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RESUMEN.

DIAZ MIRANDA JOSE LUILS.- Correlacibn del nivel de contaminacidn
por coliformes y salmonelas en aguas negras para riego, con la
carga bacteriana de las hojas y los tallos de la alfalfa Medica~-
go sativa fresca y achicalada. (bajo la direccifn de: Ismael Es-
camilla Gallegos, Pedro Ochoa Galvin y Gloria Oralia Pachecol.

El presente estudio consistid en buscar las relaciones entre las
cargas bacterianas de las aguas negras, alfalfa Medicago sativa
fresca y achicalada en el Municipio de Ajacuba, en el Estado de
Hidalgo, asf como la frecuencia y distribucidn de generos y espe-
cles bacterianos. Para ello se establecleron 2 sitios de muestreo,
jdentificados como "A"™ y "B". Para las aguas negras se encontraron
cargas bacterianas elevadas con numeros mayores a 300 colonias en

la dilucidn 1075, y sus principales generos bacterianos fueron

E:coli y Enterobacter spp. respectivamente. Tanto la alfalfa fres
ca como la achicalada mostraron cargas bacterianas muy inferiores
a las obtenidas en las aguas negras, que van desde 160 hasta 320

veces menos; los principales generos encontrados en los dos tipos

de alfalfa fueron Enterobacter spp. y E.coli, respectivamente., Se

concluye que la carga y tipos de bacterias encontradas en el agua
representan un riesgo de importancia en Medicina Veterinaria asf
como en Salud PGblica, mientras que en la alfalfa fresca y achi-
calada, las cargas y los generos bacterianos mas frecuentemente

aislados, no representan un peligro potencial para la salud de los

animales al ser utilizado como forraje.



INTRODUCCTION.

El sector agropecuario ee debe considerar como un pilar
dentro de la economfa nacional; su participacién es de vital
jimportancia como productor de alimentos bAslcos para la po=-
blacién demandante, generadora de divisas en la exportaci8n
y fuente importante de empleos (7,24}.

Es por ello que se deben buscar sistemas orientados a
alcanzar un aumento de la produccidén agricola, con su corres
pondiente baneficio en la pecuaria, logrando con elloc una me
nor dependencia del extranjero y la autosuficiencia alimenta
ria (7,24).

La alfalfa Medicago sativa ha llegado a ocupar un 1lu
gar prominente dentro de las plantas forrajeras, por superar
en rendimiento a otras plantas henificables, por su gustosidad
para el ganado, su rigueza en protefnas y su elevado contenido
de calcio y vitaminas, principalmente en carotenos, ademds por
beneficiar al suelo en que se cultiva fijando a este el nitré-
geno del aire {22).

Ya sea en heno, en verde o en harina, la alfalfa es insu-
perable como forraje para la alimentacién del ganado bovino le-
chez&, en México es el principal forraje que se le suministra a
dicho ganado (22).,

Se produce en casi todos los Estados de la Repliblica, ocu~
pando los primeros lugares aquellos cercanos a las cuencas leche
ras, principalmente Tizayuca,(nxdnlgo), Querétaro, Puebla y Ja-

tisco en el centro; Chihuahua, Baja California y Coahuila en



el norte. (7,221.

Los principales terrenos en donde se cultiva son de riegd -
con diferentes modalidades como son la aspersidn, el todado con=
agua de pozo y el rodado con aguas negras procedentes de las ciu
dades e industrias (7,22},

Como consecuencia del riego con aguas negras se pueden oca-
sionar enfermedades a los animales y al hombre. Es por gllo que ’
se deben estudiar y desarrollar sistemas para conocer el riesgo -
en salubridad animal y del hombre al utilizar estas aguas (2,9):

Para el perfeccionamiento de dichos sitemas se hace necesa--
'rio un profundo estudio del medio ambiente de la zona, gue mues--
tre los aspectos ffsicos, quimicos y bioldgicos con el fin de co-
nﬁéér glrpoténcial productivo de ésta, as{ como: los ‘riesgos- que -
se corzeh‘en materia de contaminacidén (22,25,26}. 5

El reuso del agua en nuestro pafs es de vitél importancia co,
mo un medio de satisface;r la demanda del .1{quido-en aqugllas zo-~-
nas en donde no es disponible a costos accesibles para el riego -
{(1.17,27) .,

Esto implica grandes ventajas para la produccidn agricola y
la recarga de mantos acuiferos, pero también puede ocasionar gra
ves riesgos en su utilizacién (12,19,27)

Uno de ellos es la contaminacién de suelos por metales pesa
dos, material radioagtivo, detergentes, pesticidas, cambios tég
micos derivados y otros agentes quimicos que inevitablemente cau

saran pérdidas considerables en la agriculturxa ( 8,12,14,19,23),
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Considerando el riego con aguas negras desde el punto de
vista de la posible contaminacifn bacteriana, existe la posi-
bilidad de que algunos microorganismos queden retenidos en la
superficie de los vegetales, ademids los desniveles de las par
celas y el riego por inundacidn facilitan la presencia de bac
terias contaminantes en &stos, como es el caso de la alfalfa
(2,)8,23,26}.

Por otro lado se debe considerar que los afluentes al in
filtrarse hacia el subsuelo, pueden alcanzar al manto acuife-
ro, incorpor@ndose al mismo y contaminando el agua subterrf-
nea. (11,38,25).

Las bacterias del grupo coliforme se han utilizado para
detectar la ocurxrencia y grado de contaminacién fecal en aguas
en muchos pafses desde hace setenta aflos aproximadamente (4,-
12,16,25,27).

De acuexdo al nfinero probable de coliformgs por milili-
tro presentes en las ajuas, estas se pueden considerar pota-
bles o no de acuerdo a la legislacién sanitaria vigente en ca-
da pafs (16,25,27).

La presencia de estas bacterias en animales j8venes de
todas las especies suelen traer consecuencias de gravedad 1lle
gando a causar brotes con elevada mortalidad y morbilidad,-
provocando grandes pérdidas econfmicas no solo por mortalidad,
sino por atraso en el crecimiento (3,9,13),

No se considera igual para los animales adultog ya que

estos llegan a desarrollar clerta inmunidad y quedar como por
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tadores asintomdticos. (3,9,11,13).

La causa mas frecuente de colibacilosis y salmonelosis en
los animales es el consumoc de forrajes y alimentos contaminados
Yy en grade mayor si €stos han sido regados por aguas negras de
procedencia humana. (3,9,11).

Las salmonelas estdn por lo general presentes en los ali-
mentos contaminados junto a otros muchos microorganismos como -

son: Escherichia c¢oli, Enterobacter spp., Proteus spp., Citro-

bacter spp., etc. (16).

Hip&tesis,- A partir del estudio en aguas negras y alfal
fa fresca y achicalada Medicago sativa de Ajacuba, Hidalgo,-
se puede obtener una relacidn de la carga bacteriana existen-
te er las 3 muestras de estudio, esperando disminucidn de car
gas en la alfalfa fresca con respecto al agua y de la alfalfa
achicalada con respecto al agua y a la alfalfa fresca, respec-
tivamente,

objetivos.- Encontrar las relaciones de cargas y géneros
bacterianos involucrados en las aguas negras de riego con la
alfalfa fresca y achicalada, para as{, poder evaluar el riesgo

potencial que representa esta planta en 1la alimentacidn animal,



MATERIAL Y METODOS .

Descripcifn del &rea de estudio.- Este trabajo se realizd
2n ¢l Munlicipic da2 Ajacuba e¢n el Estado de Hidalgo, localizado
entre las latitudes 20° 0B8' y 20° 10' «con una altura de 2100
m.s.n.m. Con una temperatura media anual de 17°C y una precipi-
tacién pluvial media anual de 386.8 mm. (10,18).

El tipo de suelo es semidesértico con una capa rica en ma-
teria org8nica. (18).

Dada su ubicacién y vias de comunicacién con Tula, Pachuca,
Tulancingo, Tizayuca y por la autopista Mé&xico-Querétaro hacia
ambas ciudades (ver mapa No. 1), este Municipio adquiere gran im
portancia como centro de produccién agrfcola para la alimenta~
cién animal, especialmente el ganado bovino productor dé leéhe,‘
los principales productos cosechados en esta zona son el mdiz.-_
frijol y alfalfa. (13). :

Métodos de Muestreos.- Se establecieron dos lugarésrpara la
colecta de agua y alfalfa como ruta critica de mueatreo,’mismos
que se identificaron para fines del estudio como "A" y “B", am-
bos lugares de muestreo sec¢ encuentran 3¢l ladu derecho en rela-

cién al camino Tlaxcoapan-Ajacuba. {(ver mapa No. 2).

El sitio se localiza hacia el Km. 2 de dicha carretera,
sobre la primera arboleda, y el sitio "B" ubicado aproximadamen-
te a 1,3 Km adelante del punto "A" e identificado por dos postes
marcados con propaganda comercial. (ver mapa No. 2).

La distancia existente entre un punto y otro obedece a que

las parcelas cultivadas pertenecen a diferentes propietarios, los



cuales debido a sus propios intereses siembran ademis de alfal-
fa, otro tipo de vegetales.

Se realizaron diez distintos muestreos aleatorios en los
dos sitios cada mes, durante tres meses consecutivos del afio de
1987, inicid'ndose estos en el mes de Junio. Dichos muestreos fue
ron realizados dentro del tercer lunes de cada mes a las 7.00 Ho
ras,con el objeto de evitar variakles mn las cargas bacterianas.

Las colectas de agua se hicieron tanto del canal de riego
mas cercano como de las acequias, en nfimero de diez por cada es-
.tac16n y por cada muestreo. En el caso de las plantas Medicago
sativa , el nlmeroc de muestras fué el mismo que para el agua.

Obtencién de muestras.- Para el agua se utilizaron frascos
de vidrio estériles, con capacidad de 250 ml, habiéndose reco-
luctado un minimo de 100 ml a una profundidad promedioc de 40 cm.
aproximadamente. (16 .

En el caso de la alfalfa Medicago sativa se utilizaron
guantes estériles, bolsas nuevas de polietileno y tijeras pre-
viamente flameadas con alcohoi entre colecta y colecta, la cual
fué de un minimo de 750 g por bolsa, se buscd tomar la base de™
las plantas, as{ como también hojas de é&stas.

Envio de muestras.- Una vez colectadas, fueron transporta-
das en cajas de unicel con hielo ¥y refrigerantes para su remi~
si6n al laboratorio, en donde fueron debidamente admitidas y re
gistradas en un tiempo no mayor de cuatro horas.

Se utilizaron 500 g de cada muestra obtenida para reali-
zar un proceso de achicalado en el laboratorio, es decir, fué

desecada al sol en cajas de aluminio estériles y previamente i-
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dentificadas, posteriormente se procedi§ a su anflisis bacterio-
18gico.

Métodos de laboratorio.- Para la realizacifn de éste traba~
jo se utilizaron métodos de anilisis cualitativos y cuantitati-
vos para las aguas negras, alfalfa fresca y alfalfa achicalada.

Aguas negras.~ El anflisis cualitativo consigtid en colocar
10 ' ml~ de la muestra previamente agitada en un tubo con campana
de Durham gue contenfa 10 ml de caldo lactosado {Merck) doble
concentracién, esta operacidn se realizé en un total de 5 tubos
por cada muestra, luego se incubaron a 37°C durante 24 horas, al
cabo de las cuales, se observS la presencia o ausencia de gas en
la campana de Durham en cada uno de los tubos (Prueba presuntiva).
Los resultados fueron anotados en la hoja de registro correspon=-
diente (ver hoja de registro).

De los tubos con presencia de gas, se tomf una pequefa can-
tidad de muestra con un asa bacteriol8gica estéril 'y se.sembr§
en agar de Mac Conkey y agar verde brillante (Mérck) por ei método
de aislamiento en cultivo puro ( 6 ). Posterformenéé‘se;incuba-
ron las placas en forma invertida a 37°C durante 24 horas (Prue-
ba confirmativa). Los resultados fueron anotados en la hoja de
registro correspondiente.

Trangcurrido &ste tiempo se observd el crecimiento de colo~
nias bacterianas, en las cuales se observS: tamafie, merfelegia,
color y olor. La morfologfa microscépica y la afinidad tintorial
se determinaron mediante la técnica de Gram. {21 ).

Aquellas colonias sospechosas de ser coliformes se les pro=-

cedié a inocular en un tubo con campana de Durham conteniendo
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10 m1 de caldo lactosado (Merck) concentracidn normal :(Prueba
completa). Los resultados fueron anotados en. la hoja de registro
correspondiente.,

A partir de las colonias antes mencionadas, se realizaron
las respectivas pruebas bioquimicas para la identificacién del
género y especie que se trataban, dichos medios fueron: agar tri
ple azdcar y hierro (TSI)'; agar citrato de Simmoné'; agar de
hierro y lisina (LIA)"*; agar urea”; 4cido sulfhidrico, indol y
motilidad {(SIM) ",

Para la interpretacidn de resultados del T.S.I. se utilizé
el cuadro No. 1,

La interpretacidn de resultados con pruebas bioqufmicas en
la identificacidn de enterobacterias fué basada en el cuadro No. 2

Para la interpretacidn de resultados en el agar de hierro y
lisina (LIA) se utilizé el cuadro No. 3.

Andlisis cuantitativo.~ Consistid en hacer diluciones deci-
males de las muestras, desde 10”1 hasta 10-53 (ver cuadro No, 4).
una vez hechas las diluciones en tubo, se procedié a depositar
1 ml de la muestra en cajas de Petri estériles, posteriormente
se agregaron 5 ml de agar triptosa (Merck) previamente fundido
en bafio marfa a temperatura de 30~40°C, se homogeneizd la mezcla;
las placas se colocaron sobre una superficie plana, sin moverlas
para que se solidificara el agar. Estas se incubaron en posicién
invertida en la estufa bacteriolégica a temperatura de 37°C du-
rante 24 horas,

Transcurride este tiempo se hicieron las lecturas para con-
tec de colonias a cada dilucién y se anotaron en la hoja corres-

* Merck.
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pondiente al nfimero de la muestra (ver hoja de registro).

De cada muestra se realizd una siembra en gelatina nutriti-
va {Merck) utilizando 5 ml de dicho medio y 1 ml de la muestra
sin dilufr previamente agitada; dejando incubar en la estufa bac
teriolégica a 37°C durante 24 horas. Transcurrido &ste tiempo se
hicieron las lecturas para la licuefaccién de la gelatina, pro-
duccién de pigmentos, asf como de mal olor. Haciendo hincapié en
que las muestras se refrigeraron 15 minutos antes de efectuar
las lecturas con la finalidad de evitar falsos positivos en la
licuefaceidn de la gelatina. Dando como positivos aquellos gue
permanecieron 1fquidos y como negativos aquellos en donde el me-
dio solidific6é., Los resultados se anotaron en la hoja de regis-
tro correspondiente. (20,21).

Alfalfa fresca.- El anflisis cuantitativo consistid en co-
locar 200 ml de solucidén salina fisiolfgica (S.S.F.) mas 100 g
de muestra previamente triturada en una licuadora cuyo vaso y as
pas fueron previamente esterilizados. Se utilizé el jugo resi-
dual de la molienda entre la muestra de alfalfa fresca y la so-
lucién salina tisioldgica (.S.S.F.) para después centrifugar a
3000 r.p.m. durante 15 min al cabo de los cuales se procedib a
hacer un frotis a partir del sedimento de cada tubo de centrifu-
gacibén, para luego ser tefiildo mediante la técnica de Gram.

A partir del sobrenadante de cada uno de los tubos se reali
26 una siembra en caldo selenito {(Merck) y un proceso de diluciédn.

Para la siembra en caldo selenito, se tomé 1 ml de muestra
con una pipeta calibrada y se deposité en 10 ml del medio de

cultivo envasado en tubo con tapén de rosca, se agitSs para homo-



11
geneizar la muestra en dicho medio y posteriormente se sometié a

proceso de incubacidn a 37°C durante 18 horas, al cabo de las éug
les se resembrd en agar verde brillante (Merck).(20,26).

El proceso de dilucidn consistid en colocar para cada una
de las muestras 4.5 ml de solucién salina fisiolbgica (S5.5.F.)
con 0.5 ml de sobrenadante a partir del centrifugado, luego se
sometid a un proceso de mezclado con un agitador de tubos para
dejar prefectamente homogeneizada la mezcla y obtener la dilucién
10". A partir de esta se procedid a sembrar en la mitad de la
+laca de agar verde brillante (Merck) a razbn de 4 gotas de 20
mnicrolitros cada una, utilizando para ello una pipeta Eppendorf.
Las gotas se dejaron secar antes de incubar las placas. Este pro
cedimiento se efectud de igual manera hasta alcanzar la dilucién
1078, (ver cuadro anexo).

Cuadro No. 4 Diluciones decimales para anflisis cuantitativos.

0.5 ml. 0.5 ml. 0.5 ml.

—

1075 (a)

———
.5 .5 4. 107¢ (B)
. 1. ml,
HUESTRA
t:10= 107" 0.1:10= 1072 0.001:10= 1073

(A) Agua.
{B) Alfalfa.
0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml

10°? 1072 -3
(16) .
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Las cajas de agar ya sembradas fueron sometidas a incubacién
por 24 horas a 37°C, al cabo de las cuales se realizaron las lec~-
turas correspondientes contando el niimero de colonias a cada di-
lucidn. Una vez obtenido y anotado el dato en la hoja de regis-
tro, se calculd el nfimerc probable de colonias por gramo de mues
tra mediante la transformacibn de cifras exponenciales.

Para la realizacién del anflisis cualitativo se utilizdé la
muestra sembrada en caldo selenite incubado previamente a 37°C
durante 18 horas, en la cual se observd el enturbiamiento del me
dio por el crecimiento bacteriano. A partir de ésta se sembrf en
agar verde brillante (Merck), se incubd a 37°C durante 24 horas
; al cabo de estas se hizo la lectura de morfologfa, coloracidn
y morfologia microscdpica por la tincién de Gram.

Una vez hecho lo anterior, se clasificaron las’ colonias de
acuerdo a su coloracidn en el agar y su afinidad tintorial como
enterobacterias fermentadoras de la lactosa y como no fermentadg
ras de esta; para después realizar las pruebas bioqufmicas co~
rrespondientes antes mencionadas para la identificacién de en-
terobacterias aisladas de aquasg negras.

Rlfalfa achicalada.~- Tanto los estudiocs cualitativos como
cuantitativos se realizaron de igual manera gque en el estudio de
la alfalfa fresca; las nruebus bisquimicas y cuadres de refaren

cia fueren les mismes gue para el astudie de aguas neaqras.



~, I

/ /
/
HIDALG o, \\ TEMAZUNCHA !

TEuAZUBCHALOD |
(- r“ ST S*“BL§§533 5.
uux;ﬁzn.zx‘u 0 o

"b
» ,1 «\:ATUX?AL

>
ESTADO DE

Hapa No. 1

b}
p
g_.

!

L)

(7

/

ey

earennmae

f

]
A TLALCHICH!FCO w
ey
J F! /,, ‘,’
\'" e < ¥ I
/_/ . ‘r-L-- Wi
T \ ot ,/’
A gu /
N /
SN 3/
NpToTORILCO Y
‘1 @\ A HUAUCHINANGO
8
" q§u§RAL 7S
2 o Auuucx £o
TEZONTEPEC , AU 7EPEC
TLAHUELILPAN \
TETEPANGO

s !

INDIOS
R $BaSRIEMITE

VERDES i. \y’

(L, N " ZAPATA



.- 34

Mapa No. 2. Ambito municipal del Estédo de Hidﬁlgo.

‘A San Luli Potes

. hml.ullull.l. N

REGION IXMIQUILPAN - rd

& el
My, TEICHTEPLC

0L ALDAMA

A Guerdtag

'
' Avonnte Feaara

] Dh!l‘lll‘v'llll'll . ‘

-« .
A DNsre Federa)

| ESTACO DE MEXICO

L]
o ¥ fonm

71,



Cuadro No. !

Interpretacidn de resultados en el medio de

expresado en nimeros de reacciones.

triple azucares y hierxo (TSI).

REACCION

APARIENCIA 1 2 3 4 5 6
SUPERFICIE AMARILLA ROJA ROJA AMARILLA ROJA AMARILLA
FONDO AMARILLO | AMARILLO|{ AMARILLO| AMARILLO ROJO AMARILLO
PROD. DE GAS + + v v - -
PRODUCCION DE .

SULFURO DE H. - - * - -

+ = positivo - = negativo V = variable

AMARILLA = Fermentacidén de carbohidratos.

ROJO = No fermentacidn de carbohidratos.

(21).

st



Cuadro No. 2

Pruebas bioquimicas para la.identificacibn de enterobacterias.

A B c D F
OXIDASA - - - - -
T8 1 1-3-4 1-2-4 1=3~ | 2-3-4 2-3-4
LACTOSA + v + - -
INDOL + - - - -
UREA - + + - +
CITRATO - - + + -
MOTILIDAD v + - +2 +
H 4, 8 - + - + +
LISINA DESCAR-
BOXILASA + - + + -
FENIL ALANINA
DEAMINASA - - - - +
+ = positivo - = negativo V = variable
a = 5. gallinarum Yy S. pullorum ason iamdviles.

{(21).

A)
B)
c)
D)
E)
F)

E.coli

Citrobacter freundii

Klebsiella pneumoniae

Salmonella spp.
Proteus vulgaris

Proteus mirabilis



Cuadro No. 3

Identificacifn bacteriana utilizands el

4).

Agar de hierro y lisina.

agar de hierre y lisinp.

r.

Horado/NTcro & Morado/Morado

Rojo/Amarillo Morado/Amarillo & Amarillo/amarillo
| —
- +
_ H 2 S - MOVILIDAD 1 F—J__"l
| MOVILIDAD INDOL
ORNITINA r INDOL ] * Shigella + ORNITINA Edwarsiella.
- + PP INDOL N
- Proteus Proteus l
< i1 +
Providencia mirabilis. vulgaris, Escherichia GE:zosni
Proteus rett Proteus coli +
morganii. r——ﬂ_;-s_-_] Klebsiella
+ e Arizona
citrobacter binshawii.
freundii Salmonella
INDOL. SpR-
- + Salmonella typhi.
Enterobacter cloacae E.coli

Enterobacter agglomerans

Salmonella paratyphi A. + -

E.coli ] v

| L
+  ORNITINA - ¥
[

EntercbacteYy asrcgenes .
Serratia rubidea

Znterobacter hafnjiae
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ANALISIS BACTERIOLOGICC DE. AGUA

ANALISIS CUALITATIVO

1.~ PRUEBA PRESUNTIVA. CALDO LACTOSADO.
NO. DE TUBOS TUBQS POSITIVOS NO. PROBABLE DE
COLIFORMES POR LT,
1 20
2 50
3 90
4 160
5 MAS DE 160

2.- PRUEBA CONFIRMATIVA., SIEMBRA EN MEDIO DE MAC CONKEY.

RESULTADO.

3.- PRUEBA COMPLETA., CALDO LACTOSADO.

RESULTADO.

ANALISIS CUANTITATIVO,
1.- DILUCIONES.

A) DILUCION 101 COLONIAS
B) DILUCION 1072 COLONIAS
¢) DILUCION 10~3 COLONIAS
D) DILUCION 104 COLONIAS
E) DILUCION 10-5 o COLONIAS

2.~ PRUEBA DE LA GELATINA.
A) PRODUCEN PIGMENTO
B) PRODUCEN MAL OLOR
C} LICUAN LA GELATINA

DIAGNOSTICO.

DESDE EL PUNTO DE VISTA BACTERIOLOGICO EL AGUA ES:
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Andlisis estadfstico.- El conteo bacteriano fué transformade
de su escala logar{tmica de la siguyiente manera; para calcular el
nfimero de bacterias presentes en la suspensifn se cuenta el ni-

mero de colonias desarrolladas en el lugar donde se colocaron las

gotas de muestra y se dividié entre el nlimero de gotas para obte-
ner el promedio de colonias por gotas, después se multiplicé por
el factor adecuado para obtener Iml del indculo y por el factor
de dilucibén correspondiente, es decir, (Niimero promedio de colo-

nias por gota) X 12,5 (Para convertir Byl a Jml ) = (Bacterias

Por gramo de la dilucidn) X (Factor de dilucidn}) e Bactemias:por'
gramo de muestra (UFC/g,)T15), :

De cada muestra se obtuvo la identificacién del géngro‘y;eg
pecie bacteriano y ademis, fué calculada la frecuencié p;?a cgd;
uno de elles de acuerdo a la metodologia de Daniels, clasificén-
dolos por sitio de muestreo, género y especie (4).

El total de muestras obtenidas al final de las 3 repeticio-~
nes fué de 180, es decir, 90 por cada estacidn de muestreo, de los
Cuales 30 fueron para aguas negras, 30 para alfalfa fresca y 30

para alfalfa achicalada.
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RESULTADOS .

I.~- Aguas negras.

En los anilisis cualitativos de aguas negras se obtuvieron
los siguientes resultados:

1.~ Prueba presuntiva.~ El 100% de las muestras durante los
3 muestreos fermentd el caldo lactosado doble concentracién, lo
cual estadisticamente indica un nfimero probable de coliformes ma
for a 160 por litro de muestra.

2.~ Prueba confirmativa.- Todas las placas sembradas en a=
gar de Mac Conkey, registraron crecimiento de colonias caracte~
risticas de enterobacterias fermentadoras de la lactosa; estas
se seleccionaron por colores, los cuales fueron blanco o rojo.
En el 100% de las colonias se obsgervaron bacilos Gram negativos.

3.- Prueba completa.- De las muestras que se inocularon al
caldo lactosado concentracién normal, resultaron ser fermentado-
ras de la lactosa en un 100%.

El aislamiento de bacterias por género y especie se mues-
tran en los cuadros 5 y 6, los cuales, resumen los porcentajes
obtenidos en los sitios "A" y "B"; las grdficas 1 y 2 indican la
distribucidn porcentual en ambos sitios.

én los andlisis cuantitativos se obtuvieron crecimientos ma
yores a 200 colonias por placa de agar (incontables) a la mayor
dilucidn, es decir 10'5, el 100% de las muestras fueron positi-
vas a la prueba de la gelatinasa, con produccidn de pigmentos y
mal olor.

II.- Alfalfa fresca.- En los anflisis cualitativos se obtu-
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vieron crecimientos de colonias bacterianas sospechosas de ser
coliformes en el agar de Mac Conkey y en agar verde brillante,-
es decir, rojas y verdes respectivamente. La morfologia micros-
cépica mostrd que el 100% de las colonias eran bacilos Gram ne~
gativos. El detalle porcentual de cada género y especie durante
los 3 muestreos se encuentra resumido en los cuadros 7 y 8, ind&
cando el sitio "A" y "B" respectivamente. Las gr&ficas 3 y 4,-
muestran la distribucién porcentual para ambos puntos.

En lo referente a las pruebas cuantitativas, resultd que a
las diluciones 10~' y 10°2, el nimero de colonias obtenidas fud
?bundante y no permitid un conteo confiable en ningyno de los si-
tios de muestreo durante todo el estudio.

En la dilucidn 10-3 se obtuphieron crecimientos de colonias
en nfimeros confiables para su conteo, es decir, un rango de 1 a 4
colonias contables promedio por gota de muestra; esto no indlca
que el total de placas sembradas registrara crecimiento ya que
s¢ observd un 35% sin crecimiento en el sitio "A"™ y un 29% en el
gitio "B", a lo largo de los tres muestreos.

La dilucién 104 registrd un crecimiento muy escaso de éulo-
nias, pero es a partir de &sta donde se obtuvieron los vglores'
miximos de cargas bacterianas, tanto en el sitio "A" como;en el,,
sitio "B", o ‘

Las diluciones 10”7 y 3076 no registraron desarfollo de colp
nias en ningfin muestreo y lugar de coleccién.

El m&ximo obtenido en la dilucién 1073 para el sitio "A", se
registrd durante el segundo muestreo, alcanzando un crecimiento

promedio de colonias por gota de muestra de 3, 10 que se traduce
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segfin los factores de conversién en 37,500 UFC/g,

El midximo observado en el sitio "B" fué de 4 colonias pro-
medio por gota. Dicho resultado fué obtenido durante el tercer
muestreo y corresponde segfin los factores de conversidén a 50,000
UFC/g,

para la dilucidn 10'4, el desarrollo de colonias en el sitio
"A" fué de 1.5 en promedio por gota; observando solo una caja de
agar con crecimiento de colonias, la cual correspondid al segundo
muestreo. En el primer y tercer muestreos no hubo crecimiento en
ninguna placa de agar.

Una vez hecha la conversidén de unidades, el nimero de UFC/Qr.
fué de 187,500.

En el sitio "B" de igual manera, solo .se obtuvo . una placa
de agar con crecimiento de colonias durante todo el estudio y
fué en el trecer muestrec con una colonia promedio por gotas de
muestra. Esto equivale a. 125,000 UFC/qg,

III.- Alfalfa achicalada.- En los andlisis cualitativos se
encontrS un crecimiento bacteriano en las placas de agar igual a
las obtenidas con la alfalfa fresca, es decir, sospechosas de ser
coliformes. La morfologfa microscdpica y afinidad tintorial por
la técnica de Gram, fué también igual a la alfalfa fresca. Los
porcentajes en género y especie obtenidos en los sitios "A" y
"B" durante los 3 muestreos, se pueden observar en los cuadros
9 y 10. Las grdficas 5 y 6 muestran su distribucidn porcentual.

Para las pruebas cuantitativas, al igual que en la alfalfa

fresca, el crecimiento de colonias bacterianas quedé comprendido
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entre las diluciones 10-3 b's 1074, ya que en la 1077 v 10-2 e1
crecimiento fué abundante, no asf en 1la 1075 ¥y 10~ en donde no
se observd ninguno.

Para la dilucidn 10~3 en el sitio "aA" se registrd un cre-
cimiento miximo de 4.75 colonias promedio por gotas de muestra,
correspondiente al segundo muestreo, lo que significa que el cre
cimiento md&s alto para el sitio "A", en esta dilucibén fué de -
59,375 UFC/g.

En el sitio "B", el mayor desarrollo de colonias en la di-
1ucibn 10-3 se registré durante el tercer muestreo con un méximo
de 5 colonias promedio por gotas de muestra, equivalente a 62,500
UFC/g.

Para la dilucién 10'4, en el sitio "A" se registrﬁ como ma-
yor crecimiento de colonias en el segundo muestreo con 1.25 co-
lonias promedio por gotas de muestra, esto indica 156,250 UFC/g,
En el siéio "B", se obtuvo el mayor crecimiento de colonias en el
tercer muestreo con un mdximo de 0.75 colonias promedio por go-

tas de muestra, lo que significa un total de 93,750 qrc/g,
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Cuadro No. 5
ldentificacidén y porcentaje bacteriano en aguas negras en el

sitio "A" durante los 3 mueetreos mediante pruebas bioquimicas.

MUESTREO
GENERO Y ESPECIE. 1 2 3 TOTAL PORCENTAJE
E. coli. 6 6 7 19 46.34
Enterobacter spp. - 2 4 [ 14.63
Citrobacter app. - 2 4 6 14.63
Yersinia spp. 1 - - 1 2.43
Proteus spp.
E. cold 5 3 - B 19.51
Proteus spp. 1 - - 1 2.43
Enterobacter spp.
TOTAL. 13 13 15 41
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Gr&fica No. !

Identifiacifn y porcentaje bacterianc en aguas negras en el

sitio "A" durante los tres muestreos mediante pruebas bioquimicas.
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A) E. coli.

B) Enterobacter spp.

C) citrobacter spp.

D) .¥ersinia spp.

E) Proteus spp. y E, coli

F) Proteus spp. y Enterobacter spp.




Cuadro ﬁq 6

Identifibacién y. porcentaje bacterianoc en aguas negras en el

sitio” "B" durante los 3 muestreos mediante pruebas bioquimicas.

MUESTREO
GENERO Y ESPECIE 1 2 3 TOTAL PORCENTAJE
E. coli. 6 6 9 21 45.65
Proteus spp. _ 21.7
__E‘._-———coli 6 4 10 1.73
Proteus spp. T _ - \ 2.17
Enterobacter spp.
Enterobacter spp. - 3 6 9 19.56
Citrobacter spp. - 2 3 5 10.86
TOTAL. 13 15 18 486
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Grafica No, 2

laentiticacién y porqéntgje‘ ttérlanox tneg}as eh_é;’

sitio "B" durante ’los 3. muestre ‘prﬁebhs:b¥oqu£ﬁicas.
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C) Proteus spp. y Enterobacter 8PP,

D) Enterobacter spp.

E) Citrobacter spp.
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Cuadro No. 7

Identificacién y porcentaje bacteriano en alfalfa fresca en el

sitio "A" durante los 3 muestreos mediante pruebas blogquimicas.
MUESTREO

GENERO Y ESPECIE 1 2 3 TOTAL PORCENTAJE
Entercbacter spp. 7 11 8 26 81.25
Enterobacter spp. 3 _ n 1 3.12
Citrobacter spp.
Enterobacter spp. ,
Proteus spp. - - - - - -
Sin crecimiento. 2 1 2 5 15,62
TOTAL. 10 12 10 32
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Grafica No. 13

Idenvificacidn y porcentaje bacteriano en alfalfa fresca en el

sitio "A" durante los 3 muestreos mediante pruebas bjoquimicas.
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Cuadro No. 8

Identificacidn y porcentaje bacteriano en alfalfa fresca en el

sitio "B" durante los 3 muestreos mediante pruebas bioquimicas.

MUESTREO
B GENERO Y ESPECIE 1 2 3 TOTAL PORCENTAJE

Enterobacter spp. 4 10 9 23 74.19
Enterobacter spp. 2 - N 2 6.45
Citrobacter spp.
Enterobacter spp.

PP 4 - 1 5 16.12
Proteus spp.
Sin crecimiento. - 1 - 1 3.22
TOTAL. 10 11 10 31
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Grffica No. 4
Identificacidn y porventaje bacteriano ‘en alfalfa fresca en el

. 8itio "B" durante los 3 muestreos mediante pruebas bioquimicas,
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A) Enterobacter spp.
B} Enterobacter spp. y Citrobacter Spp.
C) Enterobacter spp. y Proteus 8pp.

D) Sin crecimiento.
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Cuadro No. 9

Identificacidn y porcentaje bacteriano en alfalfa achicalada en el

sitio "A" dyrante los 3 muestreos mediante pruebas biogquimicas.

MUESTREO
GENERO Y ESPECIE 1 2 3 TOTAL PORCENTAJE
Enterobacter spp. -] 9 7 24 75
Enterobacter spp.
E. coli 3 2 3 8 25
TOTAL. 11 11 10 32 100
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Grifica No. §
Identificacidn y porventaje baciteriano en alfalfa achicalada en

el sitio "A" durante los 3 muestreos mediante pruebas bioquimicas’
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Cuadro No. 10

Tdentificacién y porcentaje bacteriano en alfalfa achicalada en

el sitio “B" durante los 3 muestreos mediante pruebas bioquimicas.

MUESTREO
GENERO Y ESPECIE 1 2 3 TOTAL PORCENTAJE
Enterobacter spp. 7 7 8 22 70.96
Enterobacter spp.
E. coli 3 4 2 9 29.03
TOTAL. 10 1 10 31 99.99
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Grifica No. 6

tdentificaciér y porcentaje bacteriano en alfalfa achicalada en

el sitio "B" durante los 3 muestreos mediante pruebas blogufmicas.

70.96

29.03

A) Enterobacter spp.

B) Enterobacter spp. y E. coli.



Cuadro No. 11. Cargas bacterianas mdximas totales encontradas en

aguas negras, alfalfa fresca y alfalfa achicalada y sus reducciones

proporciconales.

LUGAR DE TIPO DE MUESTRA CRECIMIENTO MAXIMO REDUCCION DE LA
MUESTREO (UFC/*) .% 103, CARGA BACTERIANA*®
AGUAS NEGRAS > 30,000. --
A ALFALFA FRESCA 187 160
ALFALFA ACHICALADA 156 192 y
N
AGUAS NEGRAS > 30,000 --
B ALFALFA FRESCA 125 240
ALFALEA ACHICALADA 94 320

{*) Para aguas negras se utiliza UFC/ml.

(**) Proporcidn en que reduce su carga bacteriana en relacién a 1la

y para alfalfa UFC/gr.

de las aguas negras.
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DI SCUSION,

Las poblaciones bacterianas encontradas en el agua fueron a
cordes a lac obteridac en ctras invastigaciones (pPérez,1978), en
donde el principal germen de orfgen fecal fué E.coli, seguido por
Enterobacter spp.; en cuanto a su cantidad, esta resultd ser mas
elevada de lo esperado, ya que el nimero de colonias encontradas
fué superior a 300 en la dilucidn mas alta (10”5}. Esto se puede
explicar dadas las variables a que las aguas negras se ven sujetas
tales comec la cantidad de materia orgdnica disponible, oxfgeno di-
suelto, temperatura, p.H., presencia de agentes guimicos inhibido
res o promotores del crecimiento bacteriano, entre otros. Dichos
factores pueden alterar de manera ascendente o descendente las po
blaciones bacterianas del agua (1,8,12,17,26).

Para la alfalfa fresca y achicalada, los principales gérmenes

encontrados fueron Enterobacter spp. vy E.coli, dichos resultados

son similares a los obtenidos por Vvaldivieso (1977), en donde el
principal germen fué Enterobacter spp.

Las cargas bacterianas realeé encontradas en la alfalfa fres-
ca y achicalada, fueren muy inferiores a las registradas en las a
guas negras, a Su vez, la carga bacteriana obtenida en la alfalfa
achica}ada, no registrd una dismin;c16n considerable en relacidn-a
la alfalfa fresca.

Es importante hacer notar que el procesc de achicalado se lle
v5 a cabo en condiciones de laboratorio, no como se viene haciendo
de manera comercial en la regidn para su distribucién. Estas condi-
cicnes pudieron favorecer el mantenimiento de las poblaciones bac-
terianas al no ser expuestas al sol y al aireamiento de la misma ma

nera que la alfalfa achicalada comercial.
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En nlimeros porcentuales relativos, las poblaciones bacterla-
nas de las aguas negras y la alfalfa fresca y achicalada, sufrie-
ron una inversién en cuanto a la presentacién de los dos gérmenes
mas importantes, es decir, para las aguas negras fué E.coli el
principal, seguido por Enterobacter spp., para el caso de la al-
falfa fresca y achicalada el principal germen fué Enterobacter
spp., seguido de E.coli. Dicha distribucién porcentual no quiere
decir que la poblacién de Enterobacter spp. en la alfalfa fresca
Y achicalada haya presentado un incremento real, ya que, aunque
fué el germen mas abundanfe, no iguala a 1la poblacién porcentual

, real de Enterobacter spp. en el agua. La disminucién real en can-
tidad de bacterias encontradas en la alfalfa fresca y achicalada
con relacién a las aguas negras, se puede deber a condiciones am-

bientales de adaptacién en relacidn a cada germen, es decir, exig

ten bacterias de la familia Enterobacteriaceae tales como Entero-

bacter spp. y Citrobacter spp. con h&bitat natural sobre les

vegetales y suelo, de manera que en el agua, las poblaciones to-
tales de E.coli son mas abundantes y en la superficie de los ve-
getales, la sobrevivencia de ésta se ve afectada por 1la accidn
conjunta de los rayos solares y el viento, asf{ pues, Enterobacter
spp., por su mayor adaptacidén a dicho cambio, permanece en mayor
proporcidén que E.coli, la cual desciende drdsticamente.

En ngnguno de los casos dentro de todo el estudio se puso en
evidencia la presencia de Salmonella spp. debido probablemente a
la elevada carga bacteriana de otro tipo de enterobacterias co-

mo E.coll que inhibieron su desarrollo no solo en los medios de



cultive 8ino en las mismas aguas de rieso, ademis de las c;£$$2&%y-
nes medio ambientales a las que Salmonella spp., se vié sujeta y I#
que no se han estudiade profundamente, Tambi&n cabe la posibili- *
dad de que esta bacteria se destruya antes de llegar a la zona
estudiada,

En cuanta al anflisis estadfstico para obtener una clerrela-
cifn entre las diferentes cargas bacterianas, este no se puede 1lle
var a cabp dado que en los andlisis cuantitativos de la alfalfa
fresca y achicalada se tomd como méximo de poblacién a aquellas _la
cas de awar que presentaron el mayor nlimero de colonias desarrolla
das, sin tomar en cuenta aquellas que no presentaron crecimiento o
de qué muestrec prévinieron, de tal manera que faltaron datos de
sequimiento para cada muestra y esto implica no poder aplicar los
planteamientos de una correlacidn. (4),

Las cargas bacterianas encontradas en el agua de riego, mueg
tran un peligro potencial muy elevado para los animales Q el hom-
bre, de acuerdo a la Legislacifén Sanitaria vigente en México (6).

L s vegetales como la alfalfa fresca y achicalada muestran
cargas bacterianas no peligrosas para el consumo animal, dada su
cantidad y distribucidn poblacional, ya que en la literatura re-

visada; el género Enterobacter spp., no se considera como un ger

men patbgeno de importancia en Medicina Veterinaria y, E.coli al
permanecer en cantidades menores sobre la superficie de la plan~

ta, tampoco representa un peligro latente.
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