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RESUMEN

Se determinaron los principales indicadores microbioldgicos de la calidad del agua para consumo humano
por medio del Numero Mas Probable y se realizo el aislamiento e identificacion por via morfologica y
molecular de los microorganismos aislados de la biopelicula existente en el punto de captacion del
acuifero de la comunidad El Cacao, municipio Mozonte, Nueva Segovia. Muestreando en 3 puntos:
captacion, almacenamiento y llave de chorro, y realizando analisis del nimero méas probable (NMP),
aislamientos, purificacion y pruebas morfologicas en los laboratorios del Programa de Investigacion
Estudios Nacionales y Servicios Ambientales (PIENSA) de la Universidad Nacional de Ingenieria. La
secuenciacion microbiana se encargd a Biologia Molecular de la Universidad Centroamericana. Los
resultados indican contaminacion por coliformes totales, fecales y E.coli, que deberian estar ausentes
segun la norma del Comité de Instituciones de Agua Potable y Saneamiento de Centroamérica, Panama y
Republica Dominicana (CAPRE). De la biopelicula se aislo e identificé bacterias como: Alcaligenes sp,
Paenalcaligenes sp, Alcaligenes faecalis, Paenalcaligenes suwonensis, Proteus mirabilis, Serratia
nematodiphilia y Stenotrophomona maltophilia, y hongos filamentosos como Apergillus terreus y tres
aislados identificados como aspergillus sp. Estos microorganismos se han reportado como responsables de
diversas enfermedades transmitidas por el agua.

Palabras claves: Alcaligenes, Serratia, Aspergillus; Microbiologia de aguas; Enfermedades transmitidas
por agua.

ABSTRACT

The principal microbiological indicators of the water quality for human consumption were determined by
means of the most probable number (NMP) and the isolation joined identification by morphologic and
molecular route of the microorganisms isolated from existing biofilm in the point of capture of the aquifer
of the community El Cacao, city council Mozonte, Nueva Segovia. Sampling in 3 points: capture, storage
and key of jet, and realizing analysis of the NMP, isolations, purification and morphologic tests in the



L.A Paramo-Aguilera, T.S Garmendia y J. Villalta-Dominguez

laboratories of the National Program of Investigation Studies and Environmental Services (PIENSA) from
National University of Engineering. The microbial sequences were in charge to Molecular Biology of the
Central American University. The results indicate pollution by total coliforms, fecal and E.coli, which
should be absent according to the norm of The Regional Committee of Institutions of Drinkable Water and
sanitation of Central America, Panama and Dominican Republic (CAPRE). Bacterial were isolated from
biofilm and identified as: Alcaligenes sp, Paenalcaligenes sp, Alcaligenes faecalis, Paenalcaligenes
suwonensis, Proteus mirabilis, Serratia nematodiphilia and Stenotrophomona maltophilia. Filamentous
fungi like Apergillus terreus and three isolated identified as aspergillus sp. These microorganisms have
been reported in charge of diverse diseases transmitted by the water.

Keywords: Alcaligenes, Serratia; Aspergillus; Water microbiology; Diseases transmitted by water.
1. INTRODUCCION

Mozonte cuenta con una red amplia de abastecimiento de agua potable, por medio de mini acueductos
rurales que se encuentran ubicados en once comunidades de este municipio. Algunas comunidades:
Quisuli Abajo, Los Arados y El Cacao no cuentan con una red de distribucion de agua potable. El Cacao
se abastece de agua de pozos, quebradas (en invierno) y de un ojo de agua, a través de un sistema
instalado que inicia con una pila de captacion ubicada en un ojo de agua, su conduccion a un tanque de
almacenamiento ubicado unos 250 m aguas abajo de la captacion y finalmente una llave de chorro, la cual
es el punto de recoleccion del agua por parte de la poblacion, pero este sistema no cuenta con ningin tipo
de tratamiento para potabilizar el agua. La falta de agua apta para el consumo es una fuente directa de
enfermedades, por lo que para proteger la salud no basta con tener agua, sino que es imprescindible la
aplicacion de un tratamiento de potabilizacion. La capacidad del agua para trasmitir enfermedades
depende de su calidad microbiolédgica y fisicoquimica. Las enfermedades pueden ser causadas por virus,
bacterias, hongos e impurezas (Castro, et al., 2014).

La calidad del agua se define por la caracterizacidon de la composicion fisica, quimica y microbiologica de

una muestra de agua, con algunas directrices de la calidad del agua o estandares de tal manera que retina
ciertos criterios sanitarios de aceptabilidad para sus diferentes usos para asegurar la salud publica sin
causar ningun dafio, y que contenga la proporcion adecuada de elementos y sales minerales, pero sin
poseer sustancias que pongan en peligro la salud humana en la fisiologia normal del organismo (Guzman,
et al., 2015). Segin la OMS (2006), la mayor parte de las enfermedades prevalentes en los paises en
desarrollo, donde el abastecimiento de agua y el saneamiento son deficientes, son causadas por bacterias,
hongos, virus y helmintos. La calidad del agua de consumo humano tiene una fuerte incidencia en la salud
de las personas, como consecuencia de que sirve como vehiculo de muchos microorganismos de origenes
gastrointestinales y patogenos al hombre. Como indicadores de la calidad microbiologica del agua
encontramos que los microorganismos Coliformes constituyen un grupo heterogéneo con habitat
primordialmente intestinal para la mayoria de las especies que involucra. El grupo Coliformes es
constante, abundante y casi exclusivo de la materia fecal, sin embargo, las caracteristicas de sobrevivencia
y la capacidad para multiplicarse fuera del intestino también se observan en aguas potables, por lo que el
grupo Coliformes se utiliza como indicador de contaminacion fecal en agua; conforme mayor sea el
numero de Coliformes en agua, mayor serd la probabilidad de estar frente a una contaminacidn reciente
(Mejia, C.M.R. 2005). Por otra parte, la presencia de E. coli en muestras de agua indica la existencia de
fallas en la eficacia del tratamiento de aguas e integridad en el sistema de distribucion y por tanto es una
evidencia de contaminacién de diferentes origenes. Guzman, et al (2015), destaca que la presencia de
Coliformes tanto totales como fecales (£. coli), pueden estar presentes en una fuente de agua durante
varias semanas hasta llegar a multiplicarse.

Para la identificacion de microorganismos aislados, se parte de considera que la morfologia bioldgica es la
disciplina encargada del estudio de la estructura de un organismo y es fundamental en la identificacion
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preliminar y la diferenciacion de los microorganismos. La morfologia de las bacterias esta definida por el
tamafo, la forma y la estructura (Tortora, et al., 2010). Segin Tortora et al (2010), los hongos son
organismos eucaridticos que se caracterizan por presentar una membrana nuclear, ademas de encontrarse
en la naturaleza de manera pluricelular (hongos filamentosos o0 mohos) o de forma unicelular (levaduras).
Este hecho favorece que su material genético se encuentre separado de los demdas organelos y pueda
realizar divisiones de su nucleo necesarias para la esporulacion, que es la principal forma de reproduccion
de este organismo. Los hongos poseen una estructura de paredes rigidas que rodean el citoplasma, en
donde las paredes celulares estan compuestas de quitina, sustancia que también se encuentra en el
caparazén de cangrejos y langostas. La mayoria de los hongos son aerobios. Entre sus caracteristicas
figuran: formas filamentosas e irregulares, elevaciones umbilicadas (prominencia en el centro de la
colonia) y algodonosas, bordes filamentosos, colores fuertes y muy variados.

Los métodos moleculares surgieron como procedimientos complementarios y alternativos para solventar
los problemas inherentes presentados por los métodos de identificacion microbiana basados en su
morfologia. La filogenia es el estudio de las relaciones evolutivas entre diferentes grupos de organismos, a
partir de la distribucién de los caracteres primitivos y derivados en cada taxén utilizando matrices de
informacion de moléculas de ADN y de morfologia. Con esta informacion se establecen los arboles
filogenéticos que muestran las relaciones evolutivas entre varias especies u otras entidades que se cree que
tienen una ascendencia comun, una vez que se resuelve el arbol filogenético del organismo en cuestion y
se conocen sus ramas evolutivas, la taxonomia se encarga de estudiar las relaciones de parentesco
(Tortora, et al., 2010). Elementos de la morfologia microbiana combinados con la aplicacion de los
métodos moleculares, hoy en dia representan una forma rdpida y eficaz para la identificacion de los
microorganismos y que fueron aplicados en el desarrollo de este trabajo.

Estudios previos sefialan que las aguas del acuifero del Cacao, poseen varios contaminantes quimicos y
han propuesto modificaciones para paliar la dificil situacion, sin embargo no se conoce de un estudio
microbiologico a profundidad que correlacione estado del agua y la presencia de enfermedades que
actualmente les azotan analizando el problema de una manera integral. Esta investigacion tuvo como
objetivo primordial la caracterizacién microbioldgica, incluyendo la especiacién de microorganismos
presentes en el agua de consumo de la comunidad El Cacao, con el proposito de determinar si existe o no
una correlacion entre las enfermedades observadas en los pobladores de la comunidad y los
microorganismos presentes en el agua de consumo.

2. METODOLOGIA
2.1 Ubicacion del sitio de muestreo
El sitio de muestreo esta situado en la comunidad El Cacao, municipio de Mozonte del departamento de

Nueva Segovia, ubicado a 234 km de la ciudad capital Managua. Las muestras para analisis se tomaron en
tres puntos de muestreo descritos en la Tabla 1 y Figura 1.

Figura 1. Se muestran los diferentes puntos monitoreados en la comunidad El Cacao.1.Pila de captacion, 2. Tanque
de almacenamiento, 3.Llave de chorro.
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Tabla 1. Se relacionan los puntos de muestreo seleccionados para el desarrollo de este trabajo.

Puntos de muestreo Ubicacién
Punto 1 Pila de captacion ubicada en el ojo de agua
Tanque de almacenamiento ubicado aguas abajo del
Punto 2 o .
sitio de captacion
Llave de chorro ubicada en el punto de recoleccion
Punto 3

del agua por parte de la poblacion

2.2 Toma de muestras

Las muestras de agua fueron recolectadas en bolsas estériles de polietileno Whirl-Pak de 300 mL
utilizando un par de guantes estériles para cada muestra, posteriormente se rotularon las bolsas indicando
el sitio de recoleccion de la muestra, fecha, hora y nombre del muestreador. Luego las muestras fueron
trasladadas al laboratorio manteniendo la temperatura de las mismas por debajo de los 10°C durante el
transporte hasta el laboratorio del PIENSA-UNI en donde fueron procesadas inmediatamente para el caso
de la deteccion de los microorganismos indicadores de la calidad del agua por el método del NMP
(Numero mas probable) y las muestras para aislamiento fueron refrigeradas para su procesamiento al dia
siguiente.

2.3 Determinacion de la calidad microbiologica del agua.

Para conocer la calidad microbioldgica del agua, se realizé primeramente un analisis a través del método
del Numero mas Probable (NMP), el cual es un método probabilistico de la cantidad de Coliformes
totales, Coliformes fecales y Escherichia coli que estdn contenidas en un volumen determinado de una
muestra de agua. Este método consta de dos fases, la fase presuntiva y la fase confirmativa (Tortora et al.,
2010). Este analisis se realizé en el Laboratorio de Microbiologia del Programa de Investigacion Estudios
Nacionales y Servicios Ambientales de la Universidad Nacional de Ingenieria (PIENSA-UNI).

Para la prueba presuntiva se hizo diluciones en serie de la muestra de agua. Inicialmente se prepard una
dilucion primaria, para ello se transfirié 1 mL de la muestra a un tubo con 9 mL de agua peptonada de
dilucion, luego se repitid en serie el procedimiento de dilucion hasta alcanzar la diluciéon 107
Posteriormente se tom6 1 mL de cada dilucién y se agregd a tubos de ensayo que contenian 10 mL de
caldo lauril triptosa y un tubo Durham invertido dentro de estos, el cual es un tubo de fermentacion que
permite recoger el gas que se produce. Finalmente se agitaron los tubos para homogeneizar la muestra y se
introdujeron en una incubadora (Marca MEMMERT, procedencia Alemania) a una temperatura de 35°C
observandolas después de 48 horas, donde se percibio la formacion de gas y turbidez en los tubos de
ensayo.

En la fase confirmativa para la busqueda de Coliformes totales, se transfirio 2 a 3 asadas de cada tubo
positivo obtenido durante la prueba presuntiva, a tubos que contenian 10 mL de caldo de bilis verde
brillante con el tubo Durham invertido, luego se agitaron para su homogenizacion y se incubaron durante
48 horas. Posteriormente se observaron para verificar como positivos aquellos tubos en donde se
evidencio gas y turbidez. El mismo procedimiento se realizo para la busqueda de Coliformes fecales con
la diferencia de que se utilizd6 caldo EC (Medio de cultivo selectivo para determinar la presencia de
organismos Coliformes y Escherichia coli), luego se colocaron en el equipo Bafio Maria (Marca
MEMMERT, modelo W350T, procedencia Alemania) a una temperatura de 45°C por un periodo de 48
horas hasta observarse la formacion de gas y turbidez. Finalmente, la busqueda de Escherichia coli se
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realiz6 siguiendo el mismo procedimiento, pero esta vez se utilizé caldo EC+MUG (Medio de cultivo para
la identificacion selectiva de Escherichia coli por fluorescencia) ubicando los tubos en bafio Maria a una
temperatura de 45°C por un lapso de tiempo de 48 horas hasta que se observo la formacion de gas y
turbidez. Finalmente se utiliz6 un reflector para verificar fluorescencia porque esto indica la presencia de
Escherichia coli en el agua. De acuerdo a los tubos positivos de la prueba confirmativa se consulto la tabla
para NMP para conocer el nimero mas probable de microorganismos presentes en las muestras de agua
(Guzmén, et al., 2015).

2.4 Aislamiento e identificacién microbiana

Se aplicé el método de aislamiento e identificacion microbiana y tincién Gram, segin lo descrito por
Rodriguez et al., (2016), basada en la morfologia de los microorganismos (bacterias) e identificacion
morfologica (esporas, color en placas Petri, formas de las esporas) para hongos filamentosos (mohos).
Ademas, se incluyd el método molecular de identificacion microbiana (Rodicio y Mendoza, 2004) para
conocer el género y la especie de los microorganismos presentes en el agua. A continuacion se describe la
metodologia usada para el método de aislamiento e identificacion microbiana con tinciéon Gram y el
método de identificacién molecular.

Inicialmente se hicieron dos tipos de medios de cultivos preparados en placas Petri, los cuales fueron: LB
(Luria Bertani) para el crecimiento de bacterias y PDA (Potato Dextrosa Agar) para el crecimiento de
hongos respectivamente. Luego de la preparacion de los medios de cultivos, se tomé 0.1 mL de la muestra
de agua y se inoculd en cada medio correspondiente, posteriormente se esparcié la muestra por toda la
placa Petri con la ayuda de un bastoncillo de vidrio previamente esterilizado, finalmente se introdujeron
en una incubadora a 35°C por un lapso de tiempo de 24 a 48 horas aproximadamente. Una vez que se
evidencio el crecimiento de microorganismos, las placas fueron retiradas de la incubadora para dar inicio
al proceso de aislamiento y purificacion de las colonias que se diferenciaban al observarlas al contador de
colonia con lupa.

2.5 Purificacion de microorganismos

Una vez concluida la etapa anterior donde se obtuvieron cultivos mixtos tanto de bacterias como de
hongos, se procedi6 al aislamiento de cada microorganismo hasta determinar que se contaba con cultivos
puros, para el caso de las bacterias se utilizé la técnica del estriado de placas (Tortora et al., 2010),
mientras que para los hongos filamentosos se realizo un repique de partes (Hifas) de los hongos crecidos y
se sembraron en nueva placas Petri conteniendo medio de cultivo PDA por medio de un asa esterilizada.
Luego de haber realizado ambos procedimientos, los microorganismos se incubaron a 35°C por un
periodo de 24 a 48 horas, diariamente se revisaban las placas para determinar el momento en que serian
retiradas de la incubadora en funcién del crecimiento del microorganismo. Finalmente, las bacterias se
separaron en 9 grupos por observacion visual y se les realizé tincion Gram (Rodriguez et al., 2016),
después se observaron por medio de un microscopio optico binocular con camara (Marca: OMAX, modelo
MD82ES10, procedencia Suiza) en el Laboratorio de Biotecnologia de la UNAN-Managua, para
identificar las bacterias con base en su morfologia como Gram positivas o Gram negativas. Los hongos se
observaron al microscopio de luz con un objetivo de 100x (Marca: OLYMPUS CH-2, modelo CHT,
procedencia Japdn) para conocer la forma y color de las esporas, también se observo visualmente la
coloracion al frente y reverso de las placas y con esto se determinaron 4 hongos como aislados puros.

2.6 Analisis de las secuencias e identificacion molecular

Una vez aislados y purificados los microorganismos se procedié a identificarlos por secuenciacion
haciendo uso del ARN ribosomal 16 S para el caso de bacterias e ITS 1 para hongos filamentosos. La
secuenciacion fue solicitada en calidad de servicio al Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad
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Centroamericana (UCA). Con ayuda del programa BioEdit Sequence Alignment Editor version 7.0, se
realizé un analisis de las secuencias a cada electroferograma de cada secuencia cruda, editando cualquier
error en las bases nitrogenadas (A, T, G y C) a lo largo de toda la secuencia. Posteriormente cada
secuencia nucleotidica obtenida, fueron blasteadas por medio del GenBank del NCBI y alineadas
nuevamente haciendo uso del programa Clustal W, para finalmente elaborar el arbol filogenético con el
programa MEGA version 7.0. El andlisis de los arboles filogenéticos obtenidos permitié la identificacion
final de cada microorganismo, contrastando esta informacion molecular con la informaciéon morfologica
previamente obtenida.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Analisis del punto de captacion

Durante el desarrollo de este trabajo se pudo observar que en la pila de captacion se forma una biopelicula
(figuras 2 A-C). Segtin Rodriguez et al (2016), una biopelicula es un ecosistema compuesto por uno o
varios microorganismos que se adhieren a una superficie gracias a la excrecién de una matriz de polimeros
extracelulares. Cuando una biopelicula se deja crecer durante un periodo prolongado de tiempo puede ser
lo suficientemente gruesa como para apreciarse a simple vista, ya que algunos microorganismos producen
pigmentos que pueden ayudar a la deteccion visual de la biopelicula por el color que se percibe.

Figura 2. Se muestran diferentes angulos donde se puede observar la biopelicula que se forma en la pila de captacion
(punto 1).

La biopelicula en la pila de captacidon se encuentra dispersa en el agua en forma de una masa amarillenta
provocando que el agua permanezca turbia, por tanto, los valores de turbidez particularmente en ese punto
resultan alterados. Esta biopelicula se forma en la pila de captacidon con una rapidez de 8 horas posteriores
a la limpieza manual de la misma y mas tarde con el tiempo se puede comprobar que coloniza toda la
tuberia que conduce el agua hasta el tanque de almacenamiento (Figura 1, punto 2), observandose su
formacion en el mismo tanque y por ende viaja en forma plantonica hasta los hogares una vez que el agua
es recogida en la llave de chorro (figura 1, punto 3).

3.2 Calidad microbiologica del agua analizada

La tabla 2 muestra los resultados microbiologicos (obtenidos mediante el NMP) de las muestras de agua
tomadas en los diferentes puntos muestreados, y se puede comprobar la presencia de coliformes totales,
fecales y de E.coli, ademas esta contaminacion se incrementa con el traslado del agua de un lugar a otro,
desde el punto de captacion (Figural, punto 1) hasta el punto de abastecimiento de la comunidad (Figural,
punto 3).
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Tabla 2. Resumen de los analisis microbioldgicos obtenidos por el método del Niimero mas Probable (NMP),
aplicado al agua de consumo de la comunidad El Cacao y comparacion con los criterios establecidos en las Normas
CAPRE.

PARAMETROS MICROBIOLOGICOS

Pila de Tanque de Llave de chorro Valor
. . ., almacenamiento recomendado
Parametro Unidad captacion Punto ) (Punto 3) por la Norma
unto
(Punto 1) CAPRE
Muestreo
1° 2° 3° 1° 2° 3¢ e 2° 3°

Coliforme total NPM/100mL 70 79 32 33 130 540 49 1600 5400 Negativo

Coliforme fecal NPM/100mL 13 2.0 Neg 14 49 33 17 33 68 Negativo

E. Coli NPM/100mL  Neg 2.0 Neg 9.3 33 6.8 13 23 4.0 Negativo

El grupo Coliforme es un buen indicador microbiano de la calidad del agua potable, debido
principalmente a que son faciles de detectar y enumerar en el agua. El grupo de los Coliformes totales
incluye microorganismos que pueden sobrevivir y proliferar en el agua; por consiguiente, no son utiles
como indice de agentes patogenos fecales, pero pueden utilizarse como indicador de la eficacia de
tratamientos y para evaluar la limpieza e integridad de sistemas de abastecimiento y la posible presencia
de biopeliculas (Rompré et al, 2002). Los Coliformes fecales comprenden un grupo muy reducido de
microorganismos los cuales son indicadores de calidad, ya que son de origen fecal. En su mayoria estan
representados por el microorganismo FE.coli, esta bacteria se encuentra normalmente en el tracto
gastrointestinal de los seres humanos y animales de sangre caliente. Debido a su elevada presencia en el
tracto gastrointestinal y en las heces, la E. coli se utiliza como el indicador principal de contaminacion
fecal en la evaluacion de la inocuidad del agua (OMS, 2006).

Segun los resultados del método del Numero mas probable descritos en la tabla 2, se puede evidenciar la
presencia de Coliformes totales, fecales y Escherichia coli en las muestras de agua de la comunidad El
Cacao en todos los puntos analizados. Segun las normas CAPRE (1994) toda fuente de abastecimiento de
agua para consumo humano debe estar libre de la presencia de estas bacterias. El analisis de la tabla 2 para
la pila de captacion podria estar indicando una contaminacion de naturaleza fecal reciente aunque de baja
cantidad (Presencia de Coliformes fecales y FE.coli) y la presencia permanente de otras bacterias
indicadoras de contaminacion no muy reciente y que forman parte de los Coliformes totales (Algunos de
los cuales podrian estar representados por los microorganismos que fueron identificados por medio de
secuenciacion). El mismo analisis realizado en el tanque de almacenamiento y la llave de chorro muestran
un incremento en los indices de contaminacién, lo cual podria estar indicando que el agua se estad
contaminando atn mas durante su recorrido por la tuberia hasta el tanque de almacenamiento y de este a la
llave de chorro. Esto esta en correspondencia con lo que antes fue planteado para la difusion de la
biopelicula y con el andlisis del entorno observado en el lugar (presencia de animales y fecalismo al aire
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libre). Las bacterias Coliformes fecales y E.coli son indicadoras por excelencia de contaminacion fecal del
agua por heces de origen humano. Al analizar la causa de estos resultados, existe la posibilidad que esté
relacionada a la defecacion al aire libre debido a que un porcentaje de familias carecen de letrina. Estas
bacterias al abandonar el cuerpo por medio de las heces e ir al suelo al tener contacto con el agua de lluvia
se disuelven y se infiltran hasta llegar al agua del acuifero. Por otra parte, las bacterias Coliformes totales,
Coliformes fecales y E.coli son miembros de la familia de las enterobacterias, un grupo de agentes
patogenos que causan comunmente enfermedades gastrointestinales tales como: vomitos, dolor abdominal
y diarrea moderada a intensa, ademds pueden provocar infecciones del tracto urinario, meningitis
neonatal, dolores de cabeza, fiebre y dafios hepaticos (OMS, 2006). Los pobladores de la comunidad El
Cacao afirman que en los tltimos afios han estado padeciendo de enfermedades entéricas, probablemente
debidas al consumo del agua del acuifero con presencia de Coliformes totales, fecales y E.coli. Para
eliminar estas bacterias del agua es necesario un proceso de tratamiento.

3.3 Aislamiento e identificacion microbiana por via morfolégica y molecular

Los trabajos de identificacién realizados a nivel morfoldgico tanto en bacterias como en hongos
filamentosos perseguian el objetivo de tener una idea rapida tnicamente del tipo de bacteria a nivel de
tincion Gram y al mismo tiempo identificar la forma y color de la colonia creciendo en placa Petri con
medio de cultivo Luria Bertani (LB). La diferente reaccion de las bacterias a la coloracion de Gram se
relaciona con diferencias fundamentales de la envoltura celular de estas dos clases de células, las bacterias
Gram positivas se tifien de morado ya que el color del cristal violeta se queda atrapado en la capa gruesa
de peptidoglicanos que rodea a la célula, mientras que las bacterias Gram negativas tienen una capa de
peptidoglicanos mucho més delgada, es por ello que no retienen el cristal violeta y por esto las células se
tifien con safranina y se observan rosadas, Figura 3. Igual que se describi6 para bacterias anteriormente, en
el caso de los hongos filamentosos el objetivo principal era determinar la forma de sus conidias, el color
de las mismas, su forma de crecimiento y su color creciendo en placas Petri con medio Potato Dextrose
Agar (PDA). En todos los casos se observaron esporas esféricas y los colores que predominaron fueron el
blanco y el café (Figura 4 y Tabla 3); los resultados de la observacion de las esporas al microscopio de luz
con un objetivo de 100x (Marca: OLYMPUS CH-2, modelo CHT, procedencia Japdn) permitieron
distinguir una primera aproximacion al género Aspergillus.

3.4 Identificacion morfologica de bacterias y hongos

La aplicacion de la metodologia antes descrita permitié la obtencidn de 9 aislados puros de bacterias que
fueron sometidos a tincion Gram (Figura 3).

. )
= MCCB7 | o

MCCBB.

Figura 3. Placas de los aislados puros de bacterias clasificadas como Gram negativas de acuerdo a la reaccion a la
tincion Gram, en las cuales se puede observar que después de la tincion se tifieron de color rosado.
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De acuerdo a la reaccion a la tincion Gram (Figura 3) las bacterias aisladas fueron clasificadas como Gram
negativas, particularmente tenian forma de cocos y bacilos. Esta clasificacion coincide con los resultados
de las pruebas moleculares, ya que segun la informacion reportada en la literatura (Moon et al., 2014)
todas las bacterias identificadas por medio de estas también son Gram negativas. Para el caso de los
hongos filamentosos (Figura 4), se obtuvieron 4 aislados diferentes (Arias-Cifuentes y Pifieros-Espinosa,
2008).Cabe mencionar que previo a la identificacion por medio de secuenciacion, por via morfologica se
llegd a conocer que la cepa MCCI correspondia a Aspergillus niger, de acuerdo a sus caracteristicas
morfologicas tales como el color negro particular de sus colonias; el reverso beige en placa Petri; colonia
densa, granular a flocosa (Abarca, 2000). Los tres aislados restantes fueron identificados a nivel de género
como Aspergillus sp basado en sus caracteristicas morfoldgicas (Tabla 3), posteriormente estos se
sometieron a secuenciacion para conocer la especie de cada aislado y comparar con la identificacion
realizada a nivel de género basado en la morfologia de los hongos.

Figura 4. Forma y color de las esporas de los hongos filamentosos aislados de la fuente de agua del Cacao.

Tabla 3: Caracteristicas morfologicas de los hongos identificados en las muestras de agua de la comunidad El Cacao.

CARACTERISTICA
AISLADO Forma de las Color de las Color al frente de  Color al reverso de la
esporas esporas la placa PDA placa PDA

MCCI Esférica Café oscuro Negro Beige

MCCII Esférica Blanco Café Amarillo claro
MCCIII Esférica Café Verde Gris

MCCIV Esférica Blanco Amarillo con centro  Amarillo intenso

verde

3.5 Analisis de secuencias e identificacion molecular

La identificacion de microorganismos basada en la secuenciacidon es un método rapido, util y preciso para
la identificacion segura de microorganismos. En la actualidad este método tiene un auge muy importante
debido a que es especifico y puede detectar solo la molécula o microorganismo de interés, ademas es un
método rapido pues puede identificar un microorganismo en un menor tiempo (Ayala et al., 2004).
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Identidad molecular de bacterias: El arbol filogenético de los aislados de bacterias (Figura 5), muestra los
diferentes géneros y especies de bacterias aisladas e identificadas en las muestras de agua de la comunidad
El Cacao. En el caso de los aislados MCCB5, MCCB6 y MCCB?7 solamente se identificaron a nivel de
género predominando: Alcaligenes sp y Paenalcaligenes sp; con respecto a los otros aislados se pueden
diferenciar especies como: Proteus mirabilis, Serratia nematodiphilia, Paenalcaligenes suwonensis,
Alcaligenes faecalis y Stenotrophomona maltophilia. La tabla 4 presenta una correlacion entre los
resultados obtenidos en la identificacion morfologica y la identificacion molecular de bacterias.

{(21) FJA05180 Alcaligenes sp
A(34) Strain MCCBT
{5) KRO72211 Proteus mirabilis
(1) Strain MCCBA
{14) KUDDD913 Stenotrophomonas maltophilia
A(24) Strain MCCBS
{9) KM206 786 Serratia sp
{33) FJ715492 Alcaligones sp
{26) KU1 78370 Alcaliganes faacalis
A(A0) Strain MCCBS
a—{11) KC169816 Serratia sp
L—(27) KU494828 Alcaligenes sp
A(19) Strain MCCB4
{29) NR 133804 Paanalcaligenas suwonansis
{37) KX181396 Alcaligenes sp
(42) LK381651 Alcaliganes fascalis
{46) KR422209 Pseudomonas monteilii
{22) KM4548 79 Alcaligenes aecalis
—{17) KU597540 Stenotrophomonas maltophilia
Fle—(a1) ABT54813 Alcaligenes sp
A(13) Strain MCCBAa
sapMu(28) Strain MCCBE

58 30) KP277115 Paenalcaligenas sp
—“* L_ias) kF898005 Pseudomonas sp
(38) KX168029 Alcaligenes sp

=5(26) KU245531 Alcaligenes faecalis
a9) KU245532 Alcaligenes faescalis
™ {47) KJTZ2B8678 PSoudomonas putida

'—3'5'| I—(&&] KM2436681 Alcaliganes sp

5d 3) LT221193 Protaus mirabilis

Lﬁ{ﬁ} KPAD1 76T Proteus mirabilis
{(12) JXE66600 Serratia sp
{20) KF782820 Alcaligenes faecalis
{18) KT719219 Stanotrophomonas maltophilia
+{36) HF934970 Alcaligenes Taecnalis
{16) KT748642 Stenotrophomonas maltophilia
Af44) Strain MCCB9

w2 {2) Kd127192 Proteus sp

L{10) KJ127205 Serratia sp
(31) JQAG12622 Alcaligenas Macalis
{1) KR150991 Proteus mirabilis
51 ((45) KFG40237 Pseudomonas pulida
k49) KP192772 Pseudomonas putida
{23) KP125900 Alcaligenes sp
sa—{15) LT222225 Stenolrophomonas mallophilia
L—{36) KJ748593 Alcaligenes faacalis
{32) KPRE62332 Alcaliganes Taecalis

_ﬂ‘i A&(7) Strain MCCB2

B) KT151938 Serratia namatodiphila

2
&2 —_

—_—
03353

Figura 5. Arbol filogenético de los aislados de las bacterias identificadas por medio de secuenciacion provenientes de
las muestras de agua de la comunidad El Cacao.
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Tabla 4. Correlacion entre la clasificacion morfologica por medio de tincion Gram y los resultados mediante el
analisis de la filogenia de bacterias de la figura 5.

Secuenciacion
N® de Codigo Clasificacién gy Agy Max Género Especie
aislado interno morfologica por Max identidad
tincion Gram Score (%)
1 Mccpl  Oramnegativas - 5e50 98 Proteus mirabilis
2 MCCB2 Gram negativas 1653 99 Serratia nematodiphilia
3 MCCB3 Gram negativas 1465 97 Stenotrophomona maltophilia
4 MCCB4 Gram negativas 1386 99 Paenalcaligenes suwonensis
5 MCCB5 Gram negativas 1700 99 Alcaligenes sp
6 MCCB6 Gram negativas 1301 99 Paenalcaligenes sp
7 MCCB7 Gram negativas 841 98 Alcaligenes sp
8 MCCBS Gram negativas 1718 98 Alcaligenes faecalis
9 MCCB9 Gram negativas 1703 98 Stenotrophomona maltophilia

Segin Moon et al., 2014, Alcaligenes es un género de bacterias Gram negativas y aerobicas que se pueden
encontrar en el agua o suelo. Alcaligenes faecalis es la especie mas frecuente del género Alcaligenes, su
nombre se debe a que su descubrimiento se realizO en heces pero mas tarde se ha documentado su
presencia en muchos otros entornos como en el suelo, el agua, la flora intestinal humana y los ambientes
hospitalarios. La infeccion sistémica con este organismo es muy poco frecuente, se ha notificado que
causa casos esporadicos de otitis crdnica, infeccion de las vias urinarias y bacteriemia. El género
Paenalcaligenes esta filogenéticamente relacionada con el género Alcaligenes. Paenalcaligenes
suwonensis es una especie novedosa dentro del género Paenalcaligenes, suwonensis se refiere a la region
de Suwon de la Republica de Corea donde fue encontrada; esta bacteria es aerdbica y Gram negativa, es
causante de infecciones en las vias urinarias e infecciones en el oido (Moon ef al., 2014; Kampfer et al.,
2010). Proteus mirabilis es un bacilo Gram negativo aerobio facultativo, se encuentra cominmente en el
tracto intestinal humano, es un importante agente causal de infecciones del tracto urinario, también puede
causar infecciones en heridas y bacteriemia en pacientes debilitados. El tratamiento convencional suele ser
mediante antibidticos, pero debido a la tremenda resistencia que tiene la bacteria muchas veces son
necesarias varias cargas de los mismos para neutralizarla (Ji-Young ef al., 2014).

Serratia nematodiphilia es una bacteria entérica, se denomina asi porque con mucha frecuencia se
encuentran en el tracto intestinal (entérico) de animales superiores, sin embargo se conoce también que se
encuentra libre en el agua y en el suelo. Serratia nematodiphilia son bacilos Gram negativos pequefios y
anaerobios facultativos, es un patégeno oportunista causante frecuente de infecciones nosocomiales
(intrahospitalarias), otras enfermedades que causa esta bacteria son: neumonias, bacteriemia, infecciones
de las vias urinarias e infecciones en heridas (Kdmpfer et al., 2010). De acuerdo a Kédmpfer et al., (2010),
Stenotrophomona maltophilia es un bacilo aerobio Gram negativo que se encuentra en ambientes
acuaticos. Este microorganismo se ha asociado a infecciones nosocomiales y bacteriemia, ademas puede
ocasionar lesiones de piel y tejidos blandos, infecciones dseas y gastrointestinales. En entrevistas con los
pobladores de la comunidad algunos afirmaron que comtinmente tenian enfermedades diarreicas y
respiratorias y se evidencio in situ la presencia de manchas blancas en la piel en adultos y nifios. Estas
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enfermedades pudieran estar relacionadas con la presencia de estas bacterias en el agua de consumo y
deberé ser un factor de interés a investigar por parte de los sistemas locales de salud, asi como de los
organos de gobierno a nivel municipal.

Identidad molecular de hongos: Los 4 aislados puros de hongos que se obtuvieron del aislamiento, fueron
secuenciados por ITS1 y para su analisis se siguid el mismo procedimiento que se utilizd para las
bacterias. Por medio del arbol filogenético de hongos filamentosos (Figura no mostrada en este trabajo) y
por la tabla 5 se hizo una comparacion entre la identificacion de hongos basado en la morfologia (Tabla 3)
y los resultados de la secuenciacion.

Tabla 5. Comparacion de la identificacion de hongos mediante informacion morfoldgica con los resultados de las
pruebas moleculares

Secuenciacion
N° de Cédigo Identidad BLAST | Max ) .
. . . . identidad Género Especie
aislado interno morfologica Max Score (%)
o
1 MCCI Aspergillus Niger 1123 99 Aspergillus tamarii
2 MCCII Aspergillus sp 1000 99 Aspergillus terreus
3 MCCII Aspergillus sp 946 99 Aspergillus sp
4 MCCVI Aspergillus sp 990 99 Aspergillus sp

Segun la comparacion de la identificacion morfoldgica con la identidad obtenida por via secuenciacion
(Tabla 5), se obtuvo una coincidencia entre identificacion morfologica de género y los resultados de las
pruebas moleculares de hongos a este mismo nivel. El aislado MCCII se logr6 identificar en las pruebas
moleculares hasta nivel de especie como ferreus, con alto porcentaje de identidad de 99%, a diferencia de
los aislados MCCIII y MCCIV que solamente fueron posibles identificarlos hasta nivel de género como
Aspergillus sp, al igual que la identificacion basada en la morfologia. El analisis del arbol filogenético
para este caso mostro que MCCI, aparece claramente entre el grupo de Aspergillus tamarii contradiciendo
lo que morfoldégicamente habiamos comprobado y lo que nos indica la bibliografia (Arias-Cifuentes y
Pifieros-Espinosa 2008). Es debido a lo anterior que se prefirio dejar su identificacion hasta el nivel de
género (en el que si hay coincidencia) y pruebas posteriores definiran una identificacion hasta el nivel de
especie.

Segun Cuenca-Estrella (2012), el género Aspergillus es un hongo de distribucion universal, esta presente
en el suelo, aire, agua, plantas y materia orgdnica en descomposicion; su desarrollo se ve favorecido por la
humedad y las temperaturas elevadas, ya que es termotolerante y puede vivir entre los 12°C y los 57°C. Es
un patogeno oportunista, es decir, que suele afectar a pacientes con mecanismos de defensa
comprometidos.

Se ha descrito (Samson et al., 2007) que hongos filamentosos pertenecientes al género Aspergillus causan
infecciones locales tales como la otomicosis y queratitis; e infecciones superficiales como la onicomicosis,
ademas puede producir infecciones invasivas como la aspergilosis, la cual es una reaccidon alérgica que
generalmente se desarrolla en personas que ya tuvieron problemas pulmonares, como asma o fibrosis
quistica y el aspergiloma, que es un tumor (bola fingica) que se desarrolla en una zona de enfermedad
pulmonar o cicatrizacion pulmonar . Aspergillus niger es facil de distinguir ya que las colonias de esta
especie son de color negro-purpura a negro. Se ha observado en una amplia gama de habitats porque
pueden colonizar una variedad de sustratos. Este hongo es un serio patégeno humano ya que puede causar
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graves infecciones en los pulmones, tejidos paranasales, piel y uiias (Reyes et al., 2013). Aspergillus
terreus se distingue facilmente de las otras especies de Aspergillus por su coloracion de colonia canela-
marrén. Son causas de infeccidon en personas con sistemas inmunoldgicos deficientes, ademas causa
infeccion respiratoria tipica y otras infecciones como onicomicosis y otomicosis (Baddley ef al., 2003).

La mayoria de los hongos identificados en este trabajo mediante las pruebas moleculares son causantes de
enfermedades infecciosas que afectan principalmente a adultos mayores y nifios. En los pobladores de la
comunidad El Cacao se evidencié que tenian infecciones en las ufas, ademas los pobladores afirmaron
que muchos de ellos presentaban problemas oculares como ceguera ¢ inflamacién de la cornea, quizas la
causa de estas enfermedades podria estas asociada con el agua de consumo que estos pobladores estan
recibiendo, ya que se demuestra por estos resultados que hongos del género Aspergillus fueron localizados
como parte de la comunidad microbiana que forman la biopelicula localizada en el punto de captaciéon de
agua del cual se abastece la comunidad El Cacao. Estos resultados, al igual que los antes mostrados en
bacterias provenientes de la misma biopelicula, deberan ser de gran interés para los encargados del sector
salud y los entes gubernamentales que velan por el bienestar de esta comunidad.

4. CONCLUSIONES

El desarrollo de esta investigacion realizada en el sistema de abastecimiento de agua de la comunidad El
Cacao nos permitid obtener los siguientes resultados que se destacan: Con respecto a los analisis
microbiologicos se determind mediante el método del Numero mas probable (NMP) la presencia de
Coliformes totales, fecales y E. Coli en el agua de consumo de la comunidad El Cacao. Segun las normas
CAPRE los resultados de estos parametros tienen que ser negativos, por tanto las aguas de este acuifero,
no cumplen con las Normas CAPRE. Por medio del aislamiento e identificacion microbiana se obtuvieron
9 aislados puros de bacterias que fueron clasificadas por la reaccion a la tincion Gram como Gram
negativas. Se obtuvieron 4 aislados puros correspondientes a hongos filamentosos, identificandose basado
en la morfologia a uno de ellos a nivel de especie como Aspergillus niger y a los tres restantes como
pertenecientes al género Aspergillus. Los analisis moleculares y la aplicacion de la filogenia permitio
identificar a las bacterias aisladas como: Alcaligenes sp, Paenalcaligenes sp, Alcaligenes faecalis,
Paenalcaligenes suwonensis, Proteus mirabilis, Serratia nematodiphilia y Stenotrophomona maltophilia.
De igual forma se identificé a los hongos filamentosos como: Aspergillus sp y Aspergillus terreus. La
bibliografia consultada refiere que estas bacterias y hongos son causantes de enfermedades diarreicas,
respiratorias e infecciosas, entre otras, mismas que los pobladores afirman que estan padeciendo y por
ende los resultados de este trabajo podrian resultar de interés para personal encargado del sector salud y
entes gubernamentales encargados de velar por el bienestar de la comunidad.

NOMENCLATURA

NMP Numero mas probable

PIENSA Programa de Investigacion Estudios Nacionales y Servicios Ambientales.

UNI Universidad Nacional de Ingenierias.

CAPRE Comité Coordinador Regional de Instituciones de Agua Potable y Saneamiento de
Centroamérica, Panama y Republica Dominicana, en adelante “CAPRE”

ADN Acido Desoxirribonucleico

mL mililitros

Caldo EC Caldo Escherichia coli

Caldo EC+MUG Caldo Escherichia coli + elementos para la identificacion selectiva de E.coli por
fluorescencia.

LB Luria Bertani

PDA Papa Dextrosa Agar

ARN Acido ribonucleico
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TS Internal Transcribed Spacer

Uc4 Universidad Centro Americana

NCBI National center for Biotechnology
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