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1. RESUMEN

El rio Atoyac de la Ciudad de Puebla se ha convertido en receptor de descargas
industriales y domésticas, siendo la carga microbiana uno de los contaminantes mas
persistentes incluso después de un tratamiento. La carga microbiana es un factor
importante para la salud publica ya que las bacterias patégenas son causantes de
enfermedades infecciosas con diferente nivel de gravedad. Los contaminantes
quimicos como: metales pesados y antibidticos son causa de las actividades
antropogénicas y de su uso indiscriminado. Debido a que este rio es receptor de
dichos contaminantes, el objetivo de este estudio fue identificar la presencia de la
bacteria patdgena E. coli enteropatdogena (EPEC) y determinar su resistencia a
antibiéticos y a metales pesados. Se caracterizaron 113 cepas de E. coli aisladas
del agua residual del rio Atoyac, mediante la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), asimismo se les determind su resistencia a 12 antibiéticos, asi
como su resistencia a Co, Mo, Fe, Cu y Pb. Los resultados mostraron que el 85%
de las cepas pertenecen al patotipo EPEC, el 77% (87/113) presento resistencia al
menos a 1 tipo de antibiético, solo el 24% present6 multirresistencia y todas las
cepas presentaron resistencia a Mo y Fe, para Co y Cu sélo presentaron mediana
resistencia, ante Pb solo el 5.3% (6/113) del total de las cepas presento resistencia
y el 69% (78/113) presentd s6lo mediana resistencia. Los resultados obtenidos
revelan la presencia de EPEC, agente etiologico causal de brotes diarreicos capaz
de sobrevivir y tener resistencia a antibioticos y metales, resultado que apoya la
preocupacion en poner atencion en la sanidad del agua residual del rio Atoyac para

evitar futuras infecciones en comunidades aledafias.



2. INTRODUCCION

El actual escenario mundial de intenso crecimiento demografico y las actividades
urbanas han provocado la contaminacion de los cuerpos de agua, siendo los mas
afectados los paises en vias de desarrollo (Martinez et al., 2017; Olguin et al., 2010).
Entre los principales contaminantes encontramos las descargas de aguas
residuales industriales y domésticas que son vertidas en los rios sin recibir un
tratamiento adecuado (Arcos et al., 2005). La liberacién de compuestos téxicos
como metales pesados, asi como la liberacion de bacterias patégenas resistentes
a antibidticos presentes en aguas residuales constituyen un gran problema para el
medio ambiente y para la salud publica (Martinez et al., 2010). El mal uso que se
les ha dado a los antibidticos en las préacticas meédicas, veterinarias y agricolas ha
provocado el desarrollo de resistencia y multiresistencia microbiana a estos
compuestos, reduciendo la efectividad de los tratamientos establecidos e
incrementando los indices de mortalidad (Tzoc et al., 2004; Dreser et al., 2008).
Asimismo, la exposicion a los efectos téxicos de los metales pesados ha permitido
la aparicion y seleccion de bacterias con mecanismos capaces de tolerar sus
efectos nocivos (Martinez et al., 2017; Cervantes et al., 2006).

En México la contaminacion del agua se deriva de la deficiencia en los sistemas de
tratamiento de aguas residuales y medios de saneamiento, ocasionando problemas
en la salud puablica como son el aumento de las enfermedades gastrointestinales,
sobre todo entre nifios menores de cinco afios, siendo uno de los factores que
ocasionan muertes en el pais. Entre los patégenos bacterianos causantes de estas
enfermedades encontramos los patotipos de E. coli diarrogénicas como uno de los
agentes etiolégico mas importantes que esta asociado a la contaminacion de aguas
residuales y como uno de los principales contribuyentes de estas enfermedades
(Ruvalcaba et al., 2014; Somda et al., 2017).

El rio Atoyac del estado de Puebla se considera como uno de los rios mas
contaminados del pais, el cual estd extremadamente impactado por las aguas
residuales de descargas de fuentes urbanas, agricolas e industriales (Martinez et

al., 2017). Por lo tanto, las consecuencias que pueda generar la contaminacion de



este rio que lo convierte en reservorio de microorganismos capaces de generar
resistencia a los antibidticos y a metales pesados, es un tema preocupante
(Ruvalcaba et al., 2014).
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3. MARCO TEORICO

3.1 Impacto del agua residual a nivel mundial y nacional.

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

acceso a este recurso (Arcos et al., 2005).

La contaminacion del agua se ha convertido en un grave problema a nivel mundial,
segun la ONU (2014) y la FAO (2010) se estima que cada dia 2 millones de
toneladas de aguas residuales, desechos industriales y agricolas se vierten en las
aguas de todo el mundo y cerca del 40% de la poblacién mundial no tiene acceso a
servicios de saneamiento adecuados, sufriendo mayor impacto en paises en vias
de desarrollo, que descargan cerca del 90% de sus aguas residuales sin ningun
tratamiento a los rios y lagos (Olguin et al., 2010). Asimismo, mas de 300 millones
de habitantes de ciudades Latinoamericanas producen 225,000 toneladas de
residuos sélidos cada dia, sin embargo, menos del 5% de las aguas de
alcantarillado de las ciudades reciben tratamiento. Sin un tratamiento, las aguas
residuales son vertidas en las aguas superficiales, provocando tanto riesgos en la

salud humana, asi como riesgos ecoldgicos (Reynolds, 2002).

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

enfermedades como la diarrea y la gastroenteritis, ubicandose dentro de las tres
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principales causas de muerte a nivel mundial y en Latinoamérica (Pefa et al., 2014;
Reynolds, 2002).

En México el crecimiento poblacional ha provocado que exista una demanda de
servicios urbanos, como son los servicios de agua potable, drenaje y saneamiento,
lo que se ha convertido en un problema, ya que estos servicios no tienen un
adecuada gestion y manejo, dando como resultado una calidad deficiente en estos
servicios y generando grandes volumenes de aguas residuales que contribuyen a
la contaminacién ambiental y problemas de salud (Lépez et al., 2015). Mora et al.
(2016) nos dice que entre 1998 y 2007, la generacion de aguas residuales de los
centros urbanos (municipales) aumentaron de 239 a 243 m3 s1, mientras que las
descargas industriales (no municipales) aumentaron de 170 a 188.7 m® s en el
mismo periodo y del total de aguas residuales generadas en esos afos, solo el
25.3% fue tratado. Por consiguiente, el crecimiento urbano ha provocado que los
dafios ambientales y de salud humana se potencien en diversas regiones de todo
el pais, producto de la falta de tecnologias ambientales adecuadas para el
saneamiento de estas aguas, asi como la falta de cultura ambiental de los
ciudadanos (Olguin et al., 2010).

Sin embargo, para la mayor parte de México sélo se tienen reportes aislados de la
carga de contaminantes que se vierten a los cauces y cuerpos naturales de agua,
asi como de las propias fuentes de contaminacién, por lo que no se tienen datos
exactos del riesgo provocado en los habitantes por la exposicion a los
contaminantes de las aguas residuales, ya sean de tipo quimico, fisico o biolégico
y que puede influir en las tasas de morbilidad poblacional (Rivera et al., 2007).

En el caso especifico de la ciudad de Puebla, México, solo 35 de las 278 plantas de
tratamiento de aguas residuales que se encuentran en el estado de Puebla
funcionan y estan dentro de la norma, debido a los altos costos que implica ponerlas
en operacion a los municipios que las tienen a su cargo. Por lo tanto, el incremento
poblacional tanto a nivel nacional como a nivel mundial ha provocado que se
generen grandes cantidades de aguas residuales que constituyen fuentes de

contaminacion que afectan a la salud humana y al medio ambiente (Bonilla y
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Ferndndez et al., 2013), siendo asi de vital importancia tener un control de la calidad
del agua de consumo y de desecho, con la finalidad de identificar la presencia de
microorganismo patdgenos, que son causantes de enfermedades como la

gastroenteritis, diarrea, disenteria y hepatitis o fiebre tifoidea (Arcos et al., 2005).

3.2 El aguaresidual de la ciudad de Puebla.

En la ciudad de Puebla encontramos rios de gran importancia como son el San
Francisco, el Atoyac y el Alseseca, que actualmente presentan problemas de
contaminacion, ya que se han convertido en depdsitos de desechos (Rivera et al.,
2006 b). Esta situacion es preocupante ya que no se sabe el impacto que estan
produciendo en la salud humana y en el ambiente los contaminantes que se
encuentran en estos rios, puesto que no se han realizado estudios detallados de
estos posibles efectos (Valencia et al., 2011).

Dentro de los desechos producidos que son liberados en los rios, destacan los
desechos industriales, de acuerdo a Valencia et al. (2011) méas del 50% de las
descargas anuales provienen de las industrias quimicas, fundidoras, procesadoras
de metales y refinerias de petréleo. Otra fuente de contaminacion importante son
los desechos agropecuarios, asi como los desechos de origen domeéstico. Por lo
que el desarrollo industrial junto con los desechos agropecuarios y domésticos han
provocado la contaminacion de los rios, generando riesgos para la salud y el medio
ambiente y afectando la calidad de agua para su consumo humano, asi como la

vida acuatica (Valencia et al., 2011).

Las industrias y comunidades descargan sus aguas residuales en forma directa o
con escaso o nulo tratamiento hacia los cuerpos receptores de los rios Alseseca,
Zahuapan y Atoyac, generando un riesgo en la salud humana por la exposicion de
los habitantes a estos contaminantes (Bonilla y Fernandez et al., 2013). En el caso
del rio Atoyac, se considera un rio muy contaminado, ya que recibe agua residual
municipal e industrial, provocando que su uso solo sea aceptable para riego agricola

(Valencia et al., 2011). La contaminacion de este rio se debe principalmente a las
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actividades socioecon6micas de tipo alimenticia, textil, quimica, petroquimica,
automotriz, papelera, bebidas, hierro y acero, farmacéutica, teneria, metalmecanica,
siderargica y produccion agricola que se da en la ciudad de Puebla y Tlaxcala,
ocasionando una produccion aproximada de 55 descargas de aguas residuales
directas e indirectas, 45 industriales y 10 municipales (Sandoval et al., 2009).

Sin embargo, la problematica de la gran contaminacion de los rios, se ve ain mas
afectada debido a que las plantas tratadoras de aguas residuales no funcionan de
manera correcta, de acuerdo a Bonilla y Fernandez (2013) hasta el 2012 las cinco
plantas tratadoras de aguas residuales del Sistema Operador de Agua Potable y
Alcantarillado de Puebla (SOAPAP) solamente funcionaban al 60% de su
capacidad. Por lo tanto, las consecuencias que pueda generar la contaminacion de
estos rios es un tema preocupante, ya que no sabemos los dafios en la salud que
puede provocar a los habitantes que viven cerca de estas zonas, asi como para el

ambiente (Bonilla y Fernandez et al., 2013).

3.3 Aguas Tratadas.

De acuerdo a SEMARNAT (2003) las aguas residuales son definidas como aguas
de descargas municipales, industriales, agricolas, ganaderas, domesticas, o de
cualquier otro uso, asi como la mezcla de ellas. Asimismo, Mora et al. (2016) nos
dicen que dentro de la clasificacion de las aguas residuales basadas en su origen
encontramos a las aguas residuales urbanas y aguas residuales industriales. En las
aguas residuales urbanas encontramos aguas negras o fecales, aguas de lavado
doméstico y aguas de drenaje de calles, en cambio las aguas residuales industriales
provienen de procesos de produccién, procesamiento o manipulaciéon en el que se
utilice agua, por lo que estan mas contaminadas que las aguas residuales urbanas

y sus contaminantes son mas dificiles de eliminar.

El incremento de la poblacion urbana y el modo de vida actual ha provocado un
aumento de la descarga de aguas residuales en las ultimas décadas, siendo el agua

un elemento de gran importancia para la vida humana, surge una gran preocupacion
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y la necesidad de limpiar los cuerpos de agua contaminados, para asi poder

satisfacer las necesidades de la poblacion urbana (Pefia et al., 2013).

Reynolds (2002) nos dice que las aguas residuales consisten de dos componentes,
un efluente liquido y un constituyente sélido, conocido como lodo. Es asi que existen
dos formas generales de tratar las aguas residuales. La primera de ellas consiste
en dejar que las aguas residuales se asienten en el fondo de los estanques,
permitiendo que el material sélido se deposite en el fondo y después tratando la
corriente superior de residuos con sustancias quimicas para reducir el niumero de
contaminantes dafiinos presentes. La segunda forma consiste en utilizar la
poblacién bacteriana para degradar la materia organica. Este método, conocido
como tratamiento de lodos activados, requiere el abastecimiento de oxigeno a los

microbios de las aguas residuales para realzar su metabolismo (Reynolds, 2002).

De acuerdo a lo anterior Reynolds (2002) refiere que los pasos béasicos para el

tratamiento de aguas residuales son:
1. Pre tratamiento: remocion fisica de objetos grandes.

2. Deposicion primaria: sedimentacion por gravedad de las particulas soélidas y

contaminantes adheridos.

3. Tratamiento secundario: digestion biolégica usando lodos activados o filtros de

goteo que fomentan el crecimiento de microorganismos.

4. Tratamiento terciario: tratamiento quimico (por ejemplo, precipitacion,
desinfeccién). También puede utilizarse para realzar los pasos del tratamiento

primario.

El tratamiento de las aguas residuales urbanas e industriales resulta ser la mejor
solucion para la depuracion de los efluentes, no obstante, la accion toxica de ciertas
sustancias pueden retardar el proceso de purificacion y anular la accién de los
microorganismos involucrados en la purificacion del agua. Asimismo, compuestos
como los metales pesados, pueden permanecer en las aguas tratadas, debido a

que los procesos de purificacion no eliminan completamente estos compuestos, por
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lo que no se recomienda devolver el agua tratada a los canales de agua limpia (Mora
et al., 2016).

En México se han implementado programas de tratamiento de aguas residuales
desde 2008, como PROTAR (programa de tratamiento de aguas residuales) entre
otros, que buscan aumentar el volumen de agua tratada y mejorar los procesos
utilizados para el tratamiento de aguas residuales, teniendo como resultado 2,287
plantas de tratamiento en todo el pais hasta diciembre de 2013 (Mora et al., 2016).

La finalidad del tratamiento de aguas residuales ha sido tratar con la probleméatica
de la contaminacion del agua, tratando de reducir el nivel de microorganismos
dafiinos presentes y de esta forma disminuir el riesgo de exposicion en la
reutilizacion de estas aguas, como lo es su uso en el riego agricola. Por
consecuencia el tratamiento de aguas residuales es de vital importancia para la
prevencion de la contaminacion ambiental y del agua al igual que de la salud publica
(Reynolds, 2002).

3.4 Microorganismos Patdgenos del agua residual.

La exposicidn a la actual contaminacion ha provocado que exista un mayor riesgo
para la salud humana, afectando méas a paises en vias de desarrollo, en los que la
falta de tecnologia adecuada, asi como la falta de atencion de los organismos
encargados, han generado que los niveles de contaminacion aumenten en gran
medida (Rivera et al., 2006 a). La falta de atencion en el tratamiento de aguas
residuales, que se sabe albergan microorganismos (patdégenos) pueden causar
enfermedades. De acuerdo con Reynolds (2002) los organismos patogénicos
pueden originarse en individuos infectados o en animales domésticos o salvajes, de
los cuales pueden o no presentar sefales de enfermedad. La contaminacion a
través del desecho inadecuado de aguas negras es responsable de una gran

mayoria de muertes (Reynolds, 2002).
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Castillo et al. (2010) nos dicen que el 30% de muertes en América Latina son
causadas por enfermedades transmitidas por agua contaminada, seis veces mas
que el porcentaje reportado en paises desarrollados. Los microrganismos
implicados en este tipo de enfermedades pueden causar enfermedades con
diferentes niveles de gravedad, desde una gastroenteritis simple hasta graves
diarreas, y pueden ser transmitidos a través del agua, pero también a través de
alimentos, de animales a humanos, y entre personas por los malos habitos
higiénicos. Los agentes patdgenos que se encuentran implicados en la transmision
de este tipo de enfermedades son bacterias, virus, protozoos, helmintos y

cianobacterias (Arcos et al., 2005).

Las enfermedades gastrointestinales son de las enfermedades mas comunes en
humanos. Vidal (2003) nos dice que se estima que alrededor de 2 millones de nifios
mueren al afio de enfermedades diarreicas en paises en vias de desarrollo. A nivel
mundial las enfermedades gastrointestinales son una de las causas de mortalidad
en lactantes y nifios, de acuerdo a Hernandez et al. (2011) se ha estimado que en
Asia, Africa y Latinoamérica la probabilidad de que un nifio muera antes de los 5
afos es del 50%, aunque estas cifras dependen de los factores socioecondémicos y
nutricionales. En México, hasta el 2001 las enfermedades gastrointestinales
ocasionadas por patdgenos ocupaban el decimocuarto lugar de muertes a nivel
nacional, y los estados con mayor incidencia eran: Chiapas, Oaxaca, Guanajuato,

Veracruz, Puebla y el Distrito Federal (Hernandez et al., 2011).

Los organismos patégenos causantes de enfermedades gastrointestinales
infecciosas son principalmente representados por bacterias como Escherichia coli,
Salmonella y Shigella. Destacando a Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)
como uno de los principales patégenos causantes de cuadros diarreicos en nifios.
EPEC es reconocida como una causa importante de muertes por enfermedades
infecciosas en infantes, generando una alta tasa de morbilidad y mortalidad en

paises en vias de desarrollo (Hernandez et al., 2011; Vidal, 2003).

La presencia de microorganismos patdogenos y compuestos contaminantes en el

agua pueden causar dafios en la salud humana, es por esto que es necesario la
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implementacion de tecnologias y plantas de tratamiento eficientes que reduzcan

estos riesgos (Castillo et al., 2010).

3.5 Escherichia coli enteropatégena (EPEC).

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

en vias urinarias, diarrea, entre otras (Vidal, 2003).

Actualmente se conocen 6 categorias de E. coli asociadas con enfermedades
infecciosas diarreicas, que han sido clasificadas de acuerdo a sus caracteristicas
clinicas y epidemiolégicas. Los patotipos son: E. coli enterotoxigénica (ETEC),
enteroinvasiva (EIEC), enterohemorragica (EHEC), enteroagregativa (EAEC),
enteropatogénica (EPEC) y de adherencia difusa (DAEC). Las E. coli diarrogénicas
son la principal causa de gastroenteritis en nifios en paises en vias de desarrollo,
siendo responsables del 30% al 40% de todos los casos de diarrea en nifios (Lluque
et al., 2010).

Las cifras de muertes en paises en vias de desarrollo son grandes del 20% al 50%,
lo que convierte a EPEC en una anomalia clinica de inmediata respuesta. En México
una de las causas mas comunes de diarrea infantil es la infeccién por EPEC, dentro
de los sintomas provocados por EPEC encontramos diarreas acuosas que tienen
diferentes grados de severidad, vomitos y fiebre. La incubacion de la infeccion se
da entre las primeras 3 a 24 horas después de la ingesta de un inoculo de bacterias
(Vidal, 2003).
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3.5.1 Resistencia a antibiéticos.

La resistencia bacteriana a los antibioticos es un problema de salud mundial que va
en aumento en nuestra sociedad actual (Kawane, 2012). Durante los ultimos afios
el uso indiscriminado de los antibi6ticos en el sector salud, asi como en la agricultura
y la ganaderia ha provocado que las bacterias desarrollen mecanismos que les
permitan evadir con efectividad la accién de estos compuestos. (Cabrera et al.,
2007; Kawane, 2012). El desarrollo de esta resistencia bacteriana reduce la
efectividad de tratamientos establecidos e incrementa la mortalidad por

enfermedades infecciosas (Dreser et al., 2008).

La resistencia adquirida por las bacterias se da por un cambio en la composicion
génica de la bacteria, que puede ocurrir por una mutaciéon genética o por la
transferencia entre bacterias de genes de resistencia a los antibioticos (Kawane,
2012). El incremento acelerado de esta resistencia bacteriana y su expansion a nivel
mundial, es una manifestacién de la evolucion bacteriana, en respuesta a la presiéon
selectiva ejercida en diferentes ambientes, por el mal uso de los antimicrobianos
(Yamile et al., 2012). Asimismo, el aumento de la resistencia a los antibiéticos
actualmente estd superando el desarrollo de nuevos antibiéticos (Adefisoye et al.,
2016), representando grandes retos para el tratamiento de infecciones. De acuerdo
a Tafur et al. (2008) se calcula que entre el 50% y el 60% de mas de dos millones
de infecciones hospitalarias en Estados Unidos son causadas por bacterias

resistentes y son responsables de cerca de 77,000 muertes por afio.

Para los paises en vias de desarrollo esto es aun mas preocupante, ya que las
infecciones bacterianas son uno de los principales precursores de las
enfermedades, siendo de vital importancia los agentes antimicrobianos para el
tratamiento de estas (Cui et al., 2017). Se sabe que E. coli es una de las principales
causantes de enfermedades infecciosas y se ha asociado junto con otras
comunidades de bacterias ambientales con genes resistentes a antibioticos
(Adefisoye et al., 2016). El tratamiento antimicrobiano utilizado en infecciones

ocasionadas por los patotipos de E. coli, ha tenido que cambiar a traves de los afios
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debido a la resistencia que estas presentan, siendo asi que antibiéticos que antes
se usaban para su tratamiento como la Tetraciclina, Estreptomicina, Amoxicilina,
Cefalotina, Ticarcilina y Sulfametoxazol/Trimetoprim resultan ya no ser de gran
utilidad (Paniagua et al., 2007).

De esta manera los mecanismos de resistencia que presentan las bacterias son
cada vez mas dificiles de controlar, aunado al hecho de que una bacteria puede
presentar resistencia a mas de un antibidtico, lo que se conoce como
multiresistencia. Las infecciones provocadas por estas bacterias multiresistentes
son las causantes de un creciente nimero de pacientes, asi como del aumento en
la morbilidad y mortalidad. (Pérez et al., 2008; Pérez et al., 2013).

3.5.2 Resistencia a metales pesados.

La contaminacién ambiental con metales pesados constituye una problematica de
gran importancia a nivel mundial, puesto que se considera en aumento y provoca
efectos toxicos sobre los organismos vivos (Suérez et al., 2002; Marrero et al.,
2010). La contaminacién antropogénica del medio ambiente con metales pesados
debido a las diversas aplicaciones que tienen en las practicas agricolas, la
acuicultura, asi como su utilizacion en las industrias y en productos domésticos
contribuyen a esta carga ambiental (Seiler et al., 2012; Kawane, 2012). Es asi que
estas practicas han determinado la presencia de metales en cantidades importantes
en el ambiente, causando numerosos efectos sobre la salud y el equilibrio de los

ecosistemas (Marrero et al., 2012).

Por lo tanto, los metales pesados son elementos quimicos que representan una
amenaza bioldgica, pues no son biodegradables (Marrero et al., 2012). Los efectos
téxicos y mutagénicos de estos elementos inorganicos son los causantes de
seleccionar y mantener variantes microbianas capaces de bioconcentrarlos y de
tolerar sus efectos nocivos. Se han identificado diversos mecanismos de resistencia
en especies de bacterias, protistas y hongos (Martinez et al., 2010; Cervantes et al.,

2006). De acuerdo a Marrero et al. (2010) solo los microorganismos que portan
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sistemas genéticos que contrarrestan los efectos téxicos de los metales son
capaces de sobrevivir en ambientes con elevadas concentraciones de esos

elementos.

Las altas concentraciones de metales pesados presentes en el ambiente han creado
una presion selectiva que conduce a las mutaciones en los microorganismos
permitiéndoles sobrevivir y multiplicarse (Kawane, 2012). En particular las bacterias
han sido objeto de estudio por su capacidad para transformar compuestos no
esenciales y por los mecanismos de resistencia que han desarrollado para tolerar
los efectos nocivos de los metales toxicos. Dentro de estos mecanismos
principalmente destacan los que involucran: componentes celulares que capturan
a los iones neutralizando su toxicidad, enzimas capaces de convertir a los metales
o metaloides en formas menos toxicas, y transportadores de la membrana que
expulsan las especies nocivas del citoplasma celular (Suarez et al., 2002; Cervantes
et al., 2006). De esta manera la exposicion de microorganismos autdctonos a
ecosistemas contaminados con metales ha permitido la aparicion y la seleccion de

bacterias resistentes a metales pesados (Martinez et al., 2010).

Moraga et al. (2003) nos dice que esta relacidbn contaminante-microorganismo es
una serie de procesos adaptativos que finalmente se expresan como mecanismos

de resistencia hacia el contaminante.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Contaminacion del rio Atoyac.

La contaminacion que presenta el rio Atoyac es alarmante y lo coloca como uno de
los cuerpos de agua mas contaminados de Meéxico. Las descargas de aguas
residuales domeésticas e industriales sin tratamiento vertidas en este rio, revelan el
elevado nivel de contaminacién y constituyen un grave problema en los estados de
Tlaxcala y Puebla, provocando impactos negativos en la salud de los pobladores,

las actividades economicas y los ecosistemas aledafios (Rodriguez et al., 2012).

Debido a que la contaminacion de este rio representa un grave problema para la
poblacién y el medio ambiente, diversos trabajos se han enfocado en su estudio.
Sandoval et al. (2009) nos mencionan que desde el afio 1995 se ha registrado un
alto grado de deterioro en el rio Atoyac, debido a los asentamientos humanos e
industriales. Asimismo, realizaron una evaluacién fisicoquimica, microbiologica y
toxicoldgica del rio Atoyac, donde se destaco que para coliformes fecales (CF) se
rebasaron los limites maximos permisibles (LMP) de acuerdo con la norma NOM-
001-ECOL-1996 y se registrO una contaminacion alta de acuerdo con los
parametros toxicolégicos y mutagénicos. De la misma manera Garcia et al. (2011)
realizaron un estudio para determinar las concentraciones de Arsénico (As) y Plomo
(Pb) en agua superficial de la cuenca del alto Atoyac, sus resultados revelaron que
las concentraciones de Pb y As en agua fueron superiores a la norma NOM-001-
ECOL-1996 que establece el limite en las descargas de aguas residuales para la
proteccion de la vida acuética, asimismo encontraron que se supero el limite para

el uso del agua con fines agricolas establecido por la misma norma.

Por otra parte, Bonilla et al. (2013) analizaron la calidad fisicoquimica y
microbiolégica del agua residual vertida por 2 parques industriales (5 de mayo y
Puebla 2000) que desembocan en el rio Atoyac y reportaron que la concentracion
de CF en todas las muestras tomadas sobrepasaba los LMP establecidos por la
NOM-001-SEMARNAT-1996 para el uso agricola. Posteriormente Bonilla et al.
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(2015) analizaron la calidad fisicoquimica del agua del distrito de riego 030
“Valsequillo”, en donde sus resultados mostraron que las descargas de agua
residual vertidas hacia el rio Atoyac y Alseseca presentan altos niveles de
contaminantes que rebasaron los LMP de la NOM-001-SEMARNAT-1996.

El problema de la contaminacion del rio Atoyac se ha vuelto un problema muy serio,
a medida que aumenta la amenaza a la salud publica, Rodriguez et al. (2017) nos
dicen que hay una relacion directa entre la incidencia de enfermedades
gastrointestinales y el nivel de contaminacion del agua del rio Atoyac por coliformes
totales (CT), de igual manera nos dicen que las causas de contaminacion estan
directamente relacionadas con el desarrollo econémico y el crecimiento de la

poblacién, con efectos adversos en la salud humana.

Sin embargo, el nivel de contaminacion del rio sigue siendo un grave problema,
Pérez et al. (2018) evaluaron la calidad del agua del rio Atoyac en base a
parametros fisico-quimicos y bacteriol6gicos, compararon sus resultados con los
datos de 2011 de la Declaratoria de clasificacion del Atoyac y Xochiac o
Hueyapan, y sus afluentes, encontrando un aumento notable en las
concentraciones de los 8 metales pesados que analizaron (Al, Fe, Cu, Pb, Cd, Zn,
Co, Ni, y Cr), destacando los niveles de Fierro (Fe) y aluminio (Al) que registraron
valores superiores a los LMP para la proteccion de vida acuatica (PVA) de acuerdo
con los Criterios Ecolégicos de Calidad del Agua (CE-CCA-001/89), y para Irrigacion
Agricola (IA), asimismo encontraron que para CF se excedieron los LMP para riego
agricola segin CE-CCA-001/89 y la NOM 001-SEMARNAT-1996.

4.2 Tratamiento del agua residual en el rio.

El rio Atoyac recibe tratamiento de 3 plantas tratadoras de aguas residuales: Atoyac
Sur, Barranca del Conde y San Francisco. El tratamiento aplicado consta de un
pretratamiento, tratamiento primario avanzado (DENSADEG®), digestion anaerobia

de los lodos y deshidratacién por filtros banda (SUPERPRESS), solo la planta
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Atoyac Sur cuenta con tratamiento de lodos, las plantas Barranca del Conde y San

Francisco envian sus lodos hacia la planta Atoyac Sur. (Degrémont, 2015 a).

CONAGUA (2015) nos dice que las 3 plantas aplican tratamiento primario avanzado,
pero difieren en la capacidad instalada de tratamiento, caudal tratado y en el

proceso avanzado de depuracion (ver tabla 1).

Tabla 1. Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales del rio Atoyac del estado de Puebla.

Capacidad Caudal Proceso
Nombre de | Proceso Instalada Tratado avanzado de
la Planta (I/s) (I/s) depuracion
Digestion
Atoyac Sur Primario 400.0 436.0 anaerobia de los
Avanzado lodos.
Puebla Decantacion
Barranca del | Primario 340.0 209.0 compacta
Conde Avanzado (DENSADEG®)
Deshidratacion
Puebla San Primario 1100.0 1292.0 por filtros banda
Francisco | Avanzado (SUPERPRESS)

El tratamiento primario avanzado DENSADEG®, es un proceso de decantacion con
contacto de lodos que permite acelerar el tratamiento fisicoquimico del agua. Se
basa especialmente en un doble sistema de inyeccion de productos quimicos que
garantiza su 6ptima utilizacion (Degrémont, 2015 b). De acuerdo a Degrémont (2015
b) el DENSADEG® es el proceso mas robusto, mas compacto y mas polivalente
para el tratamiento de agua en los sectores municipales o industriales, ademas de
gue este proceso tiene como ventaja la reduccion de manera importante del impacto
ambiental al integrar dentro de una misma instalacion las funciones indispensables

para una clarificacion completa del agua.
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4.3 Reportes de la existencia de patogrupos E. coli en el rio.

La contaminacion de aguas superficiales con agentes patégenos de E. coli ha sido
implicada en un numero creciente de brotes de enfermedades y muertes, y la
aparicion de estas cepas que albergan genes de virulencia, se relacionan con la
contaminacion por heces de animales domésticos, salvajes, asi como de los
humanos. Se han hecho estudios de brotes de enfermedades relacionadas con la
exposicibn de aguas contaminadas, sin embargo, muy pocos estudios se han
enfocado en investigar la presencia de cepas E. coli portadoras de genes de

virulencia en aguas superficiales como es el caso de los rios (Titilawo et al., 2015).

En el estado de Puebla, México se han realizado algunos estudios enfocados a
evaluar la calidad de las aguas residuales; Rivera et al. (2006 b) realizé un
diagndstico de las enterobacterias presentes en el rio Alseseca en donde del total
de las muestras identificadas como enterobacterias la més frecuente fue E. coli con
44% (48/110). Asimismo, Aburto et al. (2017) identificaron la comunidad bacteriana
en sedimentos del rio Atoyac por medio de una biblioteca genémica de clones 16s
rRNA, en donde encontraron que la familia Enterobacteriaceae domina la
comunidad bacteriana, destacando E. coli y especies de Shigella. De la misma
manera, Biviano (2017) evalud la calidad del agua del rio Atoyac antes y después
de ser tratada por decantacién e identifico la presencia del patogrupo ETEC en las
muestras de agua. Por otro lado, Pérez et al. (2018) identificaron la presencia de E.
coli junto con otras 10 especies bacterianas patdégenas gram-negativas
pertenecientes a las familias Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae vy

Xanthomonadaceae en muestras de agua del rio Atoyac.

Sin embargo, se cuenta con pocos estudios sobre el rio Atoyac enfocados al
diagnéstico de la calidad de aguas residuales y a sus factores causantes de
contaminacion, pero hasta la fecha ninguno de los estudios se ha enfocado en

identificar la presencia del patogrupo EPEC.
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4.4 Impacto en la salud por la existencia de EPEC con resistencia a

antibioticos y a metales pesados.

Los patdgenos de mayor relevancia en salud publica son aquellos asociados con
mayor carga de enfermedad, severidad, complicaciones y mortalidad. Siendo uno
de los patdgenos mas prevalentes las E. coli diarrogénicas a nivel comunitario en

nifios (Riveros et al., 2015).

Riveros et al. (2015) nos dice que un estudio disefiado para determinar la etiologia
y carga de diarrea en paises en vias de desarrollo (The Global Enteric Multicenter
Study, GEMS), evalu6 mas de 9000 casos de diarrea moderada/severa en nifios
menores de 5 afios y en mas de 13 000 nifios sin diarrea (control), en cuatro paises
de Africa y tres de Asia, en donde E. coli enteropatégena (EPEC), fue uno de los

patégenos asociados con mayor mortalidad.

En México, Paniagua et al. (2007) analizaron muestras diarreicas de 174 nifios que
acudieron para atencion médica a la Clinica Universitaria de la Salud Integral
Iztacala (CUSI-I), Facultad de Estudios Superiores (FES) Iztacala de la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM), en donde encontraron que el 25.2% (n =
44) de las muestras de los nifios con diarrea fue positivo para algun tipo de E. coli,
dentro de los cuales la prevalencia de EPEC fue del 2.9% (n=5). Asimismo, el 58%
de las cepas de EPEC (n = 5) fue resistente a Ampicilina (AM), 49% a Cefalotina
(CF), 48% a Carbenicilina (CB), 33% a Trimetoprim/Sulfametoxazol (SXT), 30% a
Cefotaxima (CFX), 25% a Clorafenicol (CL), 21% a Gentamicina (GE), 19% a
Netilmicina (NET),12% a Nitrofurantoina (NF), 10% a Amikacina (AK) y 8% a
Ceftriaxona (CRO).

Novoa et al. (2017) analizaron 614 cepas de bacterias aisladas de pacientes de
todas las edades con diarrea aguda de 4 ciudades del sureste de México, sus
resultados mostraron que mas de la mitad de los aislamientos fueron identificados
como un serotipo de E. coli diarrogénica y tres cuartas partes de E. coli (77%)

correspondieron al serotipo de E. coli enteropatdogena (EPEC) que presento
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resistencia a los antibidticos Ampicilina (AM), Trimetoprim/Sulfametoxazol (SXT),

Neomicina (NEO) y Ciprofloxacino (CIP).

Por lo consiguiente el surgimiento de nuevas cepas de E. coli diarrogénicas
resistentes a los antimicrobianos ha ocasionado con el tiempo que el tratamiento
meédico adecuado con antibidticos sea cada vez mas complicado, sobre todo en los
infantes, en quienes las tasas de morbilidad y mortalidad son muy elevadas.
(Paniagua et al., 2007)

Por otra parte, se ha observado que la contaminacion de ambientes naturales con
metales pesados tiene una funciéon importante en la evolucion, co-seleccién vy
distribucidon de genes de resistencia. La descarga de metales pesados junto con
antibioticos en los cuerpos de agua de los sistemas municipales, de actividades
agricolas o de acuacultura, promueve la co-seleccién de bacterias resistentes a

esos compuestos (Gutiérrez et al. 2017).

Chavez et al. (2007) analizaron un total de 48 cepas de E. coli aisladas de pacientes
adultos con cuadros diarreicos de la ciudad de Puebla, en donde encontraron que
el 30% de las cepas pertenecian a la categoria de EPEC, asimismo encontraron
que todas las cepas fueron resistentes a los metales Fe, Mo, V, Cu, Niy Pb a dos

concentraciones (1,000 y 2,000 ppm) y el 35.4% fue resistente al metal Co.

Por lo anterior es importante realizar estudios sobre el impacto en la salud publica
que puede producir la exposicion a patdgenos resistentes a metales pesados, ya
gue la presencia de estos contaminantes en altas concentraciones en el ambiente

puede probar efectos nocivos sobre la salud (Marrero et al., 2012).
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5. JUSTIFICACION

La contaminacion del rio Atoyac se ha convertido en una grave problematica
ambiental. A pesar de que el rio cuenta con 3 plantas tratadoras para aguas
residuales, las descargas domésticas e industriales que recibe lo han convertido en
reservorio de diversos contaminantes: fisicos, quimicos y bioldgicos. Debido a que
el agua del efluente se utiliza para riego es necesario descartar la existencia de
microorganismos patdgenos capaces de causar infecciones gastrointestinales. La
resistencia a antibiéticos de estos microorganismos se ha convertido en una
agraviante para el tratamiento de enfermedades, asimismo, las altas
concentraciones de metales pesados en el ambiente contribuyen al problema de la
contaminacion, por lo que analizar la resistencia que presentan las bacterias a estos
compuestos puede presentar potencialidades para el disefio de tecnologias
aplicables como la biorremediacion de ambientes contaminados. Debido a que, se
han realizado pocos estudios de calidad microbiolégica del rio Atoyac, es necesario
realizar estudios especificos que identifiquen y caractericen patogrupos

diarrogénicos de E. coli.
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6. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

« Determinar la existencia de Escherichia coli enteropatdgena (EPEC) en un
efluente tratado de la ciudad de Puebla resistente a antibioticos y metales

pesados.

OBJETIVOS PARTICULARES

% Deteccion de cepas EPEC mediante la técnica de reaccidén en cadena de la
polimerasa (PCR).

« Determinar la resistencia a antibioticos de las cepas EPEC mediante la
técnica de Kirby-Bauer.

« Determinar la resistencia a metales pesados (Co, Cu, Fe, Mo y Pb) de las
cepas EPEC.
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7. HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA:

El agua residual del rio Atoyac después de su tratamiento primario, no presenta el

patotipo EPEC resistente a antibioticos y metales pesados.

HIPOTESIS ALTERNATIVA:

El agua residual del rio Atoyac después de su tratamiento primario, presenta el

patotipo EPEC resistente a antibioticos y metales pesados.
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Procedimiento de recuperacion de cepas.

Se utilizaron 113 cepas de Escherichia coli correspondientes a un previo monitoreo
anual realizado en el 2016 en el efluente del rio Atoyac del estado de Puebla, dichas
cepas fueron resguardadas en el laboratorio de Patogenicidad Microbiana del
Centro de Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas del ICUAP, Edif. 103J,
perteneciente a la BUAP. Las muestras se resguardaron en crioviales con caldo LB

a una temperatura de -70°C.

Para su utilizacion, las cepas de E. coli fueron descongeladas, se sembraron por
gota en placas con medio agar MacConkey y se incubaron a 37+1°C durante 24
horas (Fig. 1). Después de las 24 horas de incubacion se revisaron las placas y se

examino que las cepas no estuvieran contaminadas.

Fig.1 Cepas de E. coli en medio MacConkey.

8.2 Deteccion molecular de cepas EPEC.

La deteccién de los genes de virulencia eae (384 pb) y bfpA (324 pb) de las cepas
EPEC se realiz6 a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para

este procedimiento las cepas aisladas de E. coli se sembraron en medio agar
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MacConkey por 24 horas a 37+1°C, posteriormente se revisd que las cepas no
estuvieran contaminadas, se sembraron por estria cruzada en medio agar Luria

Bertani (LB) y se incubaron por 24 horas a 37+1°C.

Posteriormente, se extrajo el ADN de las cepas por medio de la técnica de shock
térmico, y se procedio a realizar la PCR con cebadores especificos para los genes
de virulencia de EPEC que codifican para Intimina (gen eae) con un peso molecular
de 384 pb y Bfp (gen bfpA) con un peso molecular de 324 pb, utilizando como control
la cepa E2348/69 (EPEC). Posteriormente se colocaron las muestras en un
termociclador marca TECHNE modelo: TC-412 y se programd para la realizacion

de los ciclos de temperaturas especificos para la PCR (ver tabla 2).

Tabla 2. Ciclos de temperaturas utilizados para la
replicacion de los amplicones de los genes de virulencia eae
y bfpA pertenecientes a EPEC.

Temperatura 105°C
Precalentamiento

Inicio de calentamiento
Desnaturalizacion 94.0°C 5m00
etapa 1

Numero de ciclos 30
Paso 94.0°C Om 30 max
Paso 55.0°C Om 30 max
Paso 72.0°C Om 30 max

Temperatura de extensién 72.0°C 5m00
Temperatura final 10.0°C

Una vez obtenidas las muestras de PCR se realizo una electroforesis en geles de

agarosa al 1.5% para observar la amplificacién de los genes de las cepas.
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Posteriormente el gel se tifié con bromuro de etidio y se enjuagd en agua destilada,
para después ponerlo en un transiluminador UV para la visualizacion de las bandas

amplificadas de los genes de virulencia de EPEC.

8.3 Determinacion de la resistencia a antibioticos.

Todas las cepas fueron sometidas mediante la técnica de Kirby- Bauer para
determinar su sensibilidad a 12 antimicrobianos: Ampicilina (AM), Carbenicilina
(CB), Cefalotina (CF), Cefotaxima (CFX), Ciprofloxacina (CPF), Cloranfenicol (CL),
Nitrofurantoina (NF), Amikacina (AK), Gentaminicina (GE), Netilmicina (NET),

Norfloxacina (NOF), Sulfametoxazol Trimetroprim (SXT).

Para ello las cepas se sembraron en medio agar MacConkey durante 24 horas a
37+1°C, posteriormente se sembraron por estria cruzada en medio agar LB y se
incubaron durante 24 horas a 37+1°C, se prepararon y estandarizaron inéculos en
solucion salina al 0.85% con una turbidez igual al tubo 5 de McFarland,
posteriormente se inoculdé de forma uniforme a las cepas por medio de hisopos
estériles en medio agar Muller-Hinton, se colocaron los discos de papel filtro
impregnados con los antibidticos y se incubaron a 37+1°C durante 24 horas. A las
24 horas de incubacion se leyeron los halos de inhibiciobn para su posterior

clasificacion.

La lectura de los halos de inhibicién se hizo de acuerdo a la tabla de comparacion
de halos de sensibilidad en mm (NCCLS) perteneciente a la marca: Investigacion
Diagnostica (ID) referencia PT-35 Multibac 1.D. REG. No. 1159R2002 SSA. De
acuerdo a las medidas en milimetros de los halos de sensibilidad presentadas en
los discos de los antibibticos, las cepas se clasificaron en resistente (R), intermedio
() y sensible (S).
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8.4 Determinacién de la resistencia a metales pesados.

Para la determinacion de resistencia a metales pesados las cepas fueron
sembradas por medio de estria cruzada en medio agar Muller-Hinton adicionado
con los siguientes metales: Cobalto (CoSOa4), Molibdeno (NaMoOg), Cobre (CuCl),
Plomo (Pb) y Hierro (FeCls) a una concentracion de 100 ppm, se incubaron durante
24 horas a 37+1°C y posteriormente se determiné la resistencia a cada metal a
través de la observacion del crecimiento microbiano y su sensibilidad en la inhibicion

de crecimiento.

En la determinacion de la resistencia a los diferentes metales se tomaron en cuenta
3 parametros: resistente (R) para cepas que presentaron un crecimiento total,
medianamente resistente (MR) a cepas con un minimo de crecimiento y sensible

(S) a cepas sin crecimiento en el medio.

8.5 Comparacion de los factores de virulencia de susceptibilidad a antibidticos
y de resistencia a metales pesados de las cepas EPEC.

Se realizd un andlisis comparativo para determinar el nimero de cepas EPEC

resistentes a antibiéticos y a metales pesados.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Deteccion molecular de cepas EPEC.

Con la deteccion molecular se determiné que el 85% (96/113) de cepas fueron
positivas para el patogrupo EPEC mediante la expresion de los genes de virulencia:
eae (384 pb) y/o bfpA (324 pb), genes especificos que corresponden al patogrupo
EPEC. En este estudio se utilizé la cepa control E2348/69 para su comparacion con
las cepas problema (Fig.2).

500 pb >

300 pb >

Fig. 2 Gel de agarosa con los amplicones eae y bfpA.
Carril M: marcador de peso molecular (1 Kb), 1: gen eae, 2: gen bfpA.

Estos resultados coinciden con lo reportado por Huang et al. (2016) quienes también
identificaron la presencia de EPEC en aguas residuales de rios, obteniendo que el
17% (8/47) del total de sus cepas aisladas tomadas de 12 principales rios en Taiwan
fueron identificadas como EPEC, asi mismo muestrearon 34 puntos del rio Puzih
donde obtuvieron 196 cepas de las cuales 28.1 % (55/196) fueron identificadas
como EPEC, siendo este patotipo de E.coli el que se encontré con mayor frecuencia

en este estudio. De la misma manera Ramirez et al. (2013) analizaron muestras
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tomadas del rio San Pedro en Aguascalientes en donde encontraron la presencia

de 150 (100%) cepas de E. coli de las cuales el 6% (9/150) fue positivo para EPEC.

Asimismo, se obtuvo que del 85% (96/113) de cepas positivas para EPEC el 28.3%
(32/113) expreso ambos genes de virulencia eae (384 pb) y bfpA (324 pb) (Fig.3).

500 pb =

300 pb =

Fig. 3 Gel de agarosa con los amplicones eae y bfpA
de 2 cepas E. coli (Claves:1bc y 2a).
Carril M: marcador de peso molecular (1 Kb), 3-4: gen eae y bfpA, 7-8: gen eae y bfpA.

Mientras que el 56.6% (64/113) de las cepas positivas para EPEC solo expreso el
gen de virulencia bfpA (Fig. 4).

Fig. 4 Gel de agarosa con el amplicones bfpA
de 3 cepas E. coli (Claves: lac, 2aB y 2cb).
Carril M: marcador de peso molecular (1 Kb), 4: gen bfpA, 8: gen bfpA, 12: gen bfpA.
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Estos resultados concuerdan con Obi et al. (2004) quienes encontraron que de
87.7% (200/228) de cepas identificadas como E. coli aisladas de 6 rios en la region
de Venda en Sudafrica, 67.5% (135/200) tenian uno o mas de los genes
responsables de la patogenicidad de E. coli, siendo EPEC una de las cepas
mayormente encontradas con 34.1 % (46/135), de las cuales el gen bfpA fue

detectado con mayor frecuencia con 26% (35/135).

La presencia de EPEC en rios, se debe principalmente a las descargas de aguas
residuales que estos reciben, como son las aguas residuales de origen doméstico
gue aportan altos porcentajes de materia organica y microorganismos de origen
fecal (Ahmed et. al., 2005; Arcos et. al., 2005). La contaminacion fecal en aguas
superficiales y la presencia de patégenos derivados de las heces en el agua esta
relacionado con enfermedades infecciosas (Mendes et al., 2015).

Méndez et. al. (2010) nos dicen que las concentraciones de coliformes en aguas
superficiales implican la presencia de géneros bacterianos de la familia
Enterobacteriaceae como son Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia,
Klebisella, Serratia y Yersinia. Siendo el género Escherichia el mas representativo
de la contaminacion fecal y que se encuentra asociado a enfermedades

gastrointestinales infecciosas (Méndez et al.,2010; Vila et al., 2009).

Es asi que la deteccion de cepas EPEC en rios derivada de la contaminacion de
aguas superficiales nos indican un gran riesgo para la salud publica, debido a su
capacidad para causar enfermedades humanas, como lo es la diarrea infantil
(Megchun et al., 2015).

9.2 Determinacién de la resistencia a antibiéticos.

De las 113 cepas de E. coli en este estudio el 77% (87/113) presento resistencia al
menos a 1 tipo de antibiotico, siendo 31 % (27/87) resistente a 4 o0 mas tipos de
antibioticos, 13.8% (12/87) resistente a 3 antibidticos, 36.8% (32/87) resistente a 2

antibioticos y 18.4% (16/87) resistente a 1 solo antibiético (Grafica 1). Mientras que
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el resto de las cepas presento susceptibilidad a todos los antibidticos con 23%
(26/113).

= 4 0 mas antibibticos
= 3 antibiéticos
= 2 antibiéticos

1 antibiético

Grafica 1 Porcentaje total de cepas E.coli resistentes a antibioticos.

Las cepas de E. coli presentaron mayor resistencia a los antimicrobianos
Carbenicilina (CB) con 63.7% (72/113) y Ampicilina (AM) con 62.8% (71/113),
asimismo presentaron resistencia a los antimicrobianos Sulfametoxazol
Trimetroprim (SXT) con 23% (26/113), Cloranfenicol (CL) con 22.1% (25/113),
Cefalotina (CF) con 15% (17/113), Norfloxacina (NOF) con 11.5% (13/113),
Gentaminicina (GE) con 10.6% (12/113), Ciprofloxacina (CPF) con 10.6% (12/113),
Amikacina (AK) 7.1% (8/113), Nitrofurantoina (NF) con 6.2% (7/113), Netilmicina
(NET) con 5.3% (6/113) y Cefotaxima (CFX) con 2.7% (3/113) (Gréfica 2).
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Gréfica 2 Comparacion de la resistencia a antibioticos de todas las cepas E. coli aisladas.

Estos resultados concuerdan con Ramirez et al. (2013) quienes realizaron pruebas
de susceptibilidad antimicrobiana de 150 cepas E. coli aisladas del rio San Pedro
en Aguascalientes, México a 13 antibidticos y reportaron que 52% (79/150) fueron
resistentes al menos a 1 agente antimicrobiano, 37.3% (56/150) al menos a dos y
30.6% (46/ 150) fueron multiresistentes. Asimismo, encontraron que 39.3% (59/150)
de las cepas fueron resistentes a Ampicilina (AM) siendo la resistencia mas
prevalente, seguida de Trimetoprim/Sulfametoxazol (SXT) con 28.6 % (43/150),
Cloranfenicol (CL) con 22% (33/150) y Cefalotina (CF) con 17.3% (26/150) y sélo
1.33% (2/150) de las cepas presentaron resistencia a los antibiéticos Netilmicina
(NET), Amikacina (AK) y Cefotaxima (CFX).

Rivera et al. (2006 b) también realizo pruebas de sensibilidad a 12 antibi6ticos de
100 enterobacterias aisladas del rio Alseseca, siendo E. coli la més frecuente con
44% (48/110), en donde sus resultados revelaron que las cepas mostraron un alto
porcentaje de resistencia a Carbenicilina (CB) con 87.9 %, siendo la resistencia que
mas se presento en todas las cepas , asimismo también se observo resistencia a
los antibioticos ampicilina (AM), Sulfametoxazol Trimetroprim (SXT), Cefotaxima
(CFX), Cefalotina (CF), Cloranfenicol (CL), Amikacina (AK) y Nitrofurantoina (NF),

mientras que para los antibiéticos Gentaminicina (GE) y Netilmicina (NET) no se
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presento resistencia. Por otro lado, Nonotonga et al. (2016) aislaron 278 cepas de
E. coli del rio Kat en Sudafrica y reportaron el perfil de susceptibilidad a 10
antibioticos, sus resultados mostraron que el 98% (272/ 278) presento resistencia a
Ampicilina (AM) y 38% (105/278) a Sulfametoxazol Trimetroprim (SXT), mientras
que para los demas antibidticos analizados las cepas no presentaron resistencia

significativa.

De la misma manera Chavez et al. (2012) analizaron la susceptibilidad a 12
antibiéticos de 103 cepas de E. coli aisladas de muestras de heces de nifios y
adultos con cuadros diarreicos, en donde sus resultados mostraron que el 87%
(90/103) de las cepas presentaron resistencia a por lo menos un antibidtico, en
donde los porcentajes de resistencia a Carbenicilina (CB) y a Ampicilina (AM) fueron
los mas elevados, siendo las resistencias mas frecuentes presentada por las cepas.
Asimismo, nos dicen que los marcadores de resistencia con elevada frecuencia en
la poblacién deberian confirmarse en estudios mas extensivos, para considerar la
eliminacién de su uso en los tratamientos de enfermedades infecciosas, puesto que
ademas de inefectivos, contribuirian a limitar ain mas las opciones de la terapia

antimicrobiana.

Los altos porcentajes de resistencia de las cepas E. coli a los antibidticos
Carbenicilina (CB) y Ampicilina (AM), seguidos de Sulfametoxazol Trimetroprim
(SXT) y Cloranfenicol (CL) obtenidos en este estudio y en estudios previos coinciden
con la alta frecuencia de resistencia bacteriana a los antibiéticos que se utilizan con
mayor frecuencia en México para el tratamiento de infecciones (Novoa et al. 2016).
Por otro lado, los antibiéticos Cefalotina (CF), Norfloxacina (NOF), Gentamicina
(GE), Ciprofloxacina (CPF), Amikacina (AK), Cefotaxima (CFX), Nitrofurantoina
(NF), Netilmicina (NET) y Cefotaxima (CFX) mostraron porcentajes de resistencia
bajos, lo cual puede ser indicativo del poco uso de estos farmacos en el tratamiento

indiscriminado de infecciones (Tzoc et al., 2004).

Por consiguiente, la aplicacion generalizada de antibioticos en la medicina humana
y veterinaria ha llevado a la emergencia, seleccion y diseminacion de bacterias

resistentes a antibidticos y genes que codifican para la resistencia antibiética en
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diferentes sectores ambientales tales como las aguas superficiales. De esta manera
los ambientes acuaticos tales como rios y arroyos se consideran reservorios ideales
para la diseminacion de resistencia a antibioticos, ya que antimicrobianos y
bacterias resistentes a los antimicrobianos son a menudo lanzado directamente en

el medio ambiente (Stange et al., 2016; Ramirez et al., 2013).

9.2.1 Multiresistencia de cepas E. coli.

Del total de cepas E. coli el 23.9% (27/113) presenté multiresistencia (resistencia a
4 o mas antibidticos diferentes), siendo el 7.1% (8/113) las cepas mas
predominantes con resistencia a 4 antibiéticos, seguidos del 5.3% (6/113) a 6
antibiéticos, 4.4% (5/113) a 5 antibibticos, 3.5% (4/113) a 7 antibitticos, 1.8%
(2/113) a 8 antibidticos y 10 antibidticos respectivamente. Dentro de este 23.9%
(27/113) de cepas multiresistentes se encontraron 23 patrones de resistencia
antimicrobiana, de los cuales los mas frecuentes fueron: AM-CB-CL-SXT presente
en 3.5% (4/113) de las cepas y AM-CB-CF-CL-NF presente en 1.8% (2/113) de las
cepas, el resto de los patrones estuvieron representados por 0.9% de las cepas
(1/113) (ver tabla 3).
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Tabla 3. Patrones de resistencia a antibiéticos de cepas E. coli aisladas del rio Atoyac.

No. de No. de
antibiodticos Patron cepas
AM-CB-CF-SXT 1
AM-CB-CF-CL

4 AM-CB-CL-SXT
AM-CB-GE-NOF
AM-CB-AK-SXT
AM-CB-CF-CFX-SXT
5 AM-CB-CPF-NOF-SXT
AM-CB-CF-GE-SXT
AM-CB-CF-CL-NF
AM-CB-CPF-CL-NOF-SXT
6 AM-CB-CF-CPF-NOF-SXT
AM-CB-CL-GE-NOF-SXT
AM-CB-CF-CL-NET-NOF
AM-CB-CPF-CL-GE-NOF
AM-CB-NF-NET-NOF-SXT
7 AM-CB-CPF-GE-NET-NOF-SXT
AM-CB-CF-CL-NF-GE-SXT
AM-CB-CPF-NF-AK-GE-NOF
AM-CB-CF-CFX-CPF-CL-AK

8 AM-CB-CF-CPF-CL-GE-NOF-SXT
AM-CB-CF-CPF-CL-NF-NOF-SXT
10 AM-CB-CF-CPF-CL-NF-AK-GE-NET-SXT

N N e e e e e e T e e o o o N T S S e N = N NG S

AM-CB-CF-CFX-CPF-CL-GE-NET-NOF-SXT
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Estos resultados se asemejan a los obtenidos por Ramirez et al. (2013) en donde
encontraron que de 150 cepas E. coli aisladas del rio San Pedro en Aguascalientes
sometidas a pruebas de sensibilidad a 13 antibidticos con perfil multiresistente, el
13% (20/150) presento resistencia a 3 antibioticos, 7.3% (1/150) a 4 antibioticos,
5.3% (8/150) a 5 antibidticos, 3.3% (5/150) a 6 antibidticos y 1.3% (2/150) a 7
antibioticos. Asimismo, Romeu et al. (2012) analizaron la susceptibilidad
antimicrobiana a 15 antibiéticos de 113 cepas de E. coli aisladas de 3 rios
(Almendares, Quibl y Luyand) de la Habana, Cuba en donde encontraron que
11.5% (13/113) de las cepas mostro resistencia frente a 3 antibidticos o0 mas
(multirresistentes) y obtuvieron 9 patrones de multiresistencia de 3 a 7 antibioticos,
donde los patrones mas frecuentes fueron AMP/CPF/LV con 4 cepas (3.5%),
seguido del patrén AMP/CPF/LV/INF con 2 cepas (1.8%) , el resto estuvo integrado

por una sola cepa.

Por otra parte, Chindembele et al. (2015) analizaron 114 cepas de E. coli aisladas
de urocultivos pertenecientes a pacientes diagnosticados con infeccion del tracto
urinario del Hospital General de Huambo, Angola y determinaron su resistencia a
12 antibidticos, en donde sus resultados mostraron que las cepas presentaron
resistencia frente a mas de tres antibiéticos de familias diferentes, por lo que se
consideraron multirresistentes y encontraron 46 patrones de multiresistencia frente
a 5 hasta 10 de los 12 antibi6ticos evaluados. Los patrones de resistencia mas
frecuentes entre estas cepas fueron: AMP-KZ-SXT-CL-NF con ocho cepas, KZ-AK-
SXT-CRO-CL-NF-IMP y KZ-CRO-CPF-GE-NF-AMP con seis cepas cada uno,
AMP-KZ-SXT-CRO-NF con cinco cepas, mientras que el resto de los patrones
estuvo integrado por 1 a 4 cepas.

Por consiguiente, los resultados de este trabajo se pueden comparar con los
estudios previos revisados, en donde existe una multiresistencia presente en cepas
de E. coli, asi como patrones de resistencia que van desde los 3 antibioticos hasta
los 10 antibidticos, los cuales estan mayormente representados por los antibiéticos

Ampicilina (Am) y Sulfametoxazol Trimetroprim (SXT). Delgado et al. (2016) nos
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dicen que los patrones de resistencia a varios antibiéticos cominmente usados en

tratamientos terapéuticos se consideran una amenaza para la salud publica.

9.3 Determinacién de laresistencia a metales pesados.

La resistencia presente en las cepas E. coli fue mayormente representada por los
metales pesados Molibdato (NaMoOa) y Fierro (FeCls) (Fig.5).

Fig. 5 Crecimiento de las cepas E. coli en agar Muller-Hinton adicionado con los metales:
molibdeno (NaMoOg) y Hierro (FeCls)
A: metal molibdato (NaMoO.), B: metal Hierro (FeCls).

Las 113 cepas presentaron 100% (113/113) de resistencia a los metales Molibdeno
(NaMoOa) y Hierro (FeCls), ante el metal Plomo (Pb) solo el 5.3% (6/113) de las
cepas fueron resistentes. También las cepas presentaron medianamente
resistencia con un 69.9% (79/113) a Cobalto (CoSOa4), un 69% (78/113) a Plomo
(Pb) y un 43.4% (49/113) a Cobre (CuCl) (Grafica 3).
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Grafica 3 Comparacion de los porcentajes de cepas de E. coli resistentes a metales
pesados.

Estos resultados concuerdan con Abskharon et al. (2008) quienes aislaron 12 cepas
de E. coli del canal EI-Malah en Assiut (Egipto) y determinaron su tolerancia a los
metales pesados: Cd, Cr, Pb, Co, Cu, Niy Zn en concentraciones de 0.09 a 12 mM,
en donde sus resultados mostraron que la mayoria de las cepas crecieron bien a
bajas concentraciones de metales pesados y su numero decrecioé gradualmente a
medida que aumentaba la concentracion. Asimismo, Martinez et al. (2010),
evaluaron cepas bacterianas aisladas del rio Alimendares (Cuba) y encontraron que
presentaban resistencia a los metales pesados Plomo (Pb) y Cromo (Cr) en

concentraciones de 0.5, 1.0y 1.5 mM.

Por otro lado, Chavez et al. (2007) determinaron la resistencia a 8 metales pesados
(Fe, Co, Mo, Pb, Ni, Cu, Hg y V) a dos concentraciones (1,000 y 2,000 ppm) de 48
cepas de E. coli aisladas de pacientes adultos con cuadro diarreicos de la ciudad
de Puebla, en donde sus resultados mostraron que todas las cepas fueron
resistentes a los metales pesados Fe, Mo, V, Cu, Ni y Pb y sélo el 35.4% fue

resistente a Co.

Por consiguiente, con los resultados obtenidos en este estudio y lo revisado en
estudios previos se muestra la resistencia de E. coli a metales pesados, lo que

concuerda con lo expuesto por Cervantes et al. (2006) donde propone que la
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exposicion a los metales, selecciona y mantiene variantes microbianas capaces de

tolerar y resistir sus efectos nocivos.

La presencia de elevadas concentraciones de metales pesados en sitios
antropogénicos 0 ecosistemas nhaturales, representa una presion selectiva
permanente, recalcitrante 'y ampliamente distribuida, con importancia
medioambiental, que ha contribuido al surgimiento y dispersioén de nuevos genotipos
microbianos que determinan la resistencia a metales (Marrero et al., 2010).

Asimismo, la presencia de los metales pesados Fe, Mo, Pb, Cuy Co en el rio Atoyac
se puede relacionar con el vertimiento de descargas industriales que recibe el
efluente. (Sandoval et al., 2009)

9.4 Comparacion de los factores de virulencia de susceptibilidad a antibioticos

y su resistencia a metales pesados de las cepas EPEC.

El 85% de las cepas EPEC (96/113) presento resistencia entre 1 a 10 antibioticos y
a 2 metales pesados. El 23.9% (27/113) de las cepas presento resistencia a 2
antibioticos y 2 metales pesados, 9.7% (11/113) a 3 antibidticos y 2 metales
pesados, otro 9.7% (11/113) a 1 antibidtico y 2 metales pesados, 5.3% (6/113) a 4
antibiéticos y 2 metales pesados, 3.5% (4/113) a 7 antibioticos y 2 metales pesados,
2.7% (3/113) a 6 antibidticos y 2 metales pesados, 4.4% (5/113) a 5 antibibticos y 2
metales pesados, 1.8% (2/113) a 10 antibiéticos y 2 metales pesados, 1.8% (2/113)
a 8 antibioticos y 2 metales pesados, mientras que el 16.8% (19/113) fue susceptible

a todos los antibioticos y presento resistencia a 2 metales pesados (Gréfica 4).
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Gréfica 4 Porcentaje de cepas EPEC con susceptibilidad y resistencia a antibiéticos y

resistencia a 2 metales pesados.

El resto de las cepas EPEC presento resistencia entre 1 a 6 antibiticos y a 3
metales pesados, siendo 1.8% (2/113) resistente a 6 antibioticos y 3 metales
pesados, 1.8% (2/113) a 2 antibioticos y 3 metales pesados, 0.9%(1/113) a 1
antibiotico y 2 metales pesados y 0.9% (1/113) susceptible a antibioticos y resistente

a 3 metales pesados (Grafica 5).
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0.9% 0.9%
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Gréfica 5 Porcentaje de cepas EPEC con susceptibilidad y resistencia a antibiéticos y
resistencia a 3 metales pesados.
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Los resultados obtenidos pueden compararse con los de Lamprecht et al. (2014)
quienes analizaron muestras de agua del rio Plankenburg (Stellenbosch, Provincia
del Cabo Occidental) e identificaron 81 cepas de E. coli de las cuales 4 cepas
pertenecian al grupo EPEC y presentaron resistencia a 5 antibiéticos (AM, CL, TCY,
TMP y SM). De la misma manera Adefosoye et al. (2016) analizaron muestras de
agua de efluentes finales vertidos de dos instalaciones de tratamiento de aguas
residuales en la Provincia del Cabo Oriental de Sudafrica, en donde identificaron
223 aislados presuntivos de E. coli de los cuales 17 (7.6%) cepas pertenecian al
patogrupo EPEC que a su vez presentaron resistencia a 11 antibiéticos, destacando
los antibioticos: AM, CFX, CL, CIP, NOF, Sy TET.

Asimismo, Novoa et al. (2017) analizaron de 614 cepas de bacterias aisladas de
pacientes de todas las edades con diarrea aguda de 4 ciudades del sureste de
México, en donde sus resultados mostraron que el 77% de las cepas analizadas
correspondieron al serotipo de E. coli enteropatégena (EPEC), obteniendo que este
patogrupo presento resistencia a 8 antimicrobianos, de los cuales destacan: AM,
CL, CIP y SXT. Por otra parte, Chavez et al. (2007) analizaron un total de 48 cepas
de E. coli aisladas de pacientes adultos con cuadros diarreicos de la ciudad de
Puebla en donde encontraron que el 30% (14/48) de las cepas pertenecian a la
categoria de EPEC, las cuales presentaron una elevada resistencia a 6 metales
pesados (Fe, Mo, V, Cu, Niy Pb).

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el patogrupo EPEC aislado
del rio Atoyac presento resistencia a antibiéticos y metales pesados, lo que
concuerda con estudios anteriores. Veranes (2013) nos dice que el comportamiento
de los microorganismos frente a los antibiéticos ha tenido un efecto colateral en la
expresion de la resistencia a metales pesados como consecuencia de la presencia
de genes en un mismo plasmido, que pueden conferir resistencia a estos
compuestos. De manera simultanea, la presencia de metales pesados en un
ecosistema puede dar lugar al desarrollo de microorganismos resistentes a estos

contaminantes, asi como los antibioticos.
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Los microorganismos resistentes a antibiéticos y metales parecen ser el resultado
de la exposicion a ambientes contaminados con metales que causan una seleccion

coincidente de factores de resistencia para ambos (Abskharon et al., 2008).
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10. CONCLUSIONES

>

L)

S

X/
L X4

X/
L X4

X/

L X4

X/
L X4

Se identificd la presencia del patogrupo Escherichia coli enteropatogena

(EPEC) en el efluente del rio Atoyac.

Las cepas de Escherichia coli aisladas del rio Atoyac presentaron resistencia
ante 12 antibioticos, predominando la resistencia a los antibidticos

Carbenicilina (CB), Ampicilina (AM) y Sulfametoxazol/Trimetroprim (SXT).

Las cepas de Escherichia coli aisladas del rio Atoyac presentaron
multiresistencia entre 4 a 10 antibiéticos con 23 patrones de resistencia

antimicrobiana

Todas las cepas de Escherichia coli aisladas del rio Atoyac presentaron
resistencia a los metales pesados: Molibdato (NaMoOa4) y Hierro (FeCls) y a
Plomo (Pb) sélo 5.3%.

Los resultados revelaron la existencia de EPEC capaz de resistir a mas de

1 tipo de antibiético y a metales pesados.
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