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RESUMEN

El rio Apatlaco es una de las microcuencas mas importantes de la parte sur del estado
del estado de Morelos, ya que de este depende gran parte de la agricultura de la region,
por lo que es de vital interés para la salud publica la determinacion de la diversidad de
bacterias patdgenas presentes en el cuerpo de agua. Se hicieron seis muestreos de
enero a octubre del afio 2015 en dos puntos del rio; uno ubicado en el area urbana
(Jojutla) y el otro en una zona agricola (Zacatepec). Se identificaron 26 taxones de
bacterias patégenas, donde el filo Proteobacteria fue el mas representativo con 19
taxones (76%) seguida del filo Firmicutes con seis taxones (24%). Seis especies y una
subespecie se consideran como coliformes fecales recurrentes, y 13 especies
exhibieron multirresistencia a antimicrobianos; la especie Klebsiella del grupo 47 fue
la mas frecuente (87.5% de las muestras) y junto con Citrobacter freundii exhibieron la
mayor multirresistencia (15 y 18 antibioticos respectivamente). De acuerdo a los
resultados en el presente estudio se consideran de suma importancia en materia de
salud publica por lo que es importante dar seguimiento al monitoreo de la calidad del

agua del rio Apatlaco, para generar planes de contingencia.

Palabras clave: bacterias, Citrobacter freundii, Jojutla, Klebsiella grupo 47, Morelos,

multirresistencia, patdgenas, rio Apatlaco, salud publica, Zacatepec.



ABSTRACT

The Apatlaco River is one of the most important micro-basins in the southern part of
the state of Morelos, since a large part of the agriculture of the region depends on it, SO
it is of vital interest for public health to determine the diversity of pathogenic bacteria
present in the body of water. Six samplings were made from January to October 2015
in two points of the river; one located in the urban area (Jojutla) and the other in an
agricultural area (Zacatepec). 26 taxa of pathogenic bacteria were identified, where the
phylum Proteobacteria was the most representative with 19 taxa (76%) followed by the
phylum Firmicutes with six taxa (24%). Six species and one subspecies are considered
to be recurrent fecal coliforms, and 13 species exhibited multi-resistance to
antimicrobials; the Klebsiella species from group 47 was the most frequent (87.5% of
the samples) and together with Citrobacter freundii they exhibited the highest multi-
resistance (15 and 18 antibiotics respectively). According to the results in this study,
they are considered of most importance in public health matters, so it is important to
follow up on the monitoring of the water quality of the Apatlaco River, to generate

contingency plans.

Key words: bacteria, Citrobacter freundii, Jojutla, Klebsiella group 47, Morelos, multi-

resistance, pathogens, Apatlaco river, public health, Zacatepec.



1. INTRODUCCION

En la sociedad actual el agua se ha convertido en un bien muy preciado, por su vital
importancia en el sostén de todo organismo vivo (Anderson y Davison, 2010). En México
se reconoce al agua como un asunto estratégico y de seguridad nacional, al dia de hoy,
se ha convertido en elemento central de la politica ambiental, y mas adn, en un factor
clave de la politica de desarrollo social y de la politica econémica; su disponibilidad
condiciona la posibilidad de desarrollo de algunas regiones del pais y su calidad es factor
determinante para la salud y bienestar de la poblacién (Valencia et al., 2006). Sin
embargo, el descuido y uso irracional ha provocado una grave contaminacion por

diversos agentes quimicos y bioldgicos.

Las poblaciones rurales obtienen agua de forma individual o doméstica de las fuentes de
agua superficiales y subterraneas mas cercanas, donde a menudo se desconoce la
calidad microbiana (Peter-Varbanets et al., 2012). A nivel mundial, hay estimaciones
sobre las enfermedades transmitidas por el agua pueden causar mas de dos millones de
muertes y cuatro mil millones de casos de diarrea al afio, siendo la diarrea infecciosa,
responsable de la mayor carga de morbilidad y mortalidad de este tipo de afecciones, y
los nifios menores de cinco afos son las poblaciones mas gravemente afectadas (WHO,
2000).

Segun los estudios de los indices de calidad del agua de los rios de la region del estado
de Morelos, el 60.95% estan contaminados, entre ellos destaca el rio Apatlaco. Las aguas
del rio Apatlaco en los municipios de Zacatepec y Jojutla, se utiliza para regar areas
agricolas, sin técnicas adecuadas de saneamiento del recurso (CONAGUA, 2008), por lo
gue este tipo de practicas exponen a las personas a patdgenos trasmitidos por el agua

mencionados anteriormente.

El uso de microorganismos bioindicadores de calidad del agua disminuye los costos y
facilita la implementacion de medidas eficientes de tratamiento, control del agua y de

enfermedades asociadas a su transmision (Rios-Tobon et al.,, 2017). Por lo que las



investigaciones sobre diversidad microbiana en rios, nos permiten detectar agentes
patdégenos de importancia en salud humana, disefiar estrategias y planes de manejo, que

nos facilitan tomar precauciones para su uso.

1.1. Marco teérico

El cauce de un rio es de mucha importancia, porque en ocasiones aporta abastecimiento
de agua en varias poblaciones que depende del rio como una fuente de agua Unica o
alterna, al igual que para la industria, ya que el agua puede ser utilizada para distintos
oficios como la agricultura; desde el riego para la siembra hasta la produccion
agropecuaria. En los rios de Meéxico escurren 396 km3 de agua anualmente,
aproximadamente el 87% de este escurrimiento se presenta en 39 rios, cuyas cuencas

ocupan el 58% de la extension territorial continental del pais (Valecia et al., 2006).

El crecimiento poblacional que usualmente se establecen asentamientos alrededor de
las cuencas de los rios ademas de sus diversas actividades, contribuyen a la disminucion
del margen de rio y la competencia por el agua, que como resultado, se produce la
emision de gases toxicos, contaminacion por desechos toxicos y pesticidas, descarga
de desechos quimicos y materiales radiactivos, o por accidentes industriales, como los
derrames de petroleo (Garcia, 2015) esto causa un incremento elevado de

contaminacioén del liquido en mencion.

Aunque el agua constituye el 71% de la superficie terrestre, solo el 0,3% esta disponible
como agua dulce para uso humano, ademas, su calidad en los sistemas subterraneos
y superficiales es motivo de gran preocupacién (Khatri y Tyagi, 2015), por lo que la
contaminacién de los recursos hidricos es causa de gran inquietud dada su importancia
para la conservaciéon y como fuentes de agua y alimentos para la poblacion local
(Aburto-Medina et al., 2015).

Segun los estudios de los indices de calidad del agua de los rios de la regién del estado

de Morelos, el 60.95% estan contaminados, entre ellos destaca el rio Apatlaco. La cuenca



del Rio Apatlaco tiene una extension de 760 km2 en un perimetro de 162Km. La
subcuenca del Rio Apatlaco puede considerarse como la mas densamente poblada del
estado, ya que en ella se localizan dos municipios de mayor poblacién hasta el afio 1995;
la ciudad de Cuernavaca, con una poblacién de 316,760 habitantes y le sigue Jiutepec,
con 150,608 habitantes, generando valores de densidad que varian de 71 a 3,059
habitantes por km? (Aguilar, 1998).

Como se ha mencionado, las actividades como la agricultura; uso de fertilizantes,
abonos y pesticidas, practicas de riego ineficientes y actividades de cria de animales,
acuicultura ademas de la deforestacion de bosques, contaminacion por efluentes
industriales y aguas residuales domésticas, mineria y actividades recreativas afectan la
calidad del agua (Khatri y Tyagi, 2015), ademas de que es un problema importante,
cuando la mayor parte del agua utilizada por la industria es devuelta a su cauce sin
tratamiento, promueven alteraciones ambientales, debido la entrada de particulas de
materiales considerados como extrafios tales como: productos quimicos, residuos
industriales, asi como microorganismos de aguas residuales, que resultan dafiinas para

flora y fauna asociada a las aguas de los rios (Anderson y Davison, 2010).

En algunos paises en vias de desarrollo, la contaminacion del agua por residuos
industriales es muy importante ya que utilizan este elemento para el riego de tierras
destinadas a la agricultura para siembra de vegetales y para dar de beber a sus
animales. Dentro de los vertidos urbanos se incluyen a los solventes organicos, aguas
residuales y cloradas, con desechos de sustancias jabonosas producto de la actividad
doméstica (CONAGUA, 2012). Los contaminantes producto de la agricultura y ganaderia
incluye vertidos de pesticidas, fertilizantes y restos organicos de animales y plantas que
contaminan de una forma difusa pero muy notable en las aguas de los rios. Estas
influencias antropogénicas provocan concentraciones elevadas de metales pesados,

mercurio, coliformes y cargas de nutrientes en los rios (Khatri y Tyagi, 2015).

Esto sin contar con algunos de los principales contaminantes de los rios, tales como:

aguas residuales (demandan oxigeno disuelto en el agua), productos quimicos,



nutrientes vegetales y agentes infecciosos (causan trastornos gastrointestinales); estos
no solo ingresan al organismo a través de una ingesta directa de agua en mal estado,
sino que también pueden incorporarse a través del consumo de peces que habitan aguas
contaminadas (Quayaperu.org, 2018). La contaminacion de los rios puede provocar
pérdida de la biodiversidad en el ecosistema, afectando a la calidad de vida de los
individuos alli residentes e inclusive precipitando la muerte masiva de los mismos en

casos de intoxicaciones severas.

La contaminacion que existe en el afluente del rio Apatlaco, es generada principalmente
por los desechos industriales y municipales. En la subcuenca del rio Apatlaco se
concentran los rios que presentan los mayores indices de contaminacion de todo el
estado, destacando el arroyo Puente Blanco, la barranca Amanalco y el cauce principal
del rio Apatlaco. En la subcuenca se reciben las descargas de dos de las zonas
industriales mas importantes del estado, la Ciudad Industrial del Valle de Cuernavaca
(CIVAC) y la Ciudad de la Confeccion, en el municipio de Emiliano Zapata, asi como las
descargar provenientes del Ingenio Azucarero Emiliano Zapata, en Zacatepec (Garcia,
2015).

El agua es un alimento esencial para los animales incluido el hombre, y frecuentemente
actia como vehiculo de transmision de microorganismos entéricos; la materia fecal
puede accidentalmente alcanzar una fuente de abastecimiento, siendo la forma mas
comun el ingreso a través de los sistemas de pozo ciego a napas profundas (Apella y
Araujo, 2005), por lo que la influencia de los recursos hidricos en el desarrollo de la
dispersion de enfermedades parasitarias es bastante considerable, y entre los
organismos patdgenos transmitidos por el agua se incluyen bacterias, protozoos y virus.
Siendo las enfermedades bacterianas transmitidas por el agua mas comunes, la fiebre
tifoidea, disenteria bacilar, salmonelosis, infecciones por Escherichia coli,
campilobacteriosis, botulismo, célera, legionelosis, leptospirosis, entre otras (Pandey et
al., 2014).



Asi mismo, de las enfermedades causadas por protozoos, las mas comunes son la
amebiasis, giardiasis, ciclosporiasis y criptosporidiosis y estan relacionadas con una mala
calidad del agua. También se han notificado otras infecciones parasitarias, como
esquistosomiasis, fasciolasis, himenolepiasis, enfermedad hidatidica, ascariasis,
enterobiasis e infecciones por larva migrans visceral de Ancylostoma sp. (El-Kowrany et
al., 2016), por lo que constituye una necesidad primordial para la salud, el monitoreo de
la calidad y el saneamiento de los recursos hidricos por considerarse uno de los derechos

humanos basicos.

Las aguas del rio Apatlaco son de tipo residual, y proviene de la ciudad de Cuernavaca
y de poblaciones dentro de la cuenca del Rio Apatlaco, como Temixco, Xochitepec,
Puente de Ixtla, Zacatepec y Jojutla, donde es utilizada para la agricultura, ya que riegan
las areas de cultivo por gravedad y sin técnicas adecuadas de saneamiento del recurso
(CONAGUA, 2008), este tipo de practicas exponen a las personas a patdgenos
trasmitidos por el agua mencionados anteriormente. Las normas internacionales de salud
recomiendan que el agua residual para riego en hortalizas deba contener menos de 1000
coliformes fecales por 100 mil de agua y menos de un huevecillo de helminto por litro de
agua. Los coliformes fecales procedentes del tubo intestinal humano y animal son

indicadores de material fecal en las aguas residuales (Cuenca-Adame et al., 2001).

A principios de 1991 llegé a México la pandemia del célera, y la respuesta gubernamental,
fue lanzar un plan de emergencia que con el tiempo se consolidé, como una estrategia
frente a los problemas de contaminacion del agua, que se oper6 a través del programa
“‘agua limpia”. Este programa se propuso acciones consistentes entre otras, en
desinfectar el agua en todos los sistemas de distribucion, evitar el riego de vegetales que
se consumen crudas con aguas residuales no tratadas, ya que no se cuenta con una
planta de tratamiento de aguas residuales que funcione correctamente (Vargas y
Hernandez, 2015).

En Morelos el 27 de octubre de 1991 se publica un decreto, por parte de la Conaguay la

Secretaria de Salud, en el que se prohibe la produccién de hortalizas por el alto indice



de contaminacién que esta afectando, uno de ellos es el Rio Apatlaco. La respuesta de
los agricultores afectados por la contaminacion ha pasado por distintas fases de
organizacion y desorganizacion, ha ido de la resistencia a la hegociacion e inclusion de
algunos de sus representantes en cargos politicos estatales. Algunas soluciones
convencionales fueron, entre otras acciones la construccién de plantas de tratamiento de

aguas residuales (Ley de Aguas Nacionales, 1992).

1.2. Antecedentes

La contaminacién por patdégenos transmitidos por el agua en los recursos hidricos y las
enfermedades relacionadas son una preocupacion importante en la calidad del agua en
todo el mundo. El creciente interés en el control de patdgenos transmitidos por el agua
en los recursos hidricos, evidenciado por una gran cantidad de publicaciones recientes,
atestigua claramente la necesidad de estudios que sinteticen el conocimiento de multiples
campos que cubran aspectos comparativos de la contaminacion por patdgenos, y los
unifiqgue en un solo lugar para presentar y abordar el problema en su conjunto (Pardey et
al., 2014).

Las bacterias presentes en los rios han sido ampliamente estudiadas a nivel
internacional, por ejemplo, Buckley y col. (1998), desarrollaron un analisis microbiolégico
en un rio de una reserva de conservacion minimamente perturbada en Queensland,
Australia, encontrando concentraciones significativamente mas altas de bacterias en los
sedimentos del lecho del rio durante la estacién seca en comparacion con la estacion
hameda. Se aislaron a las espcies Klebsiella, Enterobacter, Escherichia, Acinetobacter,
Citrobacter, Serratia, Providencia, Morganella, Plesiomonas y Aeromonas de muestras

de estos sedimentos.

Polo et al., (1998) investigaron la presencia de Salmonella y su relacién con indicadores
de contaminacion fecal en habitats acuaticos del noreste de Espafia. Analizaron muestras
de agua obtenidas de 213 playas, ocho rios y 14 embalses de agua dulce, y la mayor

frecuencia de aislamiento de Salmonella fue en rios (58,7% de las muestras), seguidos



de embalses de agua dulce (14,8%) y agua de mar (5,9%). Registraron la ausencia de
Salmonella sélo en playas con densidades muy bajas (UFC (100 ml) "1) de organismos
indicadores (25 coliformes totales, 13 coliformes fecales y 17 estreptococos fecales).

Gran parte de la diversidad de microbios y parasitos patdgenos en rios es producto del
desarrollo de ciudades, Houmsou et al. (2010), analizaron la relaciébn entre la
urbanizacion y las infecciones parasitarias, y proporcionaron breve descripcion general
de como la urbanizacion influye en las infecciones parasitarias, especialmente en los
paises en desarrollo, y recomendaron algunas medidas de control, entre las que destacan
implementacion de saneamiento y drenaje, vigilancia y seguimiento de los datos
derivados de los servicios de salud hospitalarios y ambulatorios para determinar el patron
y la distribucion de las enfermedades parasitarias y sustentar las medidas de control de

vectores.

Wolf-Rainer (2011), realizo una investigacion sobre las megaciudades como fuentes de
bacterias patdégenas en los rios y su destino rio abajo. Concluyendo que los rios
contaminados albergan comunidades microbianas muy diversas y dinamicas, que
también suelen incluir bacterias patdégenas para los seres humanos y el ganado, y que
su presencia aumenta mucho mas cerca de las megaciudades donde el tratamiento de

aguas residuales es incompleto.

Pardey y colaboradores (2014), hicieron una revisién sobre la contaminacion de los
recursos hidricos por bacterias patdgenas. Registrando a los coliformes fecales, y
especies como: Salmonella, Streptococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
newport, Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica, Yersinia
enterocolitica, Serratia marcescens y Clostridium perfringens como los principales

agentes contaminantes de los rios.

En Colombia se caracterizé la microbiota bacteriana presente en biosélidos generados
en una de las plantas de tratamiento de aguas residuales por Arévalo-Arbeldez et al.

(2017). Aplicando técnicas moleculares y estrategias filogenéticas identificaron a los



Phyla Chloroflexi, Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria y Firmicutes como los
mas abundantes. Los géneros Pseudomonas, Dysgonomonas y Proteiniphilum fueron los
mas relevantes. Concluyendo que en los biosélidos predominan bacterias ambientales
que participan en los procesos de estabilizacion de la materia organica durante los
tratamientos, una de las especies dominantes en este lodo es una nueva especie del

grupo Anaerolineaceae.

Rivera y Ochoa (2018), identificaron y cuantificaron microorganismos indicadores de
contaminacién fecal y ambiental en los cuatro rios de la Ciudad de Cuenca, en Ecuador.
Se evidencié como resultado la presencia de Cryptosporidium spp., Giardia spp.,

Enterococcus faecalis, mohos y levaduras.

El lago Taihu es uno de los lagos de agua dulce mas grandes de China y es una fuente
importante de agua potable, pero sufre eutrofizacion, proliferacion de cianobacterias y
contaminacion fecal, y la afluencia del rio Tiaoxi es uno de los principales contribuyentes,
por lo que Vadde et al. (2019), caracterizaron la estructura de la comunidad bacteriana
del agua del rio Tiaoxi mediante la secuenciacidon de proxima generacion (NGS).
Encontrando que los phyla Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes y Cyanobacteria
fueron predominantes en la mayoria de las muestras de agua analizadas, lo que indica
la presencia de contaminacion fecal de aves, cerdos y humanos en el rio Tiaoxi.
Detectaron cinco géneros bacterianos de origen fecal y secuencias de siete patdgenos
potenciales en muchos lugares y su presencia se correlacioné bien con el patrén de uso

de la tierra.

Shrestha et al. (2019), determinaron la diversidad de bacterias patdégenas en el rio Bagmaiti,
Nepal, durante un periodo de un afio, analizaron muestras de agua en busca de genes
bacterianos de ARNr 16S mediante secuenciacion de proxima generacion dirigida a
Arcobacter. ldentificaron 28 filos, 61 clases y 709 géneros bacterianos; Arcobacter,
Acinetobacter y Prevotella fueron los géneros dominantes, donde sus resultados
demuestran la mala calidad bacteriana del agua del rio Bagmati, sugiriendo la necesidad de

implementar mas medidas para reducir la contaminacién fecal en el agua del rio.



Garrido et al. (2020), analizaron la composicién de la comunidad bacteriana del rio
Pinheiros en S&o Paulo, Brasil, utilizando técnicas moleculares. La composicion
taxondémica revelé una abundancia de phyla de Proteobacteria, seguida de Firmicutes y
Bacteroidetes, con un total de 233 familias bacterianas clasificadas y 558 géneros
bacterianos conocidos. Reportando 35 bacterias potencialmente patdégenas identificadas,

con el género Arcobacter como el mas predominante.

A nivel nacional, se tiene el trabajo realizado por Isaac-Marquez et al. (1998), que fue
enfocado en una sola especie, buscaron la presencia de V. cholerae No-01 en suministros
de agua para consumo humano en la ciudad de Campeche y localidad rural de Becal.
Detectaron la presencia de la bacteria en el 5,9% de las muestras obtenidas en pozas
profundas, 31.5% en Becal y 8.7% en el barrio de Morelos, en el centro de la ciudad de

Campeche.

En el area metropolitana de la Ciudad de México, Mazari-Hiriart et al. (2005) realizaron
un estudio longitudinal en el acuifero regional de la Cuenca de México para proporcionar
una descripcion general de la calidad del agua subterranea, determinando parametros
microbiolégicos (coliformes totales, coliformes fecales, estreptococos y Vibrio spp.),
presencia de Helicobacter pylori y parametros fisicoquimicos, incluida la cantidad de
trihalometanos (THM). Identificaron ochenta y cuatro especies bacterianas de nueve
géneros normalmente asociados con la contaminacion fecal, H. pylori se detect6 en al
menos el 10% de las muestras. Demostrando que el sistema de distribucion de agua
subterranea es susceptible a la contaminacién y que se necesita una estrategia de
desinfeccion estricta durante todo el afio para garantizar una calidad adecuada del agua

potable.

Mazari-Hiriart et al., (2014) evaluaron la cantidad y calidad del agua en el sistema fluvial
Magdalena-Eslava, que es un rio urbano en las cercanias de la Ciudad de México y
propusieron alternativas para el uso sostenible del agua. Analizaron los datos historicos

de caudal (1973-2010), junto con los atributos fisicoquimicos y bacterioldégicos a lo largo



de cinco afios (2008-2010) tanto en la época seca como en la lluviosa. Obteniendo como
resultado que los indicadores de contaminacion fecal y varios patégenos estuvieron
presentes en densidades elevadas, o que demuestra una amenaza para la poblacion

gue vive cerca del rio.

Aburto-Medina et al. (2015), llevaron a cabo investigaciones microbianas y quimicas en
las muestras de humedales de Lerma (Chimaliapan) y Almoloya del Rio (Chiconahuapan;
ambos sitios Ramsar) en México con fines de evaluacion de riesgos. Sus resultados
mostraron la prevalencia de Enterobacteriaceae, del género Shigella y especies de
Escherichia coli en ambos humedales, y otros microorganismos detectados incluyeron
organismos similares a los obtenidos de ambientes contaminados con hidrocarburos.
Demostrando el aumento de los riesgos para la salud y el potencial de biomagnificacion
de metales por especies comestibles podrian estar asociados con el uso de los recursos

hidricos de los humedales.

A nivel local, se han realizado varios planes de saneamiento, recuperacion ambiental y
el efecto del cambio climético de la cuenca del rio Apatlaco como los desarrollados por
el Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua (IMTA) y la fundacion Gonzalo Rio Arronte
(2007), la Comision Nacional del Agua (2008 y 2012), el Gobierno del Estado de Morelos
(2008), Villafafa-Martinez (2010), Garcia (2015), Reyes (2015) y Soares y Pefia (2018).

Pero investigaciones de interés en la microbiologia del rio Apatlaco, son pocas; un
ejemplo es el estudio de Cuenca-Adame et al. (2001), que realizaron un estudio sobre el
efecto de cinco niveles de humedad aprovechable con aguas residuales del rio Apatlaco
en el rendimiento de bulbo de cebolla (Allium cepa L.); cuantificando la fluctuaciéon
poblacional de coliformes fecales (en suelo y bulbos) y de huevecillos de helmintos (en
bulbo). Teniendo como resultados que el nimero de coliformes fecales en bulbo varié de
312 (0% HA) a 2440 (80% HA) por 100 g de bulbo cosechado y el promedio de huevecillos

por bulbo fue inferior a uno y con mayor frecuencia de Ascaris lumbricoides.
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Los estudios mas recientes son los de Breton-Deval et al., (2019 y 2020). En el 2019
analizaron los parametros de calidad del agua y la dindmica de las comunidades
bacterianas para comprender la relacion entre ellos, ya que el rio que presenta una clara
perturbacién ambiental. Reportando al filo Proteobacteria como el méas representativo en
todos los sitios de muestreo, sin embargo, el punto de referencia del agua limpia se
enriguecié con microorganismos del género Limnohabitans, una bacteria planctonica muy
extendida en los ecosistemas de agua dulce y en los sitios muestreados contaminados,
encontramos una gran abundancia de géneros potenciales de patdgenos oportunistas
como Acinetobacter, Arcobacter y Myroides, concluyendo que ademas de la
contaminacion del agua, hay un riesgo inminente para la salud humana debido a bacterias
patogenas que pueden afectar potencialmente a una poblacion de ~ 1,6 millones de

personas que viven cerca del rio Apatlaco.

Y en el afio 2020, estudiaron el potencial funcional y metabdlico de las comunidades
microbianas a lo largo del rio, destacando las actividades relacionadas con la
biorremediacidn y su relacién con los contaminantes presentes en el agua. Registraron
gue la contaminacion fue una presion selectiva, encontrando bacterias con genes

relacionados con la biodegradacion xenobiética.

1.3. Justificacioén

Mas de dos millones de muertes al afio se producen alrededor del mundo a causa de la
contaminacién microbioldgica del agua que bebemos (WHO, 2000), y la cuenca del Rio
Apatlaco histéricamente ha sido una fuente de agua para el riego de plantios como
hortalizas, cebolla, maiz, arroz y cafia, cultivos que por décadas han dado sustento a
personas que habitan sobre la cuenca del rio que, en la actualidad, sus aguas estan
altamente contaminadas y es un foco de infeccion para la gente que trabaja en el campo
y que riega sus sembradios (hortalizas) esta agua no tratada (Cuenca-Adamé et al.,
2001), de ahi la importancia de establecer modelos de evaluacion y gestion integral que

garanticen su calidad.
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Actualmente hay multiples metodologias para detectar la contaminacién microbiana del
agua. Sin embargo, los elevados costos que representan, los tiempos de analisis y
aislamiento en cultivo de microorganismos han sido obstaculo para establecer la calidad

microbiana del agua para consumo humano principalmente.

El uso de microorganismos bioindicadores de calidad del agua disminuye los costos y
facilita la implementacion de medidas eficientes de tratamiento, control del agua y de
enfermedades asociadas a su transmision (Rios-Toboén et al., 2017). La importancia de
conocer las especies presentes en los sistemas acuosos naturales y el comportamiento
en su ambiente, radica en la posibilidad de desarrollar nuevas tecnologias que logren su
eliminacion y de esta manera controlar enfermedades de origen hidrico (Apella y Araujo,
2005).

El presente estudio es indispensable, ya que puede dar un panorama parcial sobre la
diversidad de bacterias patdgenas presentes en el rio Apatlaco, y sentar las bases para
establecer medidas preventivas contra las posibles enfermedades transmitidas por el rio
y la aplicaciéon de normas establecidas en la legislacion ambiental para el uso de sus
aguas. De manera tal que podemos decir que, el desarrollo de estudios sobre diversidad
microbiolégica en rios, nos da a conocer la presencia de microorganismos patdégenos de

importancia en salud publica y que son indicadores de contaminacion.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Establecer el registro de especies de bacterias patdgenas presentes en el rio Apatlaco,

en los municipios de Jojutla y Zacatepec, en el estado de Morelos.

2.2. Objetivos especificos

a) ldentificar hasta el nivel taxondmico posible a las bacterias patdgenas aisladas en los

puntos de muestreo del rio Apatlaco.

b) Caracterizar la patogenicidad de las bacterias aisladas en los puntos de muestreo del

rio Apatlaco.
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3. METODOLOGIA

3.1. Area de estudio

El afluente del Rio Apatlaco se ubica al noroeste del Estado de Morelos; cubre un area de
746 km?, de los cuales 656.5 se encuentran en el territorio morelense, y el resto en el Estado
de México y el distrito federal (figura 1). Su nacimiento como cauce ya definido se sefiala
en el manantial de Chapultepec, de la ciudad de Cuernavaca, y su desembocadura en el
Rio Yautepec, junto al poblado de Tlatenchi en Jojutla, que posteriormente mas adelante se
integran al Rio principal que es el Rio Balsas (CONAGUA, 2008).

Figura 1. Area de estudio en el rio Apatlaco (Google Earth, 2019).

Se definieron dos sitios el rio Apatlaco para la toma de muestras de agua; ambos sitios con
caracteristicas diferentes, el primero cercano a un centro urbano nombrado como “puente
de Jojutla” (figura 2), ubicado a un costado de la preparatoria N° 4 de la UAEM (LN
18°36'59.52" y LO 99°11'0.12"). El segundo sitio para la toma de muestras se ubicd en un
medio rural, y se denominé como “puente a Galeana” (figura 3), localizado cerca del
libramiento a Galeana, en el municipio de Zacatepec (LN 18° 38' 3.57"y LO 99°11' 39.87").
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Figura 2. Punto de muestreo “puente de Jojutla” para Figura 3. Punto de muestreo “puente de Galeana”
la toma de muestras de agua, la flecha en color rojo  para la toma de muestras de agua, la flecha en rojo
se sefiala la zona donde se colectaron las muestras. marca el lugar donde se tomaron las muestras.

3.2. Toma de muestras de agua

Se realizaron cuatro muestreos durante el periodo enero a octubre del afio 2015 (un
muestreo cada tres meses; el primero en enero, el segundo en abril, el tercero en julio y el
cuarto en octubre de 2015); en diferentes épocas del afio (2 en época de lluvias y 2 en
época de secas). Las muestras de agua se tomaron basados en la norma oficial mexicana
NOM-014-SSA1-1993, tomando un volumen aproximado de 250 ml (por frasco) de agua a

30 cm de profundidad con frascos de plastico estériles (figura 4y 5).

Figura 4. Colecta de agua en puente de Galeana.
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Figura 5. Colecta de agua en puente Jojutla.

El procesamiento de las muestras de agua se llevé acabo en el area de bacteriologia, del
hospital Ernesto Meana San Roman, ubicado en Av. Universidad s/n colonia Centro, en el

municipio de Jojutla, en el estado de Morelos.

3.3. Identificacién de bacterias

Para separar las bacterias patdogenas de las que no lo son, el procesamiento de las
muestras fue de acuerdo con lo propuesto por Henry (2005a y b) y Koneman et al., (2008),
gue consistio en tomar 3 ml de la muestra de agua y colocarlas en tubos con medio liquido
enriquecido BHI (infusion de cerebro corazon), para posteriormente incubarlas en estufa

bacteriologica durante 2 horas para emulsionar las posibles bacterias presentes (figura 6).

¥

Figura 6. Incubacién de cajas a 37°C
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Transcurrido este periodo de tiempo, de los tubos en los que se observd crecimiento
bacteriano, en un campo de esterilidad (con un mechero de bunsen encendido) a
temperatura ambiente y con ayuda de un isopo estéril, se inocularon placas con medios de
cultivos diferenciales y enriquecidos, como agar McConkey (crecimiento de
enterobacterias), agar infusiébn de cerebro corazén y agar SS (desarrollo de bacterias
Salmonella y Shigella) y por ultimo agar sal y manitol (aislamiento selectivo de cepas
patégenas de Staphylococcus) para obtener colonias Unicas (figura 7).

Figura 7. Estriado en cajas con medio diferencial y selectivos

Posteriormente se rotularon las cajas con datos como nimero de muestra, sitio de colecta,
fecha y hora, a continuacién, todas las cajas inoculadas se incubaron a 37° en estufa
bacteriologica durante 24 horas. De las cepas Unicas obtenidas, se volvieron a resembrar
en su medio selectivo de cultivo, y se incubaron 24 horas a 37°C. Este proceso se realizd

por triplicado para cada muestra de agua por punto de muestreo.

De las placas que registraron desarrollo de cultivos, se tomd una muestra con ayuda de un
asa calibrada para inocular tubos con pruebas bioquimicas enzimaticas oxidasa y catalasa,
y se identific6 macroscdpicamente las colonias de tipo patégena; por ejemplo, con hemolisis
beta, acido sulfhidrico u olor a masa (figura 8), y se corroboraron microscopicamente

caracteristicas morfolégicas y fenotipicas con la tincién de Gram (figura 9).
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Figura 8. Analisis macroscopico de colonias Figura 9. observacion de laminas tefiidas en
desarrolladas en medio diferencial y selectivo. microscopio

3.3.1. Pruebas bioquimicas en placa de microtitulacion

Para esta fase, se tomaron cinco colonias de las cepas puras aisladas que tenian
caracteristicas de ser patdégenas, para depositarlas en un tubo con 5 ml de agua
desmineralizada (tubo 1), se mezclaron con la solucién y después se verifico si la muestra
alcanzo una turbidez 0.5. Posteriormente, del tubo 1, se transfirieron 20 microlitros a un tubo
con 11 ml de caldo nutritivo Miller Hinton (tubo 2), se agito hasta homogenizar la muestra
para la elaboracion de pruebas de susceptibilidad a antibioticos y el aislamiento de especies

de los géneros Neisseria y Moraxella.

Subsecuentemente se coloco el tubo 1 en el sistema de administracion de inoculacion
automatizado Sistema de dosificacion de indéculo automatizado Thermo Scientific Sensititre
AIM (figura 10), que hace el llenado de 40 pozos con pruebas bioquimicas en las placas de
microtitulacién. Al finalizar el vaciado del tubo 1, se retird y se coloco el tubo 2 para llenar
los 56 pozos restantes con antibioticos para analizar la resistencia o sensibilidad de las

cepas aisladas.
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Figura 10. Inoculador de placa de microtitulacion Thermo Scientific Sensititre AIM llenando placa de

microtitulacion para bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Terminado este proceso, se incubaron las placas durante 24 horas a 37°C en estufa
bacteriologica, al siguiente dia se sacaron de la estufa y se leyeron en un Sistema
fluorimétrico de lectura de placas automatizado Thermo Scientific Sensititre OptiRead
(figura 11), y los resultados se analizaron con ayuda del sistema de software para Windows

(SWIN) de Sensititre® (figura 12) que determina el género y especie de la cepa aislada.

Figura 11. Lector de placas de microtitulacibn Figura 12. Interpretaciéon de resultados con el
Sensititre OptiRead software para Windows (SWIN) de Sensititre®

Para la identificacidn taxonomica de las cepas aisladas de las muestras de agua se
utilizaron placas de microtitulacion de 96 pozos Sensititre MEXNC2F marca TREK
Diagnostic System para bacterias Gram positivas y Gram negativas. La identidad de
presuntos Gram negativos se puede obtener en cinco horas; la identificacion hasta el nivel
de especie tanto para Gram positivos y negativos se puede obtener incubando durante toda

la noche (TREK Diagnostic System Magellan Bioscience, 2008; Thermo Scientific, 2012).
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3.3.1.1. Sensititre MEXNC2F para Gram negativas

Para la identificacién de bacterias Gram negativas, la placa de microtitulacién contiene 32
pruebas bioquimicas (50 ul) que consisten: Amida metil cumarina de lisina (FR1), fosfato
metil umbeliferona (FR3), a-D- glucopirandsido metil umbeliferona (FR4), amida metil
cumarina de prolina (FR5), a-D-galactosido metil umbeliferona (FR6), y-glutamina metil
umbeliferona (FR7), Bis fosfato metil umbeliferona (FR8), B-D-glucoronido metil
umbeliferona (FR9), B-D-glucopiranosido metil umbeliferona (FR10), 2-acetamido-2-
desoxiglucopiranosido mas metil umbeliferona de a-L-arabinopiranésido (FR12), urea,
ornitina (ORN), sorbitol (SORB), xilosa (XYL), arginina (ARG), sucrosa (SUC), trealosa
(TREH), manitol (MANN), celobiosa (CELL), malonato (MALN), maltosa (MALT), inositol
(INOS), fructosa (FRUC), piruvato (PYR), citrato (CIT), esculina (ESCU), arabitol (ATOL),
arabinosa (ANOS), lisina (LYS), Triptofano desaminasa (TDS), rafinosa (RAFF) y agmantina
(AGMA).

La placa también contiene pruebas de sensibilidad a 24 antimicrobianos con diferentes
rangos de dilucion [ug/ml] que fueron: ampicilina (AMP) [16-4], amikacina (AMI) [32-16],
aztreonam (AZT) [16-8], cefepima (FEP) [16-8], ceftazidima (TAZ) [16-8], imipenem (IMI) [8-
4], norfloxacino (NOR) [8-4], piperacilina/tazobactam (P/T4) [64/4- 16/4],
trimetoprima/sulfametazol (SXT) [2/38], carbenicilina (CAR) [32-16], cefalotina (CEP) [16-4],
cefotaxima (FOT) [32-8], meropenem (MERO) [8-4], ciprofloxacino (CIP) [2-0.5],
gentamicina (GEN) [8-2], cloranfenicol (CHL) [16-4], tetraciclina (TET) [8-4], nitrofurantoina
(NIT) [64-32], ofloxacino (OFL) [4-1], ticarcilina/acido clavulanico (TIM2) [64/2-16/2],
tobramicina (TOB) [8-4], levofloxacino (LEVO) [4-1], piperacilina (PIP) [64-16] y cefuroxima
(FUR) [16-4].

3.3.1.2. Sensititre MEXNC2F para Gram positivas

En el caso de las Gram positivas, los test bioquimicos (50 pl) radicaron en: B-D-
galactopiranosido metil umbeliferona (FR13), B-D-glucorpiranosido metil umbeliferona

(FR14), amida metil cumarina de alanina (FR15), B-D-ribofuranosido metil umbeliferona
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(FR16), amida metil cumarina D-alanina (FR17), B-D-piranosido metil umbeliferona (FR18),
amida metil cumarina de ornitina (FR19), amida metil cumarina de arginina (FR20), B-D-
glucuronido metil umbeliferona (FR21), a-D-glucopiranosido metil umbeliferona (FR22),
amida metil cumarina de cisteina (FR23), amida metil cumarina de treonina (FR24), amida
metil cumarina de metionina (FR25), amida metil cumarina de prolina (FR26), amida metil
cumarina de serina (FR27), amida metil cumarina de citrulina (FR28), amida metil cumarina
de piroglutamato (FR29), amida metil cumarina de tirosina (FR30), amida metil cumarina de
leucina (FR31), amida metil cumarina de valina (FR32), B-metilglucosido (B-MG), urea,
esculina (ESCU), arginina (ARG), raminosa (RHAM), manitol (MANN), trehalosa (TREH),
maltosa (MALT), glicerol (GLYC), glucosa (GLUC), sucrosa (SUC) y sorbitol (SORB).

Las pruebas de sensibilidad de la placa incluyen 25 antimicrobianos, que al igual que la
placa para la identificacion de Gram negativas, cuenta con diferentes niveles de dilucion
[ug/ml]. Los antimicrobianos que contiene son: nitrofurantoina (NIT) [32-64], norfloxacino
(NOR) [4-8], cefepima (FEP) [8-16], estreptomicina (STR) [1000], ceftriaxona (AXO) [8-32],
clindamicina (CLI) [0.5-2], levofloxacino (LEVO) [1-2], trimetroprima/sulfametoxazol [2/38],
tetraciclina (TET) [2-8], quinupristina/dalfopristina (SYN) [1/2], ertapenem (ETP) [2-4],
gentamicina (GEN) [500], cefuroxima (FUR) [4-16], linezolid (LZD) [2-4], meropenem
(MERO) [4-8], cribado de cefoxitina (FOXS) [6], oxacilina + 2% NaCL (OXA+) [0.25-2],
ampicilina (AMP) [0.25], test 1 de difusion de doble disco clindamicina/eritromicina (DT1),
test 2 de difusion de doble disco clindamicina/eritromicina (DT2), amoxicilina/acido
clavulanico (AUG) [4/2], penicilina (PEN) [0.03-8], eritromicina (ERY) [0.25-4], telitromicina
(TEI) [8-16] y vancomicina (VAN) [1-16].

La prueba de sensibilidad no aplico para el género Streptoccocus del grupo D, ya que,
presentan un antigeno que no es un carbohidrato sino un acido gliceril teocoico (antigeno
D), que parece estar asociado con el citoplasma de la membrana plasmatica que le da la
capacidad de crecer en altas temperaturas y concentraciones de sal, lo que lo hace ser muy
resistente a casi a todos los antibiéticos. Son bacterias Gram positivas no hemoliticas,
constituyen la biota normal del tracto intestinal, solo pueden ser eliminadas con gentamicina

en concentraciones muy altas (Koneman et al., 2008).

21



4. RESULTADOS Y DISCUSION

En la presente investigacion se aislaron 26 cepas, las cuales se relacionaron

taxondmicamente con dos filos, dos clases, cuatro 6rdenes, siete familias, 14 géneros,

17 especies y una subespecie (cuadro 1).

Cuadro 1. Composicion taxonémica de las bacterias identificadas en el rio Apatlaco

Filo Clase Orden Familia Genero Especie
Firmicutes Bacilli Bacilliales Staphylococcaceae Staphylococcus sp.
albus
aureus
epidermidis
Lactobacilliales Enterococcaceae Enterococcus sp.
faecalis
Streptococcaceae Streptococcus sp.
Proteobacteria  Gammaproteobacteria  Enterobacterales Enterobacteriaceae Citrobacter freundii
Enterobacter sp.
aerogenes
cloacae
Escherichia coli
Klebsiella oxytoca
ozaenae
pneumoniae
grupo 47
Morganella sp.
Raoultella planticola
Salmonella sp.
Shigella sp.
Morganellaceae Proteus sp.
Yersiniaceae Serratia marcesens
proteomacula
rubidaea
Vibrionales Vibrionaceae Vibrio fluvialis
vulnificus

22



El filo Proteobacteria fue el més representativo con 19 taxones (76%) seguida del filo
Firmicutes con seis taxones (24%), siendo las bacterias entéricas Gram negativas fueron
las mas predominantes, con 20 taxones, que se relacionaron a 13 especies y una
subespecie; seguidas; forman un grupo muy grande y heterogéneo cuyo habitat natural
es el tracto gastrointestinal de humanos y otros animales; y las Gram positivas con seis
cepas que correspondieron a cuatro especies. La especie Klebsiella grupo 47 fue la mas
frecuente, ya que se encontrd en el 85.7% de las muestras, seguida por K. oxytoca que
se aislé en el 57.1% y las especies: Klebsiella sp., K. pneumoniae, E. cloacae,
Salmonella sp., Staphylococcus sp., S. epidermidis, S. faecalis, S. rubidaea, E. coliy V.
fluvialis se aislaron en el 28.5 % de las muestras; el resto de las especies solo se

identificaron en el 14.2% de las muestras de agua colectadas en el rio Apatlaco.

La mayoria de las especies identificadas son bacterias entéricas, provenientes del tracto
gastrointestinal de animales y humanos, denominadas bacterias fecales, cuya
capacidad de sobrevivir y reproducirse en el agua es restringida dado el estrés
fisiologico que presenta el medio acuoso y establecerlas como bioindicadoras tiene alto
grado de complejidad, pero su hallazgo esta asociado con infecciones recientes o con
presencia de materia organica y condiciones de pH, humedad y temperatura que

faciliten su reproduccién y sobrevivencia (Rios-Tobon et al., 2017).

Nuestros resultados concuerdan con los de otros estudios similares en el pais
(Mondragon et al., 2011; Ramirez-Castillo et al., 2013; Mazari-Hiriart et al., 2005; 2014;
Pérez et al., 2018; Breton-Deval et al., 2019), donde la comunidad bacteriana estuvo
dominada por coliformes fecales y patégenas oportunistas en los sitios con indicios de
contaminacién antropogénica. El crecimiento de la poblacibn humana en las ultimas
décadas y su concentracion en las ciudades, han contribuido al deterioro de la calidad
del agua, y este fendbmeno se hace mas evidente en paises en desarrollo; ya que a
menudo se trata de poblados donde el saneamiento del agua residual es inadecuado,
ademas de que los vectores y animales portadores de bacterias infecciosas no tienen

barreras que impidan su dispersion (Wolf-Rainer, 2011).
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Los organismos indicadores (p. Ej., coliformes conformes y termotolerantes) se utilizan
ampliamente como sustitutos para la deteccidén de patégenos (Chin, 2010; Ibekwe et al.,
2013), por lo que la composicién de la comunidad microbiana en los rios, se sugiere
como un indicador de contaminacion (Wolf-Rainer, 2011).

En el rio Apatlaco se registré una gran numero de bacterias en comparacion con otros
estudios sobre microbiota patdgena de rios (Buckley et al., 1998; Mazari-Hiriart et al.,
2005; Wilkes et al., 2011; Stanish et al., 2016), considerando que los microbios en los
rios son diversos y dinamicos en su composicion, debido en gran parte al estrés
ambiental provocado por la mayoria de las ciudades ubicadas cerca de los rios, ya que
con frecuencia los utilizan como vertederos de aguas residuales y alcantarillados, que
contienen enterobacterias principalmente (Wolf-Rainer, 2011), aunque las cuencas
pueden tener muchas fuentes de patdgenos como: tierras agricolas, areas riberefas,

operaciones de alimentacion agricola, ganado, vida silvestre y humanos.

Estas bacterias y enterobacterias encontradas en el rio Apatlaco puede que no se
encuentren de forma natural en el agua de este afluente, debido a que, con el paso de
los afos, los asentamientos humanos fueron en crecimiento, aumentando la
contaminacion al verter sus desechos, asi como aguas residuales y aguas negras a lo
largo de su trayecto lineal, hasta su conexion con el Rio Yautepec en el poblado de
Tlatenchi (CONAGUA, 2008), mostrando una clara perturbacién ambiental, efecto
confirmado con un estudio mas reciente, que analizo parametros de calidad del agua y
la dinamica de las comunidades bacterianas (Breton-Deval et al., 2019), y sigue
registrando abundancia de géneros de potenciales patdgenos oportunistas como

Acinetobacter, Arcobacter y Myroides, entre otros.

Existe una interaccion compleja de factores ambientales y de comportamiento tanto de
animales como de humanos, que facilitan la propagacion de infecciones por varios
patégenos, las malas condiciones de saneamiento e higiene, asi como la falta o poca
conciencia ambiental entre las personas, se consideran la principal causa de

contaminacién de las fuentes de agua (Igbinosa y Okoh, 2010). Actualmente, uno de los
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problemas ambientales mas graves de México son los altos niveles de contaminacion
de muchos de sus rios, convirtiéendose en un peligro potencial para la salud de las
personas que viven en las comunidades riberefias cercanas y la relacion entre los
niveles de bacterias coliformes totales y el aumento de enfermedades del tracto
digestivo humano (Rodriguez-Tapia y Morales-Novelo, 2017). De acuerdo con Baker y
Herson (1999), los brotes de enfermedades transmitidas por el agua se deben
principalmente a su contaminacion con materia fecal, provocando un estimado de mas
de dos millones de muertes y cuatro mil millones de casos de diarrea al afio (WHO,
2000; El Kowrany et al., 2016).

Dentro de las bacterias establecidas como contaminantes del agua se han aislado Gram
negativas, especialmente pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Flavobacterium,
Gallionella, Aeromonas, Vibrio, Achromobacter, Alcaligenes, Bordetella, Neisseria,
Moraxella y Acinetobacter, sin embargo, el grupo bacteriano que cumple con las
caracteristicas de potencial bioindicador de calidad del agua es el de las bacterias
coliformes, enterobacterias o Enterobacteriaceae, que corresponden a 10% de los
microorganismos intestinales humanos y animales, por lo que su presencia en el agua
esta asociada con contaminacion fecal e indica tratamientos inadecuados o

contaminacién posterior (Rios-Tobon et al., 2017).

Las Enterobacteriaceae son una gran familia de bacterias Gram-negativas que incluye
patdgenos familiares como Salmonella, Escherichia coli, Yersinia pestis, Klebsiella y
Shigella junto con muchos simbiontes inofensivos (Mampallil et al., 2017), por lo que
algunas especies identificadas en el estudio pueden ser bacterias asociadas a las
plantas, como rizosféricas, endofiticas y filoplanas, y algunas se han utilizado en el
biocontrol de otros agentes patdégenos. Pero también incluye a varias especies
patégenas que causan sindromes diarreicos, ademas de causar infecciones que se
adquieren en hospitales y asociados con altos rangos de morbilidad y mortalidad
(Ramos-Vivas et al., 2020), y su diseminacién en el agua, se asocia con la presencia de
mecanismos reguladores gue controlan la permeabilidad de la membrana y la expresion

de enzimas desintoxicantes (B-lactamasas de espectro extendido) involucradas en la
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degradacion/inactivacion de antibidticos, ademas de que tienen la capacidad de adquirir e
intercambiar numerosos elementos mdviles genéticos, que contribuyen fuertemente a la
resistencia a los antibiéticos y les ayuda a colonizar varios entornos, huéspedes y a adaptar
rapida y eficazmente su metabolismo y fisiologia a las condiciones externas y las tensiones

ambientales (Polo et al., 1999; Tzelepi et al., 2000; Davin-Regli y Pagés, 2015).

Estas bacterias coliformes, enterobacterias o Enterobacteriaceae todavia son
consideradas como potencial bioindicador de calidad del agua, y este grupo incluye
géneros Escherichia, Edwarsiella, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, y Citrobacter;
identificados en la investigacion, pero estos cuatro ultimos se encuentran en grandes
cantidades en fuentes de agua, vegetacion y suelos, por lo que no estan asociados
necesariamente con contaminacion fecal y no plantean ni representan necesariamente
un riesgo evidente para la salud, aunque hay varios reportes que difieren de este punto
de vista. Sin embargo, las especies de géneros Enterobacter y Klebsiella colonizan
superficies interiores de las tuberias de agua y tanques de almacenamiento, que forman
biopeliculas en presencia de nutrientes, temperaturas calidas, bajas concentraciones

de desinfectantes y tiempos largos de almacenamiento (Rios-Tobdn et al., 2017).

4.1. Comparacion entre los sitios de muestreo

La calidad del agua en entornos rurales y urbanos se ve afectada tanto por procesos
naturales como por influencias antropogénicas (Khatri y Tyagi, 2015), por lo que, las
precipitaciones y descargas generales se asocian con la densidad y presencia de
bacterias indicadoras y la deteccion de patdégenos en distintos partes de un rio (Wilkes
et al., 2009).

4.1.1. Punto de muestreo 1 Puente de preparatoria de Jojutla

De acuerdo a nuestros resultados, existen diferencias entre los sitios de muestreo; el
punto del puente de Jojutla fue el que mas especies presento (19 taxas), en

comparaciéon con el punto del puente a Galeana solo fueron (13 taxones) (cuadro 2).
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Cuadro 2. Especies identificadas en los sitios de muestreo 1y 2 en el rio Apatlaco.

Sitio 1 Puente de Jojutla

Especies

Sitio 2 Puente a Galeana

Especies

Citrobacter freundii
Enterobacter sp.
Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Klebsiella sp.

Klebsiella grupo 47
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Morganella sp.
Raoultella planticola
Salmonella sp.

Serratia proteamacula
Serratia rubidaea
Shigella sp.
Staphylococcus albus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus sp.

Vibrio vulnifificus

Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Enterococcus faecalis
Klebsiella sp.
Klebsiella grupo 47
Klebsiella oxytoca
Klebsiella ozaenae
Proteus sp.
Salmonella sp.
Serratia marcescens
Staphylococcus sp.

Vibrio fluvialis

Las cepas se relacionaron taxonémicamente con dos clases, cuatro Ordenes, cinco
familias, 12 géneros, 12 especies y una subespecie. Las enterobacterias del complejo
de especies de Klebsiella fueron las mas representativas, ya que las especies Klebsiella
grupo 47 y K. oxytoca, se consideraron las mas frecuentes ya que fueron aisladas en el
75% de las muestras; seguidas por K. pneumoniae, E. coli y el genero Serratia.
Identificadas en el 50% y el resto de los taxas se identificaron en el 25% de las muestras,
por lo que podrian considerarse como especies poco frecuentes en ese punto del rio.
Diez taxones exhibieron multirresistencia a antimicrobianos, donde los mas relevantes

fueron klebsiella oxitoca klebsiella pneumoniae y Klebsiella del grupo 47 (resistencia a
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15 antibioticos) y Citrobacter freundi (multirresistente a 18 antimicrobianos), pero su

hallazgo fue poco frecuente.

Como se ha mencionado, este punto de muestreo corresponde a una zona urbana, y el
rio en este punto ya manifiesta caracteristicas de los rios vinculados a los centros
poblados en los paises denominados “en desarrollo” como un deterioro de la calidad
fisico-quimica (presencia de olor), disminucion y pérdida de la biodiversidad, deterioro
del aspecto visual y destruccion del paisaje y la apariciéon de patdégenos (Kuczynski,
2016) como lo confirman nuestros resultados, ademas de recibir aguas residuales y
residuos de habitantes, hospitales (Dr. Ernesto Meana San Roman) y de tipo industrial
(Guzman-Otazol et al., 2019).

Una investigacion de Ribas et al., (2017) sobre patdgenos transportados por el agua en
la Republica Democratica Popular de Lao, indico la presencia de varios patdégenos
entéricos como Aeromonas spp., Vibrio spp., cepas de E. coli productoras de
verocitotoxina, Shigella spp., y adenovirus entérico, en el que el nivel de contaminacion
por patdégenos microbianos se asocio con la actividad humana, observando mayores
niveles de contaminacion en el sitio rio abajo en comparaciéon con el sitio en la aldea y
rio arriba, respectivamente, lo que también se reflejé en los resultados obtenidos, con
un mayor numero de taxas identificados en la zona urbana, en comparacion con la zona

agricola.

Las especies identificadas en este punto de muestreo son similares a los de otros
estudios similares, donde la mayor cantidad de patégenos se han identificado en agua
de escorrentia urbana (Ibekwe et al., 2013; Guzman-Otazol et al., 2019) y donde los
filos principales son Proteobacteria y Firmicutes, donde los miembros mas comunes
suelen ser Escherichia coli (DEC), Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae, Shigella

spp. y enterobacterias.
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4.1.2. Punto de muestreo 2 Puente a Galeana

Los taxones identificados correspondieron a dos clases, cuatro 6rdenes, seis familias,
nueve géneros, ocho especies y una subespecie. En este punto, de los 12 taxones
identificados, los mas frecuentes fueron Klebsiella del grupo 47, identificado en el 100%
de las muestras de esta zona, seguida por E. cloacae, K. oxytoca, Staphyloccus sp. y
V. fluvialis se aislaron en el 66.6% de las muestras. El resto de las especies solo se
identificaron en el 33.3% de las muestras. En esta zona se encontraron pocas cepas
multirresistentes, resaltando las especies S. rubidaea y Klebsiella grupo 47,

multirresistentes a 15 antimicrobianos); y E. cloacae, multirresistente a 16 antibioticos.

Este punto de muestreo, presenta caracteristicas de una zona agricola, y este tipo de
ambientes son ejemplos tipicos de la interaccion de factores ambientales y de
comportamiento tanto de animales como de humanos, que facilitan la propagacion de
infecciones por varios patdégenos; ya que varias practicas agricolas involucran el uso de
aguas residuales o estiércol de ganado en las granjas, ademas de su pastoreo cerca de
areas de captacion de agua (Igbinosa y Okoh, 2010), y por consiguiente, hay reportes
de la supervivencia de una gran variedad de bacterias enteropatdogenas (Terzieva y

Mcfeters, 1991; Wilkes et al., 2009) en este tipo de ambientes.

En entornos agricolas, las densidades de E. coli eran los clasificadores mas utiles de la
presencia y ausencia de parasitos/patégenos, seguidos de cerca por los coliformes
fecales y, en menor medida, los enterococos y los coliformes totales (Wilkes et al.,
2009). Por lo que podemos considerar como fuente importante de microorganismos
patégenos en el rio Apatlaco para este punto, las bacterias que proceden de parcelas
agricolas abonadas con estiércol de ganado; fresco o seco, y purines porcinos, que
liberan una gran carga microbiana durante la precipitacion intensa, y el agua superficial
en este tipo de ambientes puede servir como un vehiculo persistente para la transmision
de estas bacterias enteropatdgenas entre animales y humanos (Terzieva y Mcfeters,
1991).
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Wolf-Rainer (2011), menciona que existen reportes donde se estudiaron bacterias
patdgenas y sus resistencias a antibioticos en puntos cercanos a la ciudad y alejados
de la misma, donde se demostr6 que las bacterias patdgenas se perdian kilbmetros rio
abajo, ya que durante los periodos de lluvias, las aguas residuales incluidas las fecales
se transportan a los rios y rio abajo, lo que explicaria haya grupos taxonémicos que se
comparten en ambos sitios; al menos cinco para ser exactos, que corresponden a las
especies E. faecalis, algunos miembros del complejo de especies de Klebsiella sp. (K.

oxytoca y K. pneumoniae grupo 47) y Salmonella sp.

La calidad microbiologica del agua que se utiliza en el riego de cultivos y hortalizas,
adquiere importancia en términos de salud publica, ya que esta podria ser el vehiculo
para la transmision de bacterias patdgenas a la poblacion, algunas de las cuales podrian
presentar determinantes génicos de resistencia a antimicrobianos (Valenzuela et al.,
2016).

4.2. Presencia de bacterias patdégenas por época del afio

La participacion del cambio climéatico es un punto importante a considerar en la aparicion
de bacterias patdégenas en los rios, ya que las fluctuaciones entre las épocas de secas
y lluvias, genera algunas temporadas de inundaciones, que afectan a las plantas de
alcantarillado, y un gran numero de patdégenos son arrastrados hacia las areas
inundadas y los rios, donde quedan lodos que son reservorios de microorganismos
enriquecidos con patdégenos facultativos, que son mas abundantes y frecuentes durante

esta época (Jiménez et al., 2014).
El analisis comparativo entre la época de lluvias y secas del periodo 2015, arrojé una

diferencia evidente, ya que en la época de secas se identificaron 20 taxas, en

comparaciéon con 13 que se aislaron durante las lluvias (cuadro 3).
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Cuadro 3. Especies identificadas por época del afio en los puntos de muestreo del rio Apatlaco

Epoca de secas
Enero-Abril 2015

Epocade lluvias
Julio-Octubre 2015

Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae
Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Klebsiella sp.
Klebsiella grupo 47
Klebsiella oxytoca
Klebsiella ozaenae
Klebsiella pneumoniae
Proteus sp.
Salmonella sp.
Serratia rubidaea

Shigella sp.

Enterobacter sp.
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Klebsiella grupo 47
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Morganella sp.
Raoultella planticola
Salmonella sp.
Serratia marcescens
Serratia proteomacula
Serratia rubidaea

Staphylococcus sp.

Staphylococcus sp.
Staphylococcus albus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus sp.

Vibrio fluvialis

Vibrio vulnificus

Numerosos patdgenos son vehiculizados por el agua y pueden permanecer en el agua
ademas de que se adaptan facilmente a condiciones cambiantes, conservando su poder
patogénico y adicionalmente pueden desarrollar mayor resistencia (Kuczynski, 2016),
esto explicaria por qué se identificaron mas especies durante la época de secas que en
las lluvias, en donde las bacterias patdgenas pueden ser transportadas por el flujo del
agua rio abajo, donde se ha demostrado que las bacterias patdégenas se pierden

kilbmetros rio abajo (Wolf-Rainer, 2011).

Expertos sobre Cambio Climatico han manifestado reiteradamente, que ademas de

impactos econémicos y ambientales, el cambio climatico traerd impactos negativos
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directos sobre la salud humana, con el aumento de enfermedades en las plantas,
animales y en los humanos; ya se observa la frecuencia de Staphylococcus y
enterobacterias en érganos de peces, que es ya una caracteristica de peces de rios
tropicales, ademas de estar altamente vinculadas a infecciones en humanos (Kuczynski,
2016). Los animales acuéticos, estan en contacto mas intimo con los microbios externos
gue los animales terrestres, por tanto, se considera que la microbiota de su tracto
gastrointestinal y branquias es un reflejo de la composicion de la microbiota del agua de
su medio ambiente (Al-Hisnawi et al., 2016).

Por lo que nuestros resultados indican un alto riesgo de transmision de enfermedades
por el uso y consumo de peces o verduras regadas con agua de esos puntos de

muestreo del rio Apatlaco.

4.3. Caracterizacion de la patogenicidad

De acuerdo con los resultados registrados de las pruebas bioquimicas con las placas
de microtitulacion, de los 26 taxas identificados, 13 (52%) exhibieron resistencia a los
antimicrobianos evaluados; y de este grupo se pueden identificar nueve perfiles de
multirresistencia. La resistencia y multirresistencia bacteriana a antimicrobianos y su
prevalencia en microorganismos que causan bacteriemia es un problema de magnitud
creciente y provoca gran preocupacion en todo el mundo, ya que representa una seria
complicacion su tratamiento (Philippe et al., 2015; Anderson et al., 2018; Ramos-Vivas
et al., 2020).

Enterobacter sp. y Klebsiella pneumoniae mostraron resistencia a tres antibioticos
(ampicilina, tetraciclina y ticarcilina/acido clavulanico y ampicilina, imipenem y meropenem
respectivamente). Las especies de Enterobacter pueden aislarse del medio ambiente
(suelo y agua), de plantas (como endofitas o fitopatdgenas) y como patdgenas oportunistas
(animales y seres humanos), ademas de estar involucrada en infecciones nosocomiales,
principalmente en la unidad de cuidados intensivos, donde afecta a pacientes

inmunocomprometidos tales como recién nacidos, infantes prematuros, pacientes con
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diabetes mellitus, pacientes quemados o con mudltiples traumatismos y pacientes con
leucemia 0 bajo alguna terapia inmunosupresora. Pero su resurgimiento como un
patdgeno resistente es un problema de salud importante, especialmente cuando se
considera la escasez de nuevos antibidticos activos contra bacterias Gramnegativas.
Otro punto importante es que el complejo de especies del género Enterobacter
pertenecen al grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acitenobacter baumannii, Pseudomonas aureoginosa Yy
especies de Enterobacter), que se caracteriza por contener a las bacterias patdégenas
con mayor resistencia a antimicrobianos (Davin-Reqgli et al., 2019).

La especie K. pneumoniae, es una bacteria ampliamente esparcida en el ambiente; se
encuentra de forma natural en el suelo, el agua, verduras (coles, lechuga, vegetales de
hojas verdes) y presente de manera especial en las superficies mucosas de mamiferos; en
los seres humanos coloniza la nasofaringe y el tracto gastrointestinal, al respecto, es
importante sefialar que la tasa de colonizacion se incrementa hasta tres veces en el
ambiente hospitalario (Echeverri y Correa, 2010). Algunas de sus cepas se asocian con
infecciones del sistema nervioso central y endoftalmitis (Russo y Marr, 2019), afecciones
hepaticas, polimicrobianas y asociadas con una alta mortalidad y altas tasas de recaida
(Wang et al, 1998), infectando personas especialmente susceptibles, como
hospitalizados en unidades de cuidados intensivos, neonatos, inmunocomprometidos y
los que tienen enfermedades debilitantes de base; como diabetes mellitus o enfermedad

pulmonar obstructiva cronica (Echeverri y Catafio, 2010).

La diseminacion de Enterobacteriaceae productoras de carbapenemasas se considera
actualmente un problema clinico grave, debido al fracaso en el tratamiento de las
infecciones producidas por ellas, y se ha identificado en las principales especies de
enterobacterias relacionadas con infecciones asociadas a la salud, pero en K.
pneumoniae se le considera la especie predominante en la produccion de estas enzimas
(Vera-Leiva etal., 2017). Su alto porcentaje de aislamientos en muestras clinicas, asi como

el hallazgo de resistencia a mudltiples familias de antimicrobianos, constituye en la
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actualidad, un problema de salud en varios paises; por lo que su identificacion en el rio

Apatlaco, es un dato de interés en nuestro estado y pais.

Se identificd una cepa de Klebsiella sp., que exhibio resistencia a seis antimicrobianos
(ampicilina, ciprofloxacino, imipenem, meropenem, tobramicina y
trimetropima/sulfametoxazol). Este género es responsable de neumonia, infecciones del
tracto urinario (ITU), infecciones del torrente sanguineo y sepsis, y una caracteristica
definitoria de estas infecciones es su morbilidad y mortalidad, y las cepas de Klebsiella
asociadas con ellas se consideran hipervirulentas. El creciente aislamiento de sus cepas
resistentes a multiples farmacos ha reducido significativamente, o eliminado por
completo las opciones terapéuticas para el tratamiento de las infecciones por Klebsiella,
por lo que varias organizaciones han sefialado a este patbgeno como una amenaza

urgente para la salud humana (Bengoechea y Sa Pessoa, 2019).

Enterobacter aerogenes mostro resistencia a 8 antibioticos (amikacina, ampicilina,
cefuroxime (sodio), cloranfenicol, gentamicina, tetraciclina, ticarcilina/acido clavulanico y
trimetroprima/sulfametoxazol). Se ha reportado una considerable prevalencia de E.
aerogenes (Thiolas et al., 2005; Philippe et al., 2015) en infecciones hospitalarias, asi
como la facilidad que tienen para la transmision horizontal de elementos moviles que
contienen genes de resistencia a antibidticos, ademas de la eficacia del intercambio de
genes de resistencia Klebsiella pneumoniae para Enterobacter sp. (Davin-Regli et al., 2019),
ambas identificadas en los puntos de muestreo. Cepas de E. aerogenes resistentes a
multiples farmacos se aislan cada vez mas en Europa y especialmente en Francia,
provocando una tasa de mortalidad del 100% (Bornet et al., 2000), ademas de que se
reportado asociada con otras especies bacterianas, provocando enfermedades

espontaneas con una tasa de mortalidad cercana al 100% (Rondina et al., 2006).
Otro dato relevante sobre E. aerogenes es su aplicacion en la elaboraciéon de

biocombustibles, ya que usa pequefias cantidades de oxigeno en condiciones semi-

anaeroObicas para su crecimiento antes de usar oxigeno de sales descomponibles,
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principalmente NH4NOs3, en condiciones anaerdbicas para producir hidrégeno y etanol

(Jitrwung y Yargeau, 2015).

Vibrio fluvialis presento resistencia a nueve antibiéticos (ampicilina, aztreonam,
carbenicilina, cefuroxime (sédio), ciprofloxacino, ofloxacino, tetraciclina, ticarcilina/acido
clavulanico y trimetoprima/sulfametoxazol). Las especies del género Vibrio, incluyendo
V. fluvialis, se encuentran ampliamente distribuidas en el medio acuatico,
principalmente en estuarios y aguas salobres, se ha aislado de agua, heces de animales
y de humanos, aguas residuales y productos del mar, principalmente en moluscos
bivalvos por filtracion (Guzman-Hernandez et al., 2016), por lo que se le considera un
patdgeno en los entornos costeros, y por este motivo es rara su presencia en el rio
Apatlaco, pero teniendo en cuenta el reciente aumento en el nUmero de brotes de
diarrea y casos extraintestinales esporadicos, se le ha considerado un patégeno
emergente. En regiones mas calidas como Florida, se ha detectado predominantemente
en sedimentos durante los meses de invierno, y en comparacion con otros vibriones, su
aislamiento es frecuente en los efluentes de las comunidades suburbanas de otros
paises (Ahmed et al., 2005; Ramamurthy et al., 2014). La fraccion de aguas residuales
tratadas que se descargan en las cuencas hidrogréaficas ha aumentado a lo largo del
tiempo, lo que ha provocado el reporte de la incidencia de V. fluvialis emergente
(Igbinosa y Okoh, 2010).

Aunque se ha identificado a V. fluvialis como patdgeno desde hace bastante tiempo,
ahora se reconoce su importancia clinica, ya que su prevalencia en casos de diarrea
estd aumentando (Ramamurthy et al., 2014), ademas de su patrticipacion en casos de
gastroenteritis entre los bebés, diarrea similar al célera, infecciones de piel asociadas a
la exposicion a ambientes acuaticos y causando una variedad de infecciones en
pacientes inmunocompetentes/VIH (Ahmed et al., 2005; Igbinosa y Okoh, 2010;
Ramamurthy et al., 2014; Guzman-Hernandez et al., 2016). En comparacion con otros
vibrios clinicos, la resistencia a los antimicrobianos se ha reportado en gran medida en
V. fluvialis, ya que se ha demostrado que contiene varios elementos genéticos moviles

portadores de multirresistencia, pudiendo transferir esos elementos por conjugacion a
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otras especies de bacterias, como Escherichia coli (Ahmed et al., 2005) y V. cholerae
(Rajpara et al., 2009).

La especie Klebsiella oxytoca mostro resistencia a 12 antimicrobianos (ampicilina,
aztreonam, cefotaxime, ceftazidime, cefuroxime (sodio), cloranfenicol, ciprofloxacino,
gentamicina, levofloxacino, tetraciclina, ticarcilina/acido clavulanico y
trimetoprima/sulfametoxazol). A esta bacteria se le considera como un patdégeno
oportunista, implicado en diversas enfermedades clinicas en animales y seres humanos
(Darby et al., 2014). Se le considera el agente causante de la colitis hemorragica
asociada a antibidticos (Zollner-Schwetz et al., 2008), que actia como patobionte
intestinal por caquexia por cancer (Potgens et al., 2018); y recientemente se demostro
gue participa en del desarrollo de la enterocolitis necrotizante (enfermedad inflamatoria

intestinal) asociada con la disbiosis bacteriana intestinal (Paveglio et al., 2020).

Las especies Serratia proteomacula y Escherichia coli, presentaron resistencia a 14
antibidticos. Las especies del género Serratia no forman parte de la microbiota intestinal
humana, su habitat generalmente se encuentra en la naturaleza (Sekhsokh et al., 2007),
pero existen reportes de cepas del género causando el 2% de las infecciones
nosocomiales, que se limitan generalmente a las especies Serratia liquefaciens y
Serratia marcescens (Gentille et al., 2014; Karkey et al., 2018), esta ultima identificada
durante el desarrollo de la investigacion. En el caso de Serratia proteomacula, al igual
gue S. marscecens, se le considera un patdgeno oportunista y su principal utilidad es el
area de la biotecnoldgica, ya que es util en la produccion de compuestos antitumorales
activos, antimicrobianas, larvicidas y antinematoides de inmunomodulacion para

aplicaciones farmacéuticas (Miao et al., 2013; Mampallil et al., 2017; Lin et al., 2020).

La EPA (2005), estableci6 a E. coli y otras bacterias como indicadores de contaminacion
fecal del agua, de manera que la mayoria de los estudios sobre calidad del agua se
basan en su deteccién para sefalar los niveles de patdgenos, pero por si sola puede
generar informacion engafiosa. Ademas de que esta especie debe su importancia a que

tiene un doble papel; como indicador de contaminacion fecal y como patégeno; se han
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aislado serotipos de esta bacteria como la 0.157 bastante patdgeno que provoca la
llamada diarrea del viajero que con pocas células puede montar una grave infeccién
(Phillips et al., 1988), con predominio en el tracto urinario (cistitis) hasta sepsis
potencialmente mortal (bacteriemia) y meningitis, y su infeccion ocurre en humanos de
todas las edades (Rogers et al., 2011; Rios-Tobon et al., 2017).

El gen tet (M),codifica una proteina que actlla como un trasportador activo, permitiendo
la resistencia a tetraciclina originalmente se ha detectado en bacterias Gram-positivas,
y su combinacion con otros elementos se detectaron por primera vez en E. coli aislada
de una cuenca fluvial natural, lo que sugiere que este gen podria haberse transferido de
otras especies bacterianas a través de la transferencia horizontal de genes (Hu et al.,
2008), y en los rios se han aislado cepas resistentes de E. coli no solo de origen clinico,
sino también ambiental (Romeu et al. 2012; Ramirez-Castillo et al., 2013; Guzman-

Otazol et al., 2019) lo cual agrava la situacion.

Ya se ha demostrado una amplia distribucion de E. coli resistente a los antimicrobianos
en Europa (particularmente el Reino Unido), América del Norte, Canada, Japon y Corea,
y se sugieren tasas altas a en Asia, Oriente Medio y Africa, ademas de en animales de
compaiiia, animales que no son de compafiia y alimentos (Rogers et al., 2011), por lo
gue no es extrafio encontrarlos en cuerpos de agua alterados por actividad
antropogénica (Guzman-Otazol et al., 2019) y la presencia de una cepa multirresistente
en el rio Apatlaco indica claramente el riesgo bioldgico a la salud animal y humana en el

area de estudio.

Las especies Klebsiella grupo 47 y Serratia rubidaea exhibieron resistencia a 15
antibidticos, la especie Klebsiella del grupo 47 se considera una subespecie de K.
pneumoniae, especie mas estudiada y de mayor relevancia clinica. Esta cepa tiene
como habitat habitual drenajes de aguas negras, donde fue aislada en 1989, por lo que
se considera como un indicador fecal muy consistente. Sus colonias son grandes y con
moco; debido a las propiedades bioquimica que tiene este bacilo Gram negativo,

anaerobio facultativo y tiene como defensa un lipopolisacarido capsular, sustancia
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mucoide que no permite su facil fagocitacidn por el sistema y ademas de su significativa
resistencia B-lactamica. Datos del afio 2009 recolectados en el Departamento de
Antioquia (Colombia) por el grupo para el control de resistencia bacteriana de Bogota,
sefialan a este agente como el segundo microorganismo mas aislado en pacientes
hospitalizados, por lo que se le considera microorganismos multirresistentes (Suarez et
al., 2015). Klebsiella del grupo 47 fue la més relevante, ya que se encontré en todos los
cultivos que se analizaron, en ambos sitios de muestreo y durante la duracion de la

presente investigacion.

La especie S. rubidaea, es una enterobacteria cuyo habitat no es bien conocido, sin
embargo, se ha aislado en la naturaleza (frutas, vegetales y cocos, pero no en el agua,
insectos, pequefios mamiferos u otros animales) (Rojo et al., 1996; Gentille et al., 2014),
por lo que su registro en el agua del rio Apatlaco es un dato importante para futuros
aislamientos en el ambiente. Se ha descrito como agente causal de infecciones del
tracto respiratorio, urinario, de Ulceras o heridas, por lo que se le considera como
patdgeno oportunista, generalmente nosocomial, que afecta a pacientes debilitados o
inmunocomprometidos, sometidos a tratamiento antimicrobiano de amplio espectro,
cirugias extensas, instrumentalizacion de la via urinaria u otros procedimientos
invasores. Se han recuperado cepas del esputo, y de fuentes extra-intestinales; como
fuentes respiratorias, sangre, heridas y fuentes similares (Johnsony Ellner, 1974), y rara
vez se aislan de muestras clinicas (Karkey et al., 2018) y no hay datos que sugieran
gue el organismo sea de importancia clinica, pero la importancia clinica no puede
descartarse por completo debido a su aparicion en muestras clinicas (Gentille et al.,
2014). Especulamos que los déficits en el comportamiento higiénico, combinados con
la falta de un control estandar de infecciones en situaciones de emergencia posterior a
desastres naturales han contribuido con brotes de estas especies inusuales de Serratia

spp. como S. rubidaea (Karkey et al., 2018).

Enterobacter cloacae mostro resistencia a 16 antibioticos, solo exhibié susceptibilidad a la
amikacina, y el resto de farmacos evaluados no aplican en su tratamiento. Esta especie

también tiene alta prevalencia en infecciones hospitalarias (Garcia et al., 2005; Hayakawa
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et al., 2014; Gomez-Simmonds et al., 2018; Annavajhala et al., 2019), asi como la misma
capacidad para la transmision horizontal de elementos genéticos méviles de resistencia a
antibiéticos. Ademas de que hay registros de cepas de E. cloacae (cepa B29)
relacionadas con la obesidad y el dafio hepatico (Keskitalo et al., 2018).

Hay trabajos que reportan una relacion estrecha entre Enterobacter cloacae y Klebsiella
pneumoniae (Kanamori et al., 2017), generando brotes epidemiolégicos, intercambiando
elementos moviles productores de resistencia a antimicrobianos. La especie K.
pneumoniae, puede producir B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), que inactivan
a los antimicrobianos B-lactamicos, los mas prescritos en todo el mundo y son el

tratamiento de primera linea para las infecciones causadas por esta bacteria.

La colonizacion intestinal por cepas de Klebsiella, Enterobacter y Serratia (KES) es un
paso crucial en el desarrollo de infecciones nosocomiales. Trabajos sobre resistencia
de Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter aerogenes, Enterobacter
cloacae y Serratia mencionan que la mitad de sus cepas exhiben resistencia a varios
agentes antimicrobianos, incluidos los aminoglucésidos y los antibiéticos b-lactamicos,

y estaban involucrados en infecciones graves (Livrelli et al., 1996).

La especie Citrobacter freundii, fue la que mayor indice de multirresistencia exhibio,
contra 18 antibioticos. Al igual que otras enterobacterias, es considerado un
microorganismo ubicuo, se puede encontrar en el tracto intestinal de humanos, animales
y fuentes ambientales (Anderson et al., 2018; Liu et al., 2018b), de manera tal que puede
infectar animales acuaticos (Al-Hisnawi et al., 2016), reptiles, aves y mamiferos,
manifestando una alta mortalidad debido a es capaz de causar septicemia severa
(derrame pleural), hepatitis, encefalitis (congestion de vasos meningeos) (Liu et al.,
2018a; Ciulli et al., 2020).

A nivel mundial existen estudios que clasifican al 33% de bacterias Gram negativas
recuperadas de infecciones de torrente sanguineo como resistentes a mudltiples

farmacos, entre las principales prevalentes se tiene a Escherichia coli y Klebsiella

39



pneumoniae, ademas de un pequefio grupo de patdégenos oportunistas Gram negativos
entre los que se considera a C. freundii entre estas especies. En el caso de humanos,
C. freundii provoca infecciones en el tracto urinario, diarrea, neumonia, infecciones del
torrente sanguineo y raramente encefalitis y abscesos intracraneales (Anderson et al.,
2018). Cepas de esta especie con alta patogenicidad en los ultimos afios han registrado
un incremento en su resistencia a multiples farmacos a nivel mundial, ya que algunas
cepas albergan B-lactamasas de espectro extendido y resistencia a quinolonas
mediadas por plasmidos (Liu et al., 2018b) y otros antimicrobianos como el florfenicol
(Zhou et al. 2019), y carbapenemasas (Ramsamy et al., 2020). Estos plasmidos de
resistencia son de vital importancia ya que son estructuras genéticas moviles, y que
pueden encontrarse en cepas aisladas de animales, seres humanos y del medio
ambiente (Zhou et al., 2019).

Las perturbaciones antropogénicas generan una presion de seleccion para la aparicion
de microbios patégenos, lo que puede reflejar cambios en los procesos ecoldgicos que
estructuran las comunidades bajo diferentes niveles de estrés (Stanish et al., 2016). Las
plantas de tratamiento de aguas residuales son fuentes puntuales tanto para la
liberacion de genes de resistencia a los antibiéticos como para la descarga de
antibidticos al medio ambiente, lo que conduce a un aumento de genes de resistencia
en los rios receptores, y dichos genes, asi como las bacterias patdgenas facultativas es
muy probable que permanezcan en el lecho del rio receptor debido a la sedimentacion
(Brown et al., 2019). Las aguas residuales tratadas y no tratadas se han vertido en rios
y arroyos, investigaciones han mostrado que altos niveles de contaminacion fecal, asi
como materia organica e inorganica lo suficientemente abundante como para soportar
el crecimiento heterotréfico de microorganismos es un importante mecanismo de

diseminacion de genes de resistencia a los antibioticos (Ramirez-Castillo et al., 2013).

Los plasmidos portadores de genes con resistencia a antibioticos frecuentemente adquieren
también resistencia a metales pesados y a detergentes (Kuczynski, 2016). La presion
selectiva de los metales pesados contribuye al aumento de patdgenos oportunistas

resistentes a antimicrobianos (Wang et al., 2020), ya que se ha demostrado que la
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resistencia a los metales pesados y a los antibi6ticos tiene una fuerte correlacién en la
naturaleza, y su interrelacion es un importante para el estudio de las aguas superficiales
de los rios de México, donde bacterias aisladas del género Enterococcus,
especificamente Enterococcus faecalis han demostrado una correlacion entre el patron
de flujo del rio y la resistencia a metales pesados o metales pesados y antibidticos
(Mondragon et al., 2011), esto ultimo les permite ademés sobrevivir en condiciones de alta
contaminacién que no podrian soportar las cepas originales. Se evidencia como otra
importante causa del incremento de la resistencia a antibidticos el empleo intensivo de
tales sustancias en agricultura y en cria de peces, y dichos patégenos multirresistentes

son llevados por los animales y sus excrementos a los rios (Kuczynski, 2016).

Wolf-Rainer (2011) menciona que las bacterias aisladas de los rios poseen una
resistencia considerable a los antimicrobianos, por la presencia de cepas hipermutantes
(altas frecuencias de mutacion), y también influenciada por la multitud de otras bacterias
no patdgenas y gran variedad de contaminantes. Los patdégenos diarreicos transmitidos
por el agua pueden acumularse en el agua de los rios y causar la contaminacién del
agua potable y de riego (Guzman-Otazol et al., 2019). El aumento de los riesgos para
la salud por especies de peces comestibles y hortalizas podria estar directamente
asociado con el uso del agua del rio Apatlaco. La elevada contaminacion de las aguas
residuales en México por microorganismos coliformes y helmintos genera serios
problemas de salud a la poblacion consumidora de hortalizas regadas con estas aguas,
gue es una practica comun entre los productores del estado de Morelos, México, a pesar
de los reglamentos que la prohiben (Cuenca-Adame et al.,, 2001). Comer verduras
vegetales o cualquier otra hortaliza regada con las aguas contaminadas con materia
fecal del rio Apatlaco, y realizar otras actividades como aseo personal, lavar utensilios
de cocina, etc., podria provocar enfermedades diarreicas, neumonia, entre otras
afecciones serias para la salud. De acuerdo con nuestros resultados, podemos afirmar
gue el rio Apatlaco en presento indicadores importantes de contaminaciéon fecal y

patégenos potenciales durante el periodo de estudio.
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Con base en los datos recolectados de la presente investigacion, se podrian utilizar para
desarrollar modelos ambientales como en otros estudios para predecir la supervivencia
y el transporte de patdégenos a escala de cuencas hidrograficas (Rodriguez-Tapia y
Morales-Novelo, 2017), tomando en consideracion la salud de toda la poblacién, por lo
gque se podrian crear/implementar/evaluar programas epidemiologicos y de salud
publica orientados a reducir el impacto en la salud ambiental de la contaminacién
asociada al rio Apatlaco, reduciendo los niveles de patdgenos en el cuerpo de agua.

Al proporcionar una percepcion mas amplia de la contaminacion por patégenos en los
rios, este trabajo de investigacion intenta desarrollar un referente sobre la
contaminacion por patdégenos de interés en dos secciones del rio Apatlaco, que

corresponden a los municipios de Jojutla y Zacatepec, en el Estado de Morelos.
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5. CONCLUSIONES

Se identificaron un 80% de coliformes fecales y 11 especies con multirresistencia
a antimicrobianos; la especie C. freundii fue la mas multirresistente (a 18
antimicrobianos) y la especie Klebsiella del grupo 47 fue la mas persistente, ya
gue se encontré en ambas zonas de muestreo, durante casi todo el afio, ademas

de presentar resistencia a 15 antimicrobianos.

La zona mas contaminada fue el Puente de Jojutla con el 90% de bacterias

patdgenas presentes, en comparacion con el Puente a Galeana con el 70%.

Se identificaron mas bacterias patdogenas en la época de secas que en la de

lluvias.
Las bacterias patégenas encontradas en el rio Apatlaco constituyen una amenaza

potencial a la salud humana, debido a su multirresistencia a varios

antimicrobianos, asi como sus caracteristicas de patégenos oportunistas.
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MARIA DE LOS ANGELES NUNEZ PUENTE | Fecha:2021-05-24 17:05:37 | Firmante
Pf6aKB4UPg5xI14kW2skVCbGNB6icIXHtaM1005ylU+PCu8RIEqzCtzsjfSThOi5dZvDhoFiws6WKn30esQVVv73Im8cN4KLIMIbkNndbEpZBwx1r3ivS9SLhQKPGW9qngTAfjgGZW
ZuB382aKdllauvOQw3epTa+gQLWvWQOpSOUEZCdUOISWhyZtEOyxugd6mOWql9gu24/wxLECcfAFHgBSINOI92UAeTIIGTYRtDfolgENQI3VMGPTImMaN+P9/DOEZUZL30LhTC
h+wDQ@jOJIXYASNI41NgXuHKBfgAT3ng1lhjcQPDYbvp3ICPsNp626 AXBEfpLdyroK188nrpRALg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/GPh3Go7V5My0qd24Fws9HDghHDOoDrh9
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