0 TAQ BIOLASE DNA POLIMERASE 500 U que incluye: buffer NHs 10x y
solucién MgClz
[] dNTP'S SET 4 x 25 uM, Conc: 100 mM
[] Oligonucledtidos para bfpA, IngA 'y escD

Extraccion de DNA.

La reaccion usa una plantilla de ADN, dos oligonucleétidos “cebadores” o
iniciadores (primers), de 20 a 28 bases complementarias a su secuencia de ADN. La
elongacion de los cebadores es catalizada por la enzima Taq ADN polimerasa. La
mezcla de cebadores, ADN, dNTP’S y Taq, es calentada para permitir la separacion de
las cadenas de ADN que contiene las secuencias de interés, y luego es enfriada para
permitir que los cebadores encuentren su secuencia complementaria, se acoplen a ella
y la Taqg polimerasa inicie la extensién de los cebadores y genere una nueva cadena.
Con series de calentamiento enfriamiento se multiplica el ADN de forma exponencial
(Sharrocks, 1994).

Se utilizaron los oligonucleétidos para la amplificacién de la region de 326-pb
del gen bfpA y la regiéon 630-pb del gen IngA reportados por Donnenberg (Donnenberg
et al 1992) y por Gutiérrez (Gutiérrez-Cazares 2000), asi como la regién de 170-pb del
gen EscD mediante los oligonucleétidos reportados por Elliot (Elliot et al 2000) para

bdsqueda de Escherichia coli Enteropatogénica atipica.

Los oligos correspondientes para cada factor de virulencia se usaron en una
reaccion de amplificacion ( 17[JL H20, 3[JJL de Buffer NH4 10x, 1[J[JL MgCl2, dNTP’s
0.5[][L, 0.5 [JL oligos y 0.5 [JL de Tag DNA polimerasa) en la que se re suspendiod la
muestra problema; dicha mezcla se sometié a 29, 35 y 35 ciclos de amplificacién
respectivamente, las muestras se corrieron electroforéticamente en geles de agarosa al

1% durante 90 minutos a un voltaje de 70V vy por ultimo se tifieron con bromuro de
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etidio para ser observados en el sistema de documentacion de imagenes equipado con

transiluminador de luz UV registrandose en el software Quantity One 4.2.1.

6 RESULTADOS.

6.1 CONTEO DE POBLACION.

Se realizaron en total 11 muestreos, 5 en la Planta del Parque Ecolégico
Revolucién Mexicana, 4 muestreos en la Planta Alseseca Sur y 2 muestreos en el Rio
Alseseca uno antes de la Planta de tratamiento, cerca del Pante6n Valle de los Angeles
y otro después de la Planta Alseseca Sur en el municipio de San Francisco
Totimehuacan. Se detectaron resultados variables en cuanto a la diferencia de
poblaciones de entrada y salida, asi como un muestreo longitudinal antes y después de

pasar por las plantas de tratamiento.

En la planta de tratamiento del rio Alseseca se obtuvieron las siguientes
poblaciones en cuanto a coliformes fecales 7.78 x104 UFC de entrada y 2.22x10* UFC
de salida (Otofio 2005), 2.67x10° UFC de entrada y 3.33x10* UFC de salida (Invierno
2006), 2.83x10° UFC de entrada y 1.11x10° UFC de salida (Verano 2006), 7.22x10*
UFC de entrada y 3.33x10* UFC de salida (Otofio 2006) (Fig.18).

En la planta de tratamiento del Parque Ecoldgico se obtuvieron las siguientes
poblaciones en cuanto a coliformes fecales, ND (no detectables) de Entrada y Salida
(Invierno 2006), 2.67x10° UFC de entrada y 2.36x10* UFC de salida (Primavera 2006),
1.89x10° UFC de entrada y ND de salida, 5.x10* UFC de entrada y ND de salida (Otofio
2006), 1.83x10° UFC de entrada y ND de salida (Invierno 2006-2007) (Fig.19).

Del muestreo longitudinal del rio Alseseca se detectd un incremento del 520% de
coliformes en el efluente con respecto al influente (primavera 2007) (Fig.20).
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Fig. 18 Conteo de poblacion en la Planta Alseseca Sur.
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E= Poblacién de bacterias en agua de entrada
S=Poblacion de bacterias en agua de salida

MH= Mueller Hinton

MC= MacConkey

Agar P = Agar Pseudomonas con Cetrimida

TE= Agar Mueller Hinton adicionado con Tetraciclina
AM= Agar Mueller Hinton adicionado con Ampicilina
KM= Agar Mueller Hinton adicionado con Kanamicina

CL= Agar Mueller Hinton adicionado con Cloramfenicol
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Fig. 19 Conteo de poblacion en la Planta Parque Ecoldgico.
E= Poblacion de bacterias en agua de entrada
S=Poblacién de bacterias en agua de salida
MH= Mueller Hinton
MC= MacConkey
Agar P = Agar Pseudomonas con Cetrimida
TE= Agar Mueller Hinton adicionado con Tetraciclina
AM= Agar Mueller Hinton adicionado con Ampicilina
KM= Agar Mueller Hinton adicionado con Kanamicina

CL= Agar Mueller Hinton adicionado con Cloramfenicol
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Fig. 20 Conteo de poblacion de coliformes fecales en el muestreo del Rio Alseseca.

Antes de efectuar la identificacion se realizaron pruebas para comprobar la
multiresistencia en las bacterias aisladas, esto mediante la siembra de las mismas en 4
medios con antibidticos diferentes KM, AM, CL y TE., mostrando que las bacterias
provenientes de la Planta Alseseca Sur son mas resistentes ya que el 70% de las
aisladas crecié en los medios con los cuatro antibiéticos probados (Fig.21) mientras
gue solo el 31% de las aisladas de la Planta del Parque Ecoldgico crecié en los mismos
(Fig.22).

m 4 antibi6ticos

20% L
o / 3 antibidticos
‘ ® 2 antibioticos

1 antibiético

Figura 21. Porcentaje de multirresistencia de bacterias aisladas en la Planta de Alseseca Sur.
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m 4 antibiéticos
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m 2 antibiéticos
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Figura 22. Porcentaje de multiresistencia de bacterias aisladas en la Planta de tratamiento de

aguas del Parque Ecoldgico Revolucion Mexicana

6.2 |DENTIFICACION.

En los muestreos realizados en las dos plantas de tratamiento de aguas se
aislaron un total de 300 enterobacterias provenientes de ambas plantas de tratamiento,
la proporcion de E. coli encontrada en la Planta Alseseca Sur fue del 52.6 %, en el
parque Ecoldgico del 48% (fig.23) y en el rio Alseseca la poblacion fue del 80%, siendo

este género bacteriano el de mayor incidencia en los muestreos.

De las cepas aisladas se seleccionaron 66 basandonos en la prueba presuntiva
de resistencia a antibiéticos, los géneros identificados y con los que se trabajo
aparecen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Géneros seleccionados en los diferentes muestreos

E. coli 40
Aeromonas spp 9
Citrobacter braakii / freundi 9
Klebsiella oxytoca 3
Pantoea sp 2
Pseudomonas luteola 1
Enterobacter cloacae 1
Proteus vulgaris 1
mE Coli
Citrobacter braaki/
freundi

14%

Aeromonas spp.

EKlebsiella

m Panfoea

B Enterobacter

m Proteus Vulgaris

Figura 23. Porcentaje de géneros de bacterias encontrados en influentes y efluentes de Plantas de

Tratamiento de aguas de la ciudad de Puebla y del rio Alseseca.
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De los aislamientos del muestreo longitudinal en el rio Alseseca se seleccionaron
13 cepas del género E. coli, usando el criterio de seleccion a las que presentaran
mayor resistencia a antibiéticos en las pruebas presuntivas de los Multidiscos Bio-Rad

para bacterias Gram-negativas

6.3 RESULTADOS DE LA TOLERANCIA A METALES.

Del total de bacterias aisladas el 86% creci6 en agar Mueller Hinton, a
concentraciones de 100 ppm de Cu, Zn, Co, Mn, Ni, o V (Fig.24), el 66% de las cepas
resistio y mostré crecimiento en agar Mueller Hinton, a concentraciones de 200 ppm de
Cu, Zn, Co, Mn, Ni, o V (Fig.25) y el 84% crecié en mezclas de Cu, Zny Co; Cu, Zny
Ni; Co, Zn y Ni, y por ultimo Mn, Zn y Co (en estos casos a concentraciones de 50 ppm
c/u) (Fig.26).

B 5 metales
4 metales

0 metales

Figura 24. Porcentaje de crecimiento de las cepas aisladas en agar TSA con Zn (100ppm), Cu
(100ppm), Mn (100 ppm), Ni (100ppm) y V (100ppm).
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Figura I25. Porcentaje de crecimiento de las cepas aisladas en agar TSA con Zn (200ppm), Cu
(200ppm), Mn (200 ppm), Ni (200ppm) y V (200ppm).

u 4 mezclas
® 3 mezclas
" 2 mezclas

0 mezclas

Figura 26. Porcentaje de crecimiento de las cepas aisladas en agar TSA con cuatro mezclas de
metales diferentes
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6.4 PRUEBAS PRESUNTIVAS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS.

En total se trabaj0 con 66 cepas a las que se realizé la prueba presuntiva de
resistencia a antibioticos mediante los multidiscos BIO-RAD (Fig.27), en esta prueba se
observo que existian similitudes en los antibioticos a los que los diversos géneros de

bacterias aisladas resistian y fueron reportados en la Tabla 2.

Tabla 2. Patrones de resistencia a antibioticos presentados por bacterias
aisladas de las plantas de tratamiento de aguas y del rio Alseseca

Antibiéticos Género Porcentaje (%)
E. coli 45.9
AM, CB, SXT Aeromonas spp 44.4
Citrobacter 33.3
Klebsiella oxytoca 33.3
Proteus vulgaris 100
AM, CB, PEF E. coli 21.6
Aeromonas spp 111
Aeromonas spp 88.8
AM, CB, CF Pantoea sp 50
E. coli 21.6
Citrobacter 111

Fig.27 Prueba de resistencia a antibiéticos con multidisco BIORAD.
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De las pruebas presuntivas las resistencias de las cepas fueron: AM (72%), CB
(56%), SXT (40%) y CF (40%).

6.5 COMPARATIVO ENTRE LA RESISTENCIA A METALES Y ANTIBIOTICOS PRESENTADA POR LAS
COLONIAS SELECCIONADAS.

Tabla.3 Patrones de Resistencia a Metales Pesados y Antibidticos en E. coli aisladas de las Plantas
de Tratamiento Alseseca Sur, Parque Ecoldgico y rio Alseseca

Mueller
Hinton Resistencia a Crecimientoen  Crecimiento
BACTERIA Origen adicionado ANTIBIOTICOS METALES en las
con KM, AM, Zn, Mn, Cu, Ni, V cuatro
TE, CL a Mezcla de
100y 200 ppm Metales
Entrada
E. coli Parque Ecoldgico Crecid AM, CB, PEF, Crecid Crecid
Entrada
E. coli Parque Ecolégico Crecid AM, CB, SXT, Crecid Crecio
Salida
E. coli Alseseca Sur Crecié AM, CB, PEF, Crecié Crecid
Salida
E. coli Alseseca Sur Crecid AM, CB,SXT, Crecid Crecid
Salida
E. coli Alseseca Sur Crecié AM, SXT, PEF, Crecié Crecid
CF
Salida
E. coli Alseseca Sur Crecié AM, CB, SXT, Crecié Crecid
CF
rio
E. coli Alseseca Sur Crecio AM, CB, SXT, Crecio Crecio
CL
rio AM, CB, SXT,
E. coli Alseseca Sur Crecid PEF, GE, Crecid Crecio
CF,CL,

De las pruebas realizadas a las bacterias seleccionadas podemos observar en la Tabla
3 yenla Tabla 4 que existe una relacion entre la resistencia a antibiéticos y metales

pesados en los aislamientos de las Plantas de tratamiento de aguas y del rio Alseseca.
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Tabla.4 Patrones de Resistencia a Metales Pesados y Antibiéticos en bacterias
aisladas de las Plantas de Tratamiento Alseseca Sur, Parque Ecoldgico y rio

Alseseca
Mueller
Hinton Resistencia a Crecimiento en  Crecimiento
BACTERIA Origen adicionado ANTIBIOTICOS METALES en las
con KM, AM, Zn, Mn, Cu, Ni, V cuatro
TE, CL a Mezcla de
100y 200 ppm Metales
Entrada
E. coli Parque Crecid Sensible a todos No crecié No crecié
Ecologico los antibidticos
Entrada
Pseudomonas  Alseseca Sur Crecio CF, CRO, No crecié en Cu No crecié
luteola AK,SXT,CTX,NET,
CB
Salida Resistencia
Citrobacter Alseseca Sur Crecio Intermedia No crecid No crecié
freundii AM, CF

6.6 DETERMINACION DE PATOTIPOS DE ESCHERICHIA COLI.

6.6.1 ETEC

Los métodos utilizados para la tipificaciéon de las cepas de E. coli fueron los

siguientes, en el caso de E. coli enteropatogénica ETEC se sabe que la amplificacion

del gen IngA, gen estructural del pilus tipo IV longus expresado en ETEC humana,

amplifica en un fragmento de 630 pb (Gutiérrez-Cazares et al 2000) por lo que en este

trabajo se tipificaron estas cepas tomando como base la identificacién de dicho gen,

para lo cual empleamos la técnica de PCR. Del total de E. coli aisladas el 10% dio

positivo al patotipo ETEC.
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Figura 28. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio donde se amplificé el gen IngA a 630 bp.
Carril 2 Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA. Carril 3 E. coli enterotoxigénica E 9034 Carril 4
Cepa 7-BUAP Linea 5 Cepa 12-BUAP. Carril 6 Cepa 13-BUAP Carril 7 Cepa 14-BUAP Linea 8 Cepa 57-
BUAP Carril 9 Cepa 34-BUAP Carril 10 Cepa 35-BUAP Carril 11 Cepa 36-BUAP Carril 12 Cepa 37-

BUAP Carril 13 Cepa 39-BUAP Carril 14 Cepa 38-BUAP Carril 15 Marcador de peso molecular 1Kb Plus
DNA

Figura 29. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio donde se amplificé el gen IngA a 630 bp.
Carril 6 Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Carril 1 E. coli enterotoxigénica E-9034 Carriles 2-5

E. coli aisladas de Rio Alseseca y Plantas de tratamiento de aguas. Carril 5 E. Coli aislada de agua
tratada en la Planta Alseseca Sur.
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6.6.2 EPEC

Para la tipificacion de E. coli EPEC se utilizaron como base las secuencias que
codifican para bfpA tratandose de EPEC tipica (tEPEC) y escD para EPEC atipica
(aEPEC)

6.6.2.1 tEPEC

Girén et al, 1991 descubrieron que EPEC expresa haces de filamentos que
asemejan sogas, denominado bundle-forming pilus (BFP). Un método rapido y simple
de deteccion de EPEC se basa en la amplificacion de una region de 326 pb del gen
bfpA. Donnenberg et al, 1992

bfpA 326
bp

Figura 30. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio donde se amplificd el gen bfpA a 326 bp.
Carril 2 Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Carril 3 E. coli entero patogénica E2348-69 Carril 4
Cepa 15a-BUAP Carril 5 Cepa 18-BUAP. Carril 6 Cepa 19-BUAP Carril 7 Cepa 47a-BUAP Carril 8 Cepa
47b-BUAP Carril 9 Cepa 49-BUAP Carril 10 Cepa 49a-BUAP Carril 11 Cepa 38-BUAP Carril 12 Cepa 38-
BUAP Carril 13 Marcador de peso molecular Carril 14 Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA
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Figura 31. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio donde se amplificé el gen bfpA a 326bp.
Carril 1 Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Carril 2 E. coli entero patogénica E2348-69 Carriles
3-10 E. coli aisladas de Rio Alseseca y Plantas de tratamiento de aguas. Carril 5 E. Coli aislada de agua

tratada en la Planta Alseseca Sur. Carril 7 E. coli aislada del rio Alseseca Sur.

6.6.2.2 aEPEC.

Las cepas aEPEC no albergan el pEAF y por lo tanto no producen el BFP.

aEPEC tiene el locus de destruccién del enterocito (LEE), una isla de patogenicidad
responsable del desarrollo de la lesion (A E). Esta isla codifica el sistema de secrecién
de tipo Il , un sistema con multiples proteinas secretadas y una adhesina bacteriana
llamada "intimina" que es codificada por el gen eae. Elliot et al, 2000 reportaron que si
el gen escD esta presente en E. coli, ler estara y LEE por lo consiguiente, entonces la

lesion podra llevarse a cabo.
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Figura 32. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio donde se amplificé el gen escD a 170 bp.
Carril 1 Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Carril 2 E. coli entero patogénica E2348-69 Carril 3
Cepa 47b-BUAP Carriles 4-5 Cepa 38-BUAP. Carril 6 Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA

De los corrimientos el15% resulté perteneciente al patotipo EPEC.
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7 DISCUSION.

7.1 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION.

En trabajos similares a este se han hecho conteos de poblacion de coliformes
fecales y se ha encontrado que los niveles de poblaciéon se encuentran entre 107-
10°/100 mL (Keraita B. et al, 2003) llegando a comparar estos niveles de poblacién del

agua de rio con agua cruda.

En esta investigacién estamos en concordancia con otros autores (LeChevallier,
1996) en donde mencionan que la mayor presencia de enterobacterias se encuentra
entre los meses de abril a noviembre y la menor poblacion se encuentra entre

diciembre y marzo, siendo la especie mas abundante E. coli.

Otro estudio realizado por LeChevallier (1988) habla de que existen diferentes
factores que favorecen el crecimiento de las enterobacterias, entre los cuales figura la
temperatura, se menciona que mientras la temperatura del agua rebasa los 15°C el
crecimiento bacteriano se lleva de una forma mas rapida y eficaz, es por esto que
encontramos que en los meses de abril a noviembre la poblacién bacteriana es mas

alta.

Garcia-Armisen et al (2013) realizo un trabajo con muestras colectadas del rio
Sena, Francia, recolectaron tres muestras en diferentes puntos del rio y las cultivaron
en tres medios diferentes uno en caldo Luria (LB) un medio con muchos nutrientes, el
otro R2A es un agar pobre en nutrientes y por ultimo DNB que es el caldo nutritivo
diluido unas 100 veces, a cada medio le adicionaron tres antibioticos diferentes a dos
concentraciones diferentes, amoxicilina (AMX) (4 and 50 [Jg ml-1), Tetraciclina (TET) (4
and 300 []Jg ml-1) y sulfametoxazol (SMX) (16 to 300 [Jg ml-1), al realizar el conteo de
las bacterias crecidas obtuvieron resultados significativamente mas altos en el medio
DNB con respecto al LB o al R2A. En este trabajo ocupamos Agar Mueller Hinton con
4 diferentes antibioticos y tuvimos resultados de una poblacion significativamente alta

Oscilando los valores entre 10* y 10°.Quedaria como trabajo posterior el realizar los
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muestreos y conteos en un medio mas pobre en nutrientes para ver si existe diferencia

notable entre el conteo de poblacién resistente a los antibioticos.

Es importante hacer notar que se ha demostrado que los antibioticos y los
antimicrobianos en general, resisten las condiciones presentes en los lodos activados
de las plantas de tratamiento de aguas residuales, Gobel et al (2005) demostraron la
eliminacion incompleta ocurrida en estos ambientes, ya que detectan en el efluente

entre 240-290 ng/L de macrdlidos y sulfonamidas, respectivamente.

Lin et al (2004) en un estudio hecho en un rio de la provincia de Natal en
Sudafrica encontraron que los géneros predominantes de las bacterias provenientes
de rios fueron Acinetobacter, Alcaligenes, Citrobacter, Enterobacter, Pseudomonas y
Serratia., y con menor frecuencia Klebsiella y Proteus.

En India se realizé un estudio a lo largo del rio Godavari, en donde el anélisis
bacterioldgico de las muestras recolectadas en diferentes puntos del rio revelaron altas
poblaciones de E. coli, Citrobacter freundii, Citrobacter diversus, Aerogens,
Enterobacter y Klebsiella (Chitanand et al 2008), concordando con este estudio en el
cual encontramos en orden de mayor incidencia se han identificado a: E. coli>

Citrobacter > Aeromonas > Klebsiella = Enterobacter.

7.2 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS Y METALES PESADOS.

Manaia et al (2012) nos habla que la utilizacion de antibiéticos para el control de
las enfermedades infecciosas tanto en humanos como en animales ha sido uno de los
avances mas significativos en el cuidado de la salud, sin embargo el uso generalizado
de antibiéticos ha venido acompafiado por un incremento de resistencia a los mismos
en comunidades bacterianas. Esta evidencia ha motivado muchos estudios de la
diversidad vy distribucién de bacterias resistentes a los antibiéticos no solo en la clinica

sino en diferentes sectores ambientales.

Este estudio nos muestra la elevada incidencia de enterobacterias resistentes a

antibidticos y metales pesados en las aguas residuales de Puebla.
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Las bacterias resistentes a antibiéticos y sus genes especificos determinados se
han encontrado con un incremento evidente en la prevalencia de la Resistencia a
sustancias antimicrobianas. Esta dramatica situacion de multiresistencia bacteriana ha
sido reportada en ambientes hospitalarios sin embargo en el ambiente también ha sido
encontrada, en este trabajo dentro de las cepas aisladas, caracterizadas e identificadas
se encontrd una cepa asignada con en nombre de 38BUAP, se identificO como E. coli
enteropatogénica atipica , por métodos moleculares se determiné que presentaba
resistencia a cefotaxima por medio de una [J-lactamasa TEM-C, una OXA-1 y presenta
mutaciones en gyrA y en parC lo que explica su resistencia a las fluoroquinolonas y al
acido nalidixico y también posee una Transacetilasa aac(6’)1b-Cr que le confiere
resistencia a algunos antibiéticos aminoglucésidos. En cuanto a las [J-lactamasas
encontradas en la cepa 38BUAP concuerda con autores como Tennstedt et al ( 2003)
quien reporta asilamiento, en aguas residuales, del pldsmido pTB11l en donde se

encuentra el gen blaoxa-1 que confiere inactivacion a [J- lactamidos y penicilinas.

En la revisidon hecha por Zhang X. et al (2009) se menciona que ciertos genes de
resistencia a antibiéticos han sido encontrados en microorganismos tales como E. coli,
y Aeromonas entre otros, no tan solo distribuidos en las aguas de desecho de
hospitales, sino que también se han encontrado este tipo de organismos provenientes
de lodo residual y agua residual de plantas de tratamiento de agua, en aguas

subterraneas y rios, e incluso en agua potable.

Los resultados que obtuvimos en cuanto a la resistencia a antibiéticos en los
aislamientos concuerdan con reportes hechos por diversos autores, en los que se
menciona el alto indice de resistencia de las bacterias aisladas provenientes de rios
cercanos a centros de poblacién y a plantas de tratamiento de aguas (Lin et al. 2005,
Roe et al. 2003, Sturtevant et al. 1971)

Gobernado (2005) en su revision sobre [J-lactamasas de espectro extendido en
aumento, hace referencia a que éstas estan siendo en los ultimos tiempos una
preocupacion especial en Espafia y que en la actualidad constituyen un problema
terapéutico y epidemioldgico, en el caso de las infecciones causadas por E. coli,

Klebsiella pneumoniae y, en algun caso, por Klebsiella oxytoca y Proteus mirabilis, ya
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gue las bacterias productoras de este tipo de []-lactamasas son resistentes a la
penicilina, la ampicilina, las cefamicinas, las cefalosporinas de cualquier generacion y el
aztreonam, y un 30% a 60% de ellas también a los betalactimicos asociados a
inhibidores de [J-lactamasas; ademas, un porcentaje alto, por corresistencia, son
también resistentes a las quinolonas, los aminoglucosidos, las tetraciclinas y el
cotrimoxazol. De manera que estamos ante bacterias multirresistentes, muchas solo
sensibles a los carbapenémicos, que no son hidrolizados por las BLEE, facilmente

transmisibles por pladsmidos, y dificiles de tratar y controlar.

Lin et al (2004) en un estudio hecho en un rio de la provincia de Natal en
Sudafrica muestran que la resistencia a los antibidticos beta-lactdmicos es la que
predomina en ese ambiente. Mientras que algunas cepas bacterianas adquieren estas
caracteristicas de resistencia de otras bacterias, muchas, tal es el caso de P.
aeruginosa y Acinetobacter spp. desarrollan mutaciones cromosémicas en el sitio
blanco del compuesto antibacteriano (Sader et al. 2005). Otros autores concuerdan que
al surgir bacterias patdogenas multirresistentes a antibioticos se hace necesario buscar
nuevos agentes antimicrobianos con diferentes mecanismos de accion (Anko et al,
2002).

De las pruebas presuntivas las resistencias a antibidticos de las cepas fueron:
ampicilina (72%), carbenicilina (56%), trimetoprim-sulfametoxasol (40%) y cefalotina
(40%), concordando con un estudio hecho por Moore et al (2009) donde se analizaron
11 rios y un lago de Irlanda del Norte, y se encontré que usando un ensayo directo de
susceptibilidad antibiotica, la resistencia especifica medida en porcentaje en todas las
muestras examinadas en orden ascendente de los siguientes 19 agentes probados fue:
amikacina (17%), gentamicina (17%), ciprofloxacina (33%), colistina (42%), linezolid
(42%), tobramicina (42%), vancomicina (42%), ertapenem (67%), eritromicina (75%)
meropenem (75%), rifampicina (75%), teicoplanina (75%), tetraciclina (75%),
trimetoprim(75%), acido fusidico (83%), aztreonam (92%), clindamicina (92%),
penicilina (92%) y cefoxitina (100%).

Pierre Servais et al (2009) estudié la prevalencia de la resistencia a los

antimicrobianos y la resistencia antimicrobiana mdultiple entre coliformes fecales que se
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encuentran en la cuenca del rio Sena, Francia. Entre los microorganismos estudiados
encontro que el 42% de los 214 aislamientos de E. Coli eran resistente a al menos uno
antimicrobiano y el 35% eran resistentes al menos a dos antimicrobianos, concordando
con nuestros resultados en los que encontramos que las cepas de E. coli fueron en un
entre un 45% y 22% multiresistentes en las pruebas presuntivas de antibioticos.
Investigod también las fuentes de donde provenian dichos aislados, fueron recolectados
en fuentes puntuales (aguas residuales municipales y hospitalarios) y fuentes no
puntuales (superficie de escurrimiento y lixiviacion de suelos aguas de zonas agricolas
o forestales). Para E. coli, la prevalencia de resistencia a antibiéticos difiere
ampliamente de una fuente a otra y clasificado en este orden: las aguas residuales
hospitalarias (71%)> municipal aguas residuales (44%)> fuentes agricolas no puntuales
(16%)> fuentes no puntuales forestales (2%). El nivel de resistencia a antibi6ticos en
los coliformes fecales esta relacionado con su nivel de exposicion prevista a los

antimicrobianos antes de su liberacion en el medio ambiente.

El rio San Pedro en Aguascalientes, México fue motivo de un estudio en el cual
Ramirez Castillo et al (2013) concluyen que la presencia de E. coli patdgeno y
resistente a los antibioticos y a flouroquinolonas podrian representar una amenaza
potencial para la salud humana y animal, concordando con este estudio. Se sabe que
las bacterias al estar en contacto con los antibidticos y otros agentes inhibitorios,
generan progenies resistentes a estas sustancias (Salyers et al. 2004).

McArthur y Tuckfield (2000) y Mondragon et al (2011) demuestran e implican con
sus resultados que la contaminacidbn con metales pesados puede contribuir a
incrementar la resistencia bacteriana a los antibidticos a través de una seleccion
indirecta y en el articulo publicado por Lucious et al (2013) estudiaron efluentes
provenientes de la industria curtidora en la India en donde reportan que P. aeruginosa y
E. coli aisladas de estos efluentes muestran alta resistencia al cadmio, y al probar la
resistencia a antibioticos P. aeruginosa mostré una resistencia al 50% de los
antibidticos probados mientras que los aislamientos de E. coli mostraron un 83% de

resistencia a los antibioticos.
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Malik et al (2011) aislé un total de 144 Pseudomonas spp provenientes del rio
Yamuna, de suelo de riego con estas aguas y de aguas subterraneas. Fueron probadas
para los siguientes metales Hg?*, Cd?*, Cu?*, Zn?*, Ni%*, Pb?*, Cr®* y Cr®*. La mayoria
de las Pseudomonas aisladas de agua y de suelo presentd resistencia a multiples

metales y antibibticos, coincidiendo con lo observado en este trabajo.

7.3 E. coLi Como BioINDICADOR DE CONTAMINACION

Wiggins et al (1999) estudié Streptococcus faecalis provenientes de distintas
fuentes (aguas residuales domésticas, residuos sépticos, heces de ganado y aves de
corral y aguas cristalinas) y al estudiar los patrones de resistencia a antibioticos de
éstos concluye que pueden ser utilizados para clasificar e identificar la fuente de

contaminacion fecal del agua.

Harwood et al (2000) propone que los patrones de resistencia a antibioticos de E.
coli y Streptococcus faecalis pueden ser utilizados como una huella digital para

determinar la fuente de contaminacion del agua.

Wicki et al (2011) menciona que localizar los sitios de entrada de heces es
importante para la gestion de la calidad del agua y propone el aislamiento de
bacterias multirresistentes utilizando placas de agar selectivas, y una fase de
tipificacion donde los aislamientos seleccionadas de E. coli sean caracterizados por
sus perfiles de resistencia a antibiéticos y las técnicas moleculares de huellas digitales
(gel de campo pulsado electroforesis [PFGE]). En sus resultados ellos concluyen que
cuando las cepas tienen un patrén de resistencia igual se puede localizar el sitio de
contaminacion fecal. Las ventajas del enfoque que ellos describen es que en los
métodos de genotipado que se utilizan actualmente para identificar fuentes de
contaminantes fecales son la reduccion de tiempo, costos, y el esfuerzo requerido de
igual manera da la pauta para que los aislamientos idénticos podrian ser identificados

sin la construccion de grandes bibliotecas.
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El articulo de revision Marcadores de seguimiento de fuentes microbianas para
la deteccidn de contaminacion fecal en aguas ambientales: relaciones entre patégenos
y su impacto en la salud (Harwood et al 2014) menciona que E. coli se ha usado como
bacteria indicador de contaminacion fecal, no ha logrado utilizarse para la
determinacion de fuentes de contaminacion especifica porque aun no se han
encontrado marcadores especificos del huésped a los que se le pueda asociar. Sin
embargo en un estudio se encontré evidencia de marcadores potencialmente
especificos de humanos en una cepa de E. coli (Clermont et al, 2008) que no fue sido
aislada de ningun otro hospedero dentro del estudio. Se sigue estudiando el genoma
completo de E. coli donde se pretende identificar genes especificos de cepas de origen
ambiental o entérico para determinar la especificidad del hospedador de estos

marcadores.

Paruch et al (2012) mencionan que el hallazgo de E. coli en el medio ambiente
no se traduce necesariamente en la amenaza de una enfermedad; sin embargo, su
presencia indica definitivamente la contaminacion con materia fecal, y reconocen que
esta bacteria es el unico miembro del grupo de los coliformes fecales que satisface la
mayoria de los criterios de un indicador bacteriano de contaminacion fecal. Por esta
razon se ha sugerido como un indicador concreto en el modelo para la seleccién de
indicadores ecolégicos del indice de la salud de los ecosistemas costeros en China (Lin
et al., 2012) y se propone en este estudio como bioindicador de contaminacion en

aguas de los rios del municipio de Puebla.

En este estudio encontramos similitudes en cuanto a las resistencia a antibiéticos,
asi como los hallazgos de E. coli son superiores a los de cualquier otro género de
bacterias, por lo que basandonos en los trabajos arriba expuestos concluimos en que E
coli puede ser utilizados como un bioindicador de contaminacién en las aguas de los

rios de la ciudad de Puebla
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8 CONCLUSIONES.

Se determind que existen bacterias resistentes a antibidticos y metales pesados en el
agua del rio Alseseca y en los influentes y efluentes de las aguas de las plantas de
tratamiento de aguas estudiadas, concluyendo que el tratamiento que se le da en las

mismas es ineficiente si no cuentan con un tratamiento secundario.

Los patrones de resistencia a antibioticos y metales pesados en las bacterias aisladas
tuvieron similitudes, por lo que podemos inferir que la contaminacion del agua con

metales pesados contribuye a incrementar la resistencia bacteriana a los antibiéticos.

Concluimos que la resistencia a antibidticos y metales pesados presente en E. Coli
puede ser utilizado como un bioindicador de contaminacion en las aguas del rio
Alseseca tomando en cuenta que la resistencia a antibiéticos y metales pesados fue

determinada en los aislados de este género.

El rio Alseseca esta altamente contaminado, los patrones de resistencia a antibiéticos
y metales pesados fueron significativos en los aislamientos de este muestreo,
encontrando bacterias con multiresistencia a antibidticos como el caso de la cepa
38BUAP que presentd resistencia a cefotaxima, fluoroquiniolonas, acido nalidixico y
algunos aminoglucosidos, encontrandose en una poblacién de 104 UFC/100mL siendo
perteneciente al patotipo aEPEC representando un riesgo para la poblacion infantil de

la zona cercana al rio.

Otro hallazgo importante es que de los aislamientos de E. Coli el 10% dio positivo al
patotipo ETEC y el 15% resulto perteneciente al patotipo EPEC, constituyendo un foco
de infeccion para la poblacién que tiene contacto con estas aguas, siendo no aptas

para riego.
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9 SUGERENCIAS.

Como trabajo posterior se sugiere hacer un estudio con medios de cultivo menos
enriquecidos, ya que en reportes bibliograficos se menciona que cuando el medio no
tiene tantos nutrientes, como en el caso del agar Mueller Hinton que fue el ocupado en

este estudio, el nimero de colonias aisladas es mayor.

Para detectar de donde proviene la contaminacion fecal del rio Alseseca se sugiere
estudiar los patrones de resistencia de E. Coli que se aislen del sitio para determinar si
la contaminacion es de desechos humanos o de animales y detener esta

contaminacion.

Equipar las plantas de tratamiento de aguas de la ciudad de Puebla con tratamientos
secundarios en donde se baje la carga de materia organica y asi evitar la proliferacién
de bacterias patdégenas y que estas sean liberadas al agua del rio Alseseca,

deteniendo asi un problema de salud ambiental.

Para ver el impacto en la salud convendria realizar un estudio de campo en la zona de
riego de Tecamachalco en donde es utilizada el agua del rio Alseseca y asi comprobar

si esta clase de bacterias se encuentran en los suelos de estos cultivos.
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11 ANEXOS

11.1 ANEXo |. ESQUEMA DEL TRATAMIENTO DE AGUA RESIDUAL EN LA PLANTA ALSESECA SUR DE LA
CIUDAD DE PUEBLA

65



Muestreador

1
1
! automético Grasa
! >
1
1
- O - <
' Cribado Grueso Cribado Fino Desarenador y
Agua Agua con arena Agua
' Zona de 5 T — sin
Cruda: bombeo arena
1
1
| Arena
1
1
1
|
| Etapa de Pre tratamiento
|
1
1
1
1
S tmmimimisimisimimimimimisimimisisisisisiisas L e R
. Al
! v gua sin arenay
i grasa
+ Tratamientq
i Ef.im.a.f.ig Tanque de Coagulaciény | Limpieza de Flocs
1
!
v Lodo <
Desinfeccién con Solucién
Cloro < saturada de Mezcla de Lodoy
Clara grasa hacia la Planta
Atoyac
Vertido al Rio v
v

66




11.2 ANEXO Il. ESQUEMA DE LA PLANTA DE TRATAMIENTO EN LA PLANTA PARQUE ECOLOGICO
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11.3 ANexo lll. NMX-AA-003-1980. MUESTREO

NMH-AA-003-1580

AGUAS RESIDUALES - MUESTREOQ

EESIDUAL WATERS - SAMPLING

1 OBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION
Esta norma establece los lineamientos generales v recomendaciones para muestrear las

descargas de aguas residuales, con el fin de determinar sus caracteristicas fisicas v
quimicas, debiéndose observar las modalidades indicadas en las normas de métodos de

prueba correspondientes.

2 DEFINICIONES

21 Agua residual

Es el liquado de composicion vanada proveniente de usos municipal, mdustrial, comercial,
agricola, pecuario o de cualquier otra indole, va sea publica o privada v que por tal motivo
hava sufrido degradacion o alteracion en su calidad oniginal

22 Canal abierto

Cualquier conducto en el cual el agua fluye presentando una superficie libre.

23 Colector

Es un conducto abierto o cerrado que recibe las aportaciones de agua de otros conductos.
24 Descarga

Es el conjunto de aguas residuales que se vierten o disponen en algin cuerpo receptor.

25 Muestra simple

Es aguella muestra individual tomada en un corte periodo de forma tal que el tiempo
empleado en su extraccion sea el transcurrido para obtener el volumen necesario.

26 Muestra compuesta

Es la que resulta del mezclado de varias muestras simples.
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