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Resumen

El presente estudio es un ensayo epidemioldgico ambiental el cual tuvo como objetivo
aislar e identificar la Listeria monocytogenes de las aguas incorporadas a los embalses.
Se realiz6 en la laguna de Zapotlan con importancia turistica en la region sur del estado
de Jalisco y que abastece de peces a ciudades y poblaciones vecinas del lugar. Se utilizé
la torunda de Moore para el aislamiento de Listeria spp. de las muestras obtenidas de
tres canales con aguas residuales que provenian de dos municipios aledafios al lugar. Se
emplearon dos tiempos de exposicion de las torundas (de 1 h 'y de 24 h). Se tomaron un
total de 60 muestras distribuidas en los meses de septiembre de 1997 a febrero de 1998
y en cada muestra fueron considerados los dos tiempos de exposicion. Se encontrd de
las 60 muestras estudiadas 42 (70 %) positivas a Listeria spp. y 40 (66,6 %) a Listeria
monocytogenes. Esta ultima fue la que con mas frecuencia se encontro con 133 de las
150 cepas aisladas. Es obvio que las especies estan ampliamente distribuidas en la zona
y pueden diseminarse con mucha facilidad en la region y en el pais. Aunque los
resultados no muestran diferencia significativa para los dos tiempos de exposicion,
sugieren que cuando la torunda se expone durante 24 h existe mayor probabilidad de
lograr el aislamiento que cuando se expone 1 h.
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Tradicionalmente, en Latinoamérica las aguas de los embalses lacustres y represas son
utilizadas para regar los sembradios de hortalizas y otros cultivos. Sin embargo, la
calidad sanitaria de estas no deja de representar un riesgo epidemiologico, porque
constantemente son contaminadas con aguas residuales procedentes de las poblaciones
cercanas, que transportan agentes etiologicos de multiples enfermedades infecciosas,
ademas de que las aguas son deficientemente procesadas en las plantas de tratamiento
municipales.1

Por otra parte, para medir los niveles de contaminacion fecal, uno de los indices
utilizados con mayor frecuencia es la concentracion minima aceptable de organismos
coliformes que determina la disminucion del riesgo epidemioldgico.2 No obstante,
ademas del anterior criterio, también resulta significativo considerar la presencia de
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patdgenos especificos, cuyo impacto en el bienestar comunitario y ambiental es de
interés para la salud publica. En esta categoria, el uso de Listeria monocytogenes como
bioindicador sanitario ha sido demostrado eficientemente en empresas de productos
lacteos, asi como en el monitoreo ambiental de su propio entorno.3,4

Asi, el propdsito fundamental de la presente investigacion, fue demostrar que la Listeria
monocytogenes puede utilizarse como bioindicador sanitario para el control ambiental
de las aguas incorporadas a los embalses lacustres.

Métodos

Tipo de estudio

Se realizd un ensayo epidemiologico ambiental que responde a la necesidad de contar
con parametros estrictos de vigilancia en el control de aguas residuales que son vertidas
en mantos acuiferos de importancia, tanto deportiva como de trabajo y la busqueda de
herramientas que nos proporcionen resultados confiables sobre la contaminacion
bioldgica que este tipo de descargas llevan consigo antes de llegar a los embalses.

Universo de trabajo

El escenario ambiental donde se llevo a cabo la presente investigacion es una laguna de
importancia turistica en la region sur del estado de Jalisco, ya que en él se realizan
continuamente pruebas deportivas de alto nivel e importancia internacional como son la
motonautica, canotaje y carreras de lanchas. De igual forma, una gran cantidad de
personas subsisten con la pesca de algunas especies que existen en el lugar, las cuales
son distribuidas en ciudades y poblaciones vecinas.

Bioindicador

El bioindicador representa una especie determinada de un organismo utilizada para
monitorear los efectos de su exposicion ante ciertos estimulos externos representados
por sustancias genotoxicas.

En la primera parte de la investigacion se estudid "in vitro" la capacidad y eficiencia de
la torunda de Moore empleada para el aislamiento.5 Se utilizaron dos cepas de Listeria
monocytogenes: Scott A, serotipo 4b y una cepa nativa, obtenida de brécoli crudo.
Como control, se utiliz6 una cepa de Salmonella typhimurium,6 y se comprob6
plenamente la eficacia y eficiencia del método utilizado. Todas las cepas fueron
inoculadas en agua destilada estéril en concentraciones conocidas de células para
realizar su recuperacion y aislamiento.7,8 El experimento consistio en muestrear agua
por el método de Wells y colaboradores9 y hacer circular sucesivamente la misma
torunda con que se muestred por 8 frascos de agua estéril.

En la segunda parte del trabajo se estudio la capacidad de la torunda "in vivo" para
recuperar y retener células de Listeria monocytogenes, a partir del agua de drenaje que
desemboca por diversos puntos en la laguna Zapotlan.



Modelo experimental

Esta representado por el sistema denominado torunda de Moore consistente en una
porcién de gasa de 60 x 40 cm, doblada 10 veces sobre si misma hasta conformar una
faja de aproximadamente 7 x 8 cm que se envolvid en papel dextrasa y con hilo se
sujetd en forma de cruz y se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 15 min. El
presente modelo fue utilizado para el aislamiento de Listeria monocytogenes en las
muestras obtenidas de tres canales con aguas residuales que provenian de dos
municipios aledafios al lugar.

Para el aislamiento se utilizaron dos tiempos de exposicién de la torunda de 1y 24
horas.

La variable de respuesta fue la presencia o ausencia de células de Listeria
monocytogenes por 500 mL de agua destilada esteril.

Los factores analizados estadisticamente fueron:
e Microorganismos

a) Listeria monocytogenes Scott A. y brécoli

b) Salmonella typhimurium
e Concentracién de células 1, 10y 100

El andlisis de la eficiencia de la técnica de Moore para recuperar y retener células de L.
monocytogenes a partir de agua destilada contaminada, fue realizado mediante
combinaciones de los diferentes niveles de los microorganismos e indculos de un disefio
factorial 3 x 3 con cuatro réplicas por cada tratamiento. El estudio consistié en 9
unidades experimentales por cada repeticion ensayada que fueron corridas en orden
aleatorio.

Los resultados "in vivo" fueron presencia o ausencia de serotipos de Listeria spp. en el
agua de los diferentes afluentes municipales de la laguna Zapotlan, considerando los
aspectos: horas de exposicion (1y 24 h) y municipio de donde provenia el agua.

Tamaro de la muestra

Se tomaron un total de 60 muestras distribuidas en los meses de septiembre de 1997 a
febrero de 1998. En cada muestra fueron considerados 2 tiempos de exposicion de 1y
24 h. Las zonas de muestreo fueron tres canales (A, B y C) provenientes de los
municipios de Gémez Farias y Cd. Guzman, Jalisco.

Canal A. Agua de la planta de tratamiento ubicada en la calle Manuel Doblado s/n de
Cd. Guzman, Jalisco.



Canal B. Agua de la planta localizada en la colonia "El Tridngulo™ en Cd. Guzman,
Jalisco.

Canal C. Aguas residuales que provienen de la poblacion de Gémez Farias, Jalisco,
cuyo arribo a la laguna es por el lado Norte.

Procedimiento

La torunda se sujeto6 con hilo y fue sumergida en la corriente de agua de cada canal, a
una distancia no mayor de 200 m de la laguna Zapotlan.

Las torundas, después de transcurrido cada tiempo de exposicidn, se colocaron en
frascos con 100 mL de caldo enriquecimiento UVM para su traslado al laboratorio
donde fue realizado el aislamiento para Listeria spp. mediante la técnica recomendada
por la FDA (Food and Drug Administration) segun revision de 1992,

Resultados

En el trabajo realizado "in vitro" la cepa brécoli en funcién de la cantidad de células del
organismo patdgeno inoculado en agua destilada, se recuperd en concentraciones que
oscilaron entre 0,19 y 590 ufc/mL de agua. En tanto, la cepa aislada de especimenes
clinicos fue detectada en cantidades desde 0,5 hasta 560 ufc/500 mL de agua con una
sensibilidad de 0,001 a 1,12 cel/mL de agua.

Las concentraciones minima y maxima, recuperadas de células de la cepa de Salmonella
typhimurium utilizada como control fueron de 0,6 y 660 ufc/500 mL. Esto significa que
mediante el muestreo con la torunda de Moore se tiene capacidad para detectar nimeros
bajos de células en el agua destilada estéril, aunque posiblemente la flora asociada
podria interferir en su aislamiento cuando la Listeria se encuentre presente en otros
ambientes, por ejemplo aguas residuales.

Otro aspecto importante en la evaluacion de la aplicabilidad de la torunda de Moore
para recupear Listeria monocytogenes en agua fue su capacidad para una vez que ha
capturado las células del elemento patdgeno, retenerlas aun después del flujo de grandes
volumenes de agua a través de ella. Mediante este procedimiento se pudo recuperar las
cepas del organismo patdgeno en las torundas sin enjuagar y después de 8 enjuagues.
Los limites inferiores de deteccion de células de las cepas brocoli y Scott A después de
los lavados fueron de 3 y 2 ufc/500 mL respectivamente. En esta etapa, la sensibilidad
en la deteccion fue de 0,7 a 0,64 ufc/mL segun las cepas de Listeria estudiadas.

Las células de Salmonella typhimurium empleadas también como control se recuperaron
sin dificultad aun después de los 8 enjuagues. Y no se encontro evidencia de que la
técnica de Moore utilizada en combinacion con el procedimiento de Wells para la
deteccion de Listeria monocytogenes en agua destilada, presente una recuperacion
diferente con respecto a Salmonella. En consecuencia, es posible asumir que la técnica
de muestreo de la torunda, muestra igual eficiencia en la recuperacion de ambos
microorganismos, cuando estos se encuentran suspendidos en agua destilada estéril.



Respecto a la frecuencia de Listeria spp. en los tres afluentes municipales de la laguna
Zapotlan se encontro lo siguiente: de 60 muestras estudiadas, 42 (70 %) fueron positivas
a Listeria spp. y en 40 (66,6 %) fue posible recuperar Listeria monocytogenes.

Se observé que L. monocytogenes fue la que con més frecuencia se encontro (133 de las
150 cepas aisladas) L. seeligeri se aislo en 8 ocasiones y L. innocua en 7, mientras que
L. grayi solo se logro aislar 2 veces. Es obvio, que las especies en general estan
ampliamente distribuidas en la zona, lo que muestra la facilidad con que el organismo
patdgeno se puede distribuir en la region y en el pais como consecuencia.

Cuando se realiz6 una comparacion para saber qué influencia tenia el tiempo de
exposicion de la torunda en la recuperacién del microorganismo se observé que el
aislamiento logrado con ambos tiempos fue de 31,6 %, tanto para Listeria en general
como para L. monocytogenes en particular; asimismo se observo el 5 % maés de
recuperacion cuando se considerd el tiempo de 24 h de exposicion en comparacion con
el de solo 1 h.

Discusién

Aunque los resultados no muestran diferencia significativa (p < 0,05) para los dos
tiempos de exposicion, se puede suponer que cuando la torunda se expone durante 24 h
existe mayor probabilidad de lograr el aislamiento que si sélo se expone por 1h; esto
tanto para Listeria spp. como para L. monocytogenes; sin perder de vista que el sitio de
aislamiento es un medio altamente contaminado y ademas origen del organismo
patdgeno en estudio, lo que pudo haber influido en el resultado tan similar de los dos
tiempos de exposicion.

Las caracteristicas fisioldgicas de resistencia tan especiales que tiene este organismo
patdgeno lo pueden convertir en elemento de alta eficacia en el monitoreo del buen
funcionamiento de las plantas de tratamiento de aguas negras o incluso para probar la
eficiencia de métodos fisicos y quimicos usados para reducir el nivel de otros
organismos patégenos.

Summary

The present study is an epidemiologic environmental trial aimed at isolating and
identifying Listeria monocytogenes from dammed up waters. It was conducted at the
lagoon of Zapotlan, which is an important tourist resort in the southern region of the
state of Jalisco. It also provides neighboring cities and populations with fish. Moore's
pledget was used to isolate Listeria spp. from the samples obtained in 3 canals with
sewage coming from 2 nearby municipalities. Pledgets had 2 exposure times (1 h and 24
h). A total of 60 samples were taken from September 1997, to February 1998. The 2
exposure times were considered in each sample. Of the 60 studied samples, 42 (70 %)
were positive for Listeria ssp. and 40 (66.6 %) for Listeria monocytogenes. The latter
was the most frequently found with 133 of the 150 isolated strains. It is obvious that the
species are widely distributed in the zone and may disseminate themselves very easily
in the region and in the country. Though the results do not show significant differences
for the 2 exposure times, they suggest that when the pledget is exposed for 24 hours
there is a higher probability of attaining isolation than when it is exposed during 1 hour.
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