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R E s" U M E N • 

PlAZ MIRANDA JOSE LUIS.- correlaci6n del nivel de contaminación 

por coliformes y salmonelas en aguas negras para riego, con la 

carga bacteriana de las hojas y los tallos de la alfalfa .~-

22 sativa fresca y achicalada. (bajo la dirección de: Ismael Es­

camilla Gallegos, Pedro Ochoa Galván y Gloria Oralia Pachecol. 

El presente estudio consisti6 en buscar las relaciones entre las 

cargas bacterianas de las aguas negras, alfalfa Medicago ~ 

fresca y achicalada en el Municipio de Ajacuba, en el Estado de 

Hidalgo, as! como la frecuencia y distribución de generas y espe-

eles bacterianos. Para ello se establecieron sitios de muestreo, 

identificados como "A" y '1 B 11
• Para las aguas negras se encontraron 

cargas bacterianas elevadas con numeres mayores a 300 colonias en 

la dilución 10-S, y sus principales generos bacterianos fueron 

~y Entcrobactcr spp. respectivamente. Tanto la alfalfa fre~ 

ca como la achicalada mostraron cargas bacterianas muy inferiores 

a las obtenidas en las aguas negras, que van desde 160 hasta 320 

veces menos1 los principales generes encontrados en los dos tipos 

de alfalfa fueron Enterobacter spp. y ~, respectivamente. se 

concluye que la carga y tipos de bacterias encontradas en el agua 

representan un riesgo de importancia en Medicina Veterinaria así 

como en Salud Pública, 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. 
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I N T R o D u e e I o N • 

El sector agropecu~rio se debe considerar como un pilar 

dentro de la economía nacionali su participación es de vital 

importancia como productor de alimentos básicos para la po­

blación demandante, generadora de divisas en la exportación 

y fuente importante de empleos (.7, 24}. 

Es por ello que se deben buscar sistemas orientados a 

alcanzar un aumento de la producci6n agrícola, con su corre.!. 

pendiente baneficio en la pecuaria, logrando con ello una m~ 

nor dependencia del extranjero y la autosuficiencia aliment!!, 

ria (7,24). 

La alfalfa Medicago ~ ha llegado a ocupar un l!!_ 

gar prominente dentro de las plantas forrajeras, por superar 

en rendimiento a otras plantas henificables, por su gustosidad 

para el ganado, su riqueza en proteínas y su elevado contenido 

de calcio y vitaminas, principalmente en carotenos, además por 

beneficiar al suelo en que se cultiva fijando a este el nitr6-

geno del aire (22). 

Ya sea en heno, en verde o en harina, la alfalfa es insu­

perable como forraje para la alimentación del ganado bovino le· 

cher;, en México es el principal forraje que se le suministra a 

dicho ganado (22). 

Se produce en casi todos los Estados de la República, ocu­

pando los primeros lugares aquellos cercanos a las cuencas lech~ 

ras, principalmente Ti~ayuca,CH~dalgo), Querétaro, Puebla y Ja~ 

liaco en el centrar Chihuahua, Baja california y Coahuila en 
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el norte. (7. 221. 

Los principales terrenos en donde se cultiva son de riegd -

con diferentes modalidades como son la aspersión, el rodado con­

agua de pozo y el rodado con aguas negras procedentes de las ci~ 

dades e industrias (7,22). 

Como consecuencia del riego con aguas negras se pu~den oca­

sionar enfermedades a los animales y al hombre. Es por ello 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, que mues-­

tre lo~ aspectos f!sicos, qu!micos y biol6gicos con el fin de co­

nocer el potencial productivo de ésta, así come>· los riesgos que -

se corren en materia de contaminación (22,25,26!. 

El reuso del agua en nuestro pa!s es de vital importancia do. 

mo un medio de satisfacer la demanda del líquido en aquellas zo-­

nas en donde no es disponible a costos accesibles para el riego -

( 1, 17· ,27). 

Esto implica grandes ventajas para la producción agrícola y 

la recarga de mantos acuíferos, pero también puede ocasionar gr~ 

ves riesgos en su utilización (12,j9,27). 

Uno de ellos es la contaminación de suelos por metales pes~ 

dos, material radio~gtiYo, detergentes, pesticidas, cambios t&~ 

micos derivados y otros agentes químicos que inevitablemente ca~ 

sarán pérdidas considerables en la agricultura ( 8,12,14,19,23). 
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Considerando el riego con aguas negras desde el punto de 

vista de la posible contaminaoi6n bacteriana, existe la posi­

bilidad de que algunos microorganismos queden retenidos en la 

superficie de los vegetales, además los desniveles de las pa~ 

celas y el riego por inundaci6n facilitan la presencia de ba~ 

terias contaminantes en éstos, como es el caso de la alfalfa 

(2,JS,23,26). 

Por otro lado se debe considerar que los 3fluentes al i~ 

filtrarse hacia el subsuelo, pueden alcanzar al manto acuífe­

ro, incorporándose al mismo y contaminando el agua subterr&­

nea. ( 11, ¡a, 25) • 

Las bacterias del grupo coliforme se han uti1izado para 

detectar la ocurrencia y grado de contaminación fecal en aguas 

en muchos países desde hace setenta años aproximadamente (4,-

12,JG,25,27). 

De acuerdo al número probable de coliformes por milili­

tro preoentes en las a3uas, estas se pueden considerar pota­

bles o no de acuerdo a la legislaci6n sanitaria vigente en ca­

da pa!s (16,25,271. 

La presencia de estas bacterias en animales jóvenes de 

toda& las especies suelen traer consecuencias de gravedad 11~ 

qando a causar brotes con elevada mortalidad y morbilidad,­

provocando grandes pérdidas económicas no solo por mortalidad, 

sino por atraso en el crecimiento (3 1 9 1 13}. 

No se considera igual para los animales adulto, ya que 

estos llegan a desarrollar cierta inmunidad y quedar como po~ 



tadores asintomáticos. (3,9,11,13). 

La causa más !recuente de colibacilosis y salmonelosis en 

los animales es el consumo de forrajes y alimentos contaminados 

Y en grado mayor si éstos han sido regados por aguas negras de 

procedencia humana. (3,9, 11). 

Las salmonelas están por lo general presentes en los ali­

mentos contaminados junto a otros muchos microorganismos como -

son: Escherichia ~' Enterobactcr ~pp., Proteus spp., ~­

~ spp., etc. l16). 

Hipótesis. - A partir del estudio en aguas negras y alfa! 

fa fresca y achicalada Mcdicago sativa de Ajacuba, Hidalgo,­

se puede obtener una relación de la carga bacteriana existen­

te en las 3 muestras de estudio, esperando disminución de ca!. 

gas en la alfalfa fresca con respecto al agua y ñe 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 la alimentación animal. 
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MATERIAL y METODOS. 

Descripci6n del área de estudio.- Este trabajo se realizó 

~n e! ~ur.!oipic da Aja~ut& en él Estado de Hidalgo, localizado 

entre las latitudes 20° 08 1 y 20° 10 1 con una altura de 2100 

m.s.n.m. Con una temperatura media anual de 17ºC y una precipi­

tación pluvial media anual de 386.B mm. (10,19). 

El tipo de suelo es semidesértico con una capa rica en ma­

teria orgánica. ( 1B) • 

Dada su ubicación y vías de comunicaci6n con Tula, Pachuca~ 

Tulancingo, Tizayuca y por la autopista México-Querétaro hacia 

ambas ciudades (ver mapa No. 1), este Municipio adquiere gran im 
portancia como centro de producción agrícola para la alimenta~ 

ción animal, especialmente el ganado bovino productor de leche1 

los principales productos cosechados en esta zona son el ma!z,­

frijol y alfalfa. (13). 

Métodos de Muestreos.- Se establecieron dos lugares para la 

colecta de agua y alfalfa como ruta crítica de muestreo, mismos 

que se identificaron para fines del estudio como ''A'' y 11 B", am­

bos lugares de muestreo ~e encuentran del lado derecho en rela­

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

El sitio "A" se localiza hacia el Km. 2 de dicha carretera, 

sobre la primera arboleda, y el sitio '1 B" ubicado aproximadamen­

te a 1.3 Km adelante del punto "A'1 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 además 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, inicia"'ndose estos en el mes de Junio. Dichos muestreos fu~ 

ron realizados dentro del tercer lunes de cada mes a las 7.00 H~ 

ras, con el objeto de evitar vRriarles ~n las car~as hacterian~s. 

Las colectas de agua se hicieron tanto del canal de riego 

mas cercano como de las acequias, en nGmero de diez por cada es­

tación y por cada muestreo. En el caso de las plantas Medicago 

~ , el número de muestras fué el mismo que para el agua. 

Obtención de muestras.- Para el agua se utilizaron frascos 

de vidrio estériles, con capacidad de 250 ml, habiéndose reco­

lactado un mínimo de 100 ml a una profundidad promedio de 40 cm. 

aproximadamente. (j6). 

En el caso de la alfalfa Medicaqo sativa se utilizaron 

guantes estériles, bolsas nuevas de polietileno y tijeras pre­

viamente flameadas con alcohol entre colecta y colecta, la cual 

fué de un minimo de 750 g por bolsa, se buscó tornar la base de 

las plantas, as! como también hojas de éstas. 

Envío de muestras.- Una vez colectadas, fueron transporta­

das en cajas de unicel con hielo y refri~erantes para su remi­

sión al laboratorio, en donde fueron debidamente admitidas y r~ 

gistradas en un tiempo no mayor de cuatro horas. 

Se utilizaron 500 9 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-



dentificadas, posteriormente se procedió a su análisis bacterio­

lógico. 

Métodos de laboratorio.- Para la realización de éste traba­

jo se utilizaron métodos de análisis cualitativos y cuantitati­

vos para las aguas ne9ras, alfalfa fresca y alfalfa achicalada. 

Aguas negras.- El análisis cualitativo consistió en colocar 

10 ml de la muestra previamente agitada en un tubo con campana 

de Durham que contenía 10 ml de caldo lactosado (Merck) doble 

concentración, esta operación se realizó en un total de 5 tubos 

por cada muestra, luego se incubaron a 37ºC durante 24 horas, al 

cabo de las cuales, se observó 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 tomó una pequeña can­

tidad de muestra con un asa bacteriológica estéril y se sembró 

en agar de Mac Conkey y agar verde brillante (Merck) por el método 

de aislamiento en cultivo puro ( 6 ) • Posteriormente 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 

regis<ro correspondiente. 

Transcurrido éste tiempo se observ6 el crecimiento de colo­

nias bacterianas, en las cuales se observ6; tamafie, m•rf•l•!!a, 

color y olor. La morfología microscópica y la afinidad tintorial 

se determinaron mediante la técnica de Gram. <21 ) • 

Aquellas colonias sospechosas de ser coliformes se les pro­

cedió a inocular en un tubo con campana de Durham conteniendo 



10 ml de caldo lactosado (Merck) concentración 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 bioquímicas para la identificación del 

género y especie que se trataban, dichos medios fueron: agar tri 

ple azúcar y hierro (TSI)*1 agar citrato de SimmonS*; agar de 

hierro y lisina (LIA)*1 agar urea*1 ácido sulfhídrico, indol y 

motilidad (SIM) *, 

Para la interpretación de resultados del T.S.I. se utilizó 

el cuadro No. 1. 

La interpretaci6n de resultados con pruebas bioqu!micas en 

la identificaci6n de enterobacterias fué basada en el cuadro No. 2 

Para la interpretación de resultados en el agar de hierro y 

lisina (LIA) se utiliz6 el cuadro No. 3. 

Análisis cuantitativo.- Consisti6 en hacer diluciones deci­

males de las muestras, desde 10-1 hasta 10-S (ver cuadro No. 4). 

una vez hechas las diluciones en tubo, se procedi6 a depositar 

1 rnl de la muestra en cajas de Petri estériles, posteriormente 

se agregaron 5 ml de agar triptosa (Merck) previamente fundido 

en baño maría a temperatura de 30-40ºC. se homogeneiz6 la mezcla1 

las placas se colocaron sobre una superficie plana, sin moverlas 

para que se solidificara el aqar. Estas se incubaron en posición 

invertida en la estufa bacteriológica a temperatura de 37°C du-

rante 24 horas. 

Transcurrido este tiempo se hicieron las lecturas para con­

teo de colonias a cada diluci6n y se anotaron en la hoja corres­

* Merck. 
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pendiente al número de la muestra (ver hoja de registro). 

De cada muestra se realizó una siembra en gelatina nutriti-

va lMerck) utilizando 5 ml de dicho medio y 1 ml de la muestra 

sin dilu!r previamente agitada; dejando incubar en la estufa ba~ 

teriológica a 37ºC durante 24 horas. Transcurrido éste tiempo se 

hicieron las lecturas para la licuefacción de la gelatina, pro­

ducci6n de pigmentos, así 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 

licuefacción de la gelatina. Dando como positivos aquellos que 

permanecieron líquidos y como negativos aquellos en donde el me­

dio oolidific6. Los resultados se anotaron en la hoja de regia- ' 

tro correspondiente. (20,2l). 

Alfalfa fresca.- El análisis cuantitativo consisti6 en co­

locar 200 ml de solución salina fisiológica (S.S.F.) mas 100 g 

de muestra previamente triturada en una licuadora cuyo vaso y a~ 

pas fueron previamente esterilizados. Se utiliz6 el jugo resi­

dual de la molienda entre la muestra de alfalfa fresca y la so­

lución salina tisiol6gica (.S.S.F.) para despu~s centrifugar a 

3000 r.p.m. durante 15 min al cabo de los cuales se procedió a 

hacer un frotis a partir del sedimento de cada tubo de centrifu­

gación, para luego ser teñido mediante la técnica de Gram. 

A partir del sobrenadante de cada uno de los tubos se real! 

zó una siembra en caldo selenita (Merck) y un proceso de dilución• 

Para la siembra en caldo selenita, se tomó 1 ml de muestra 

con una pipeta calibrada y se depositó en 10 ml del medio de 

cultivo envasado en tubo con tapón de rosca, se agitó para homo-
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geneizar la muestra en dicho medio y posteriormente se someti6 a 

proceso de incubación a 37ºC durante 18 horas, al cabo de las cu~ 

les se resembr6 en agar verde brillante (Herck). (20,26). 

El proceso de dilución consistió en colocar para cada una 

dp las muestras 4.5 ml de soluci6n salina fisiológica (S.S.F.) 

con 0.5 ml de sobr~nadante a partir del centrifugado, luego se 

sometió a un proceso de mezclado con un agitador de tubos para 

dejar prefectamente homogeneizada la mezcla y obtener la dilución 

10- 1 • A partir de esta se procedió a sembrar en ln mitad de la 

.•laca de agar verde brillante (Herck) a raz6n de 4 gotas de 20 

microli tres cada una, utilizando para ello una pipeta Eppendorf. 

~as gotas se dejaron secar antes de incubar las placas. Este pr~ 

cedimiento se efectu6 de i9ual manera hasta alcanzar la diluci6n 

10-6. (ver cuadro anexo). 

Cuadro No. 4 Diluciones decimales para análisis cuantitativos. 

o.s ml. 

4. 5 
ml. 

1: 10• 

O. 5 ml. 

10- 1 

lo' 
ml 

10- 1 

O. S ml. 

• 5 
l. 
~R 4 • 

ml. 

O• 1110a 10- 2 0.001110• 

l 0.5 ml l º' 
10- 2 10- 3 

1 o- 3 

IAI Aqua. 

IB) Alfalfa. 
ml 

( 16). 



Las cajas de agar ya sembradas fueron sometidas a incubaci6n 

por 24 horas a 37°c, al cabo de las cuales se realizaron las lec­

turas correspondientes contando el número de colonias a cada di­

lución. Una vez obtenido y anotado el dato en la hoja de regis­

tro, se calculó el número probable de colonias por gramo de mue!!. 

tra mediante la transformación de cifras exponenciales. 

Para la realización del análisis cualitativo se utilizó la 

muestra sembrada en caldo selenito incubado previamente a 37ºC 

durante 18 horas, en la cual se observó el enturbiamiento del m~ 

dio por el crecimiento bacteriano. A partir de ésta se sembr6 en 

agar verde brillante (Merck), se incubó a 37ºC durante 24 horas 

y al cabo de estas se hizo la lectura de morfolo9ía, coloración 

y morfología microscópica por la tinción de Gram~ 

Una vez hecho lo anterior, se clasificaron las'colonias de 

acuerdo a su coloración en el agar y su afinidad tintorial como 

enterobacterias fermentadoras de la lactosa y como no fermentad2_ 

ras de esta1 para después realizar las pruebas bioquímicas co­

rrespondientes antes mencionadas para la identificación de en­

terobacterias aisladas de aguas negras~ 

Alfalfa achicalada.- Tanto los estudios cualitativos como 

cuantitativos se realizaron de igual manera que en el estudio de 

la alfalfa frescar las nruebas biequ!mícas y cuadres de refere~ 

cia ~uoren l•s mism•s que para el estudie de a~uas ne~ras. 
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Mapa No. 2 • 
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Cuadro No. 1 

Interpretación de re•ultados en el medio de triple azucares y hierro (TSI). 

expresado en números de reacciones. 

REACCION 
APARIENCIA , 2 J 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 = Fermentación de carbohidratos. 

ROJO = No fermentación de carbohidratos. 

(21). 

... 
"' 



Cuadro No. 2 

Pruebas bioquímicas para la.identifi~aci6n de enterobacterias. 

A B e D E F 

DXIDASA - -
Al ~ 

T S I 1 1-3-4 1-2-4 1-3- 2-3-4 4 2-3-4 
B) Citrobacter freundii 

LACTOSA 1 + 1 V 1 + 1 - 1 - - C) Klebsiella Eneumoniae 

D l Salmonella spp. 

INDOL 1 + 1 - 1 - 1 - 1 + - El Proteus vulgaris 

1 

F) Proteus mirabilis 
UREA - + + - + + -

1 "' CITRATO - - + + 

MOTILIDAD V + -
----·-· 

+ª 1 + 
1 

+ 

H 2 S - + - + 1 + 1 + 

LISINA DESCAR-
BOXILASA 1 + 1 - 1 + 1 + 

--
FENIL ALANINA 
OEAMINASA 1 - 1 - 1 - 1 - 1 + 1 + 

+ positivo - == negativo V = variable 

s. gallinarum y s. pullorum aon inmóviles. 

{21). 



Cuadro No. 3 Identificaci'n bacteriana uti1izand• el a9ar de hierre y lisina. 

ORNITINA 

Providencia 

Proteus rett 

.9.!!.!.· 

(4). 

Agar de hierro y lisina. 

1 

Rojo/Amarillo Horado/Amarillo 6 Amarillo/Amarillo 
Horado/N,utro 6 Horodo/Horado 

H 2 S 

INOOL 

MOVILIDAD _ 

Shigella 

~ 

1 H 2 S 1 
+ 

1 MOVILIDAD J 
+ ¡= 

· 1 
j INDOL +I 

~ Edwarsiella. 

~ ~ 
1 i __L..., 2 INDOL J 

Esc~erichia 1 mira.bilis. vul1aris. 

~ coli 
morganii. H 2 S 

Citrobacter 

~· 
1 INDOL. l 

+\ l G~~~O~~ r 
Arizona 1 hinshawii. 

X.lebsiella 

Salmonella 
~ 

Salmonella typbi. 
Enterobacter cloacae ~ 
Enterobacter aqqlomerans 

Salmonella paratyphi A. 
INOOL 

~. 1 
+ ORNITINA ! 
1 1 

Enterobacter aeroqenes 
Serratia rubidea 

~nterobacter hafniae 

' ... 
' 
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ANALISIS BACTERIOLOGICO DE AGUA 

ANALISIS CUALITATIVO 

1. - PRUEBA PRESUllTIVA. CALDO LACTOSADO. 

NO. DE TUBOS TUBOS POSITIVOS NO. PROBABLE DE 

COLIFORHES POR LT, 

20 

So 
90 

160 

HAS DE 160 

2.- PRUEBA CONFIRMATIVA. SIEMBRA EN MEDIO DE HAC CONKEY. 

RESULTADO. 

3. - PRUEBA COMPLETA. CALDO LACTOSADO. 

RESULTADO. 

ANALISIS CUANTITATIVO. 

1. - DILUCIONES. 

A) DILUCION 10-1 

B) DILUCION 10-2 

C) DILUCION 10-J 

D) DILUCION 1 o-4 

E) DILUCIOll 10-S 

2. - PRUEBA DE LA GELATINA. 

A) PRODUCEN PIGMENTO 

B) PRODUCEN MAL OLOR 

C) LICUAN LA GELATINA 

DIAGNOSTICO. 

COLONIAS 

COLONIAS 

COLONIAS 

COLONIAS 

COLONIAS 

DESDE EL PUNTO DE VISTA BACTERIOLOGICO EL AGUA ES 1 



jg 

Análisis estadístico.- El conteo bacteriano fué transformado 

de su escala logar!tmica de la siguiente Tianera1 para calcular el 

número de bacterias presentes en la suspensión se cuenta el nú­

mero de colonias desarrolladas en el lugar donde se colocaron las 

gotas de muestra y se dividi6 entre el número de gotas para obte­

ner el promedio de colonias por gotas, después se multiplicó por 

el factor adecuado para obtener lml del inóculo y por el factor 

de diluci6n correspondiente, es decir, (Número promedio de colo-

nias por gota) i 12.S (Para convertir Bµl a lml a (Bacterias 

por 9ramo de la dilución) X (Factor de diluci6n] • Bacte~ias-por 

gramo de muestra (UFC/g;)l15). 

De cada muestra se obtuvo la identificación del género Y.ª~ 

pecie bacteriano y además, fué calculada la frecuencia para cada 

uno de ellos de acuerdo a la metodología de Daniels, clasificán­

dolos por sitio de muestreo, género y especie (4). 

El total de muestras obtenidas al final de las J· repeticio­

nea fué de lSO, es decir, 90 por cada estación de muestreo, de los 

cuales 30 fueron para aguas negras, 30 para alfalfa fresca y 30 

para alfalfa achicalada. 



R E S U L T A D O S • 

I.- Aguas neqras. 

20 

En los análisis cualitativos de aguas negras se obtuvieron 

los siguientes resultados: 

1.- Prueba presuntiva.- El 100\ de las muestras durante los 

muestreos ferment6 el caldo lactosado doble concentración, lo 

cual estadísticamente indica un número probable de coliformes m~ 

yor a 160 por litro de muestra. 

2.- Prueba confirmativa.- Todas las placas sembradas en a­

qar de Mac Conkey, registraron crecimiento de colonias caracte­

rísticas de enterobacterias fermentadoras de la lactosa1 estas 

se seleccionaron por colores, los cuales fueron blanco o rojo. 

En el 100\ de las colonias se observaron bacilos Gram negativos. 

3.- Prueba completa.- oe las muestras que se inocularon al 

caldo lactosado concentración 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 ºB 11 1 las gráficas 1 y 2 indican la 

distribución porcentual en ambos sitios. 

En los análisis cuantitativos se obtuvieron crecimientos m~ 

yores a 200 colonias por placa de a9ar (incontables) a la mayor 

diluci6n, es decir 10-s, el 100\ de las muestras fueron positi­

v~s a la prueba de la gelatinasa, con producción de pi9montoa y 

mal olor. 

II.- Alfalfa fresca.- En los análisis 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 morfología micros­

cópica mostró 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 e, indt 

cando el sitio ''A'' y 11 B'' respectivamente. Las gr&ficas y 4,-

muestran la distribuci6n porcentual para ambos puntos. 

En lo referente a las pruebas cuantitativas, resultó que a 

las diluciones 10-1 y 10-2, el nGrnero de colonias obtenidas fué 

abundante y no permitió un conteo confiable en ninguno de los si­

tios de muestreo durante todo el estudio. 

En la dilución lo-3 se obtubieron crecimientos de colonias 

en nGmeros confiables para su conteo, es declr, un rango de l a 4 

colonias contables promedio por gota de muestra¡ esto no indica 

_que el total de placas sembradas registrara crecimiento ya que 

se observó un 35% sin crecimiento en el sitio "A" y un 29\ en el 

sitio ''B'', a lo largo de los tres muestreos. 

La dilución 10- 4 registró un crecimiento muy escaso de colo­

nias, pero es a partir de ésta donde se obtuvieron los valores 

m&ximos de cargas bacterianas, tanto en el sitio "A" como en el 

Las diluciones 10-S y lo-6 no registrare~ desarrollo de col~ 

nias en ningún muestreo y lugar de colección. 

El m&ximo obtenido en la dilución 10-J para el sitio "A'', se 

registró durante el segundo muestreo, alcanzando un crecimiento 

promedio de colonias por gota de muestra de 3, lo que se traduce 
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según los factores de conversi6n en 37,500 UFC/g. 

El m&ximo observado en el sitio ''B'' fué de 4 colonias pro­

medio por gota. Dicho resultado fué obtenido durante el tercer 

muestreo y corresponde según los factores de conversión a 50 1 000 

~e~. 

Para la dilución 10-4 , el desarrollo de colonias en el sitio 

"A" fu¡ de 1.5 en promedio por gotaJ Observando solo una caja de 

agar con crecimiento de colonias, la cual correspondió al segundo 

muestreo. En el primer y tercer muestreos no hubo-crecimiento en 

ninguna placa de agar. 

Una vez hecha la conversión de unidades, el número de UFC/gr. 

fué de 187,500. 

En el sitio ''B 11 de igual manera, solo se obtuvo una placa 

de agar con crecimiento de colonias durante todo el estudio y 

fué en el trecer muestreo con una colonia promedio por gotas de 

muestra. Esto equivale a. 125,000 UFC/g. 

III.- Alfalfa achicalada.- En los análisis cualitativos se 

encontró un crecimiento bacteriano en las placas de agar igual a 

las obtenidas con la alfalfa fresca, es decir, sospechosas do ser 

coliformes. La morfología microscópica y afinidad tintorial por 

la técnica de Gram, fué también igual a la alfalfa fresca. Los 

porcentajes en g~nero y especie obtenidos en los sitios "A 11 y 

"B" durante los 3 muestreos, se pueden observar en los cuadros 

9 y lO. Las gráficas 5 y 6 muestran su distribución porcentual. 

Para las pruebas cuantitativas, al igual que en la alfalfa 

fresca, el crecimiento de colonias bacterianas quedó comprendido 
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entre las diluciones 10-3 y 10-4, ya que en la 10- 1 y 10-2 el 

crecimiento fué abundante, no as! en la 10-S y l0-6 en donde no 

se observó ninguno. 

Para la dilución 10- 3 en el sitio 11 A1
' se registr6 un cre­

cimiento máximo de 4.75 colonias promedio por gotas de muestra, 

correspondiente al segundo muestreo, lo que significa que el cr!_ 

cimiento más alto para el sitio ''A'', en esta diluci6n fuª de -

59,375 UFC/g. 

En el sitio ''B'', el mayor desarrollo de colonias en la di-

1uci6n Jo- 3 se registró durante el tercer muestreo con u~ máximo 

de 5 colonias promedio por gotas de muestra, equivalente a 62,500 

DC/• 

Para la dilución l0-4 , en el sitio "A'' se registró como ma­

yor crecimiento de colonias en el segundo muestreo con l.25 co­

lonias promedio por gotas de muestra, esto indica l56,250 UFC/g. 

Rn el sitio "B'', se obtuvo el mayor crecimiento de colonias en el 

torcer muestreo con un máximo de 0.75 colonias promedio porgo­

tas de muestra, lo que significa un total de 93,750 ~FC/g. 
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cuadro No. 5 

Identificación y porcentaje bacteriano en aguas negras en el 

sitio "A" durante los 3 mueetreos mediante pruebas bioqu!micas. 

MUESTREO 

GENERO Y ESPECIE. 1 2 3 TOTAL PORCENTAJE 

~· 6 6 7 19 46 .34 

Enterobacter spp. - 2 4 6 14. 63 

Citrobacter app. - 2 4 6 14. 63 

Yersinia spp. 1 - - 1 2. 4 3 

Proteus spp. 
E. coli 5 3 - e 19. 5 1 

~spp. 
1 - - 1 2. 4 3 

Enterobacter 5nn 

TOTAL. 13 1 3 1 5 41 
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Gr!Íf ica No. 1 

!d~nt!!iac!6~ y p~rce~t~je b5ctc=!3nc en aguas negras en el 

sitio "A" durante los tres muestreos mediante pruebas bioquímicas . 

... 
M 

"' ... 

M M 
:;; 

"' ~ O\ ... ;! 
M M ., ., 

A B e o E F 

A) ~-
B) Ente roba e ter spj> • 

C) Citrobacter spp_. 

O) .Yersinia spp. 

E) ~spp. y !.!. ~ 
F) ~spp. y En te roba e ter spp. 
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Cuadro No. 6 

Identificación y porcentaje bacteriano en aquas negras en el 

sitio "B" durante los J muestreos mediante pruebas bioquímicas. 

MUESTREO 

GENERO y ESPECIE 1 2 3 TOTl\L PORCENTAJE 

~· 6 6 9 2 1 45.65 

~spp. 
G 4 - , o 2, • 7 3 !:.=. EEll 

~spp. 
1 - - 1 2. 17 Enterobacter spp. 

Enterobact~r spp. - 3 6 q 19.56 

Citrobacte~-- spp. - 2 3 5 10.86 

TOTAL. 13 1 5 , 8 46 
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Gráfica No. 2 

laentit1cación y porcer:itaje b.acterianO en aguas -nec;¡ras en el 
•• -. '· ' > -· - :, 

sitio "B" durante '1os -.3 'muest'l:eÓ~-·_: mediante pr~~·bas 'bioquímicas. 

"' "! 
"' ... 

.., .... 

"' 
.... 

"' 

A B e 

A) ~· 
B) Proteus spp. y ~· 
C) Proteus spp. y En te roba e ter 

O) En te roba e ter spp. 
E) Citrobacter spp. 

"' "' 

D 

spp. 
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Cuadro No. 7 

Identificación y porcentaje bacteriano en alfalfa fresca en el 

sitio 
1
'A" durante los J muestreos mediante pruebas bioquímicas. 

MUESTREO 

GENERO y ESPECIE 1 2 3 TOTAL PORCENTAJE 

Enterobacter spp. 7 11 8 26 81. 25 

Enterobacter spp. 
1 - - 1 3 .12 Ci trobacter spp. 

~ntcrobacter spp. 
Proteus ª.E.E· - - - - - -
Sin crecimiento. 2 1 2 5 15.62 

TOTAL. 1 o 1 2 1 o 32 



Gráfica No. J 
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lden~ificación y porcentaje bacteriano en alfalfa fresca en el 

sitio "A
11 

durante los J muestreos mediante pruebas bioquímicas. 

;;; 

A D 

A) Enterobacter spp. 

B) Enterobactcr spp. 

C) Enterobacter spp. 

D) Sin crecimiento. 

o 

e 

y 

y 

N 

"' 

D 

Citrobacter 

~spp. 

spp. 
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Cuadro No. 8 

Identificación y porcentaje bacteriano en alfalfa fresca en el 

sitio "B'' durante los 3 muestreos mediante pruebas bioquímicas. 

MUESTREO 

GENERO y ESPECIE 1 2 3 TOTAL PORCENTAJE 

Enterobacter spp. 4 10 9 23 74. 19 

Entcrobacter spp. 
2 - - 2 6.45 Citrohacter spp. 

Enterobacter spp. 
1 6. 1 2 4 - 1 5 Proteus spp. 

Sin crecimiento. - 1 - 1 J. 22 

TOTAL. 10 11 10 31 
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Gr(fica No. 4 

¡J6~~lfiLh~l6n y po1u~ntaj~ bacL~~lano en alfalfa fresca en el 

sitio "B" durante loo J muestreos mediante pruebas bioquímicas. 

"' .. ... 

A 

"' ~ 
"' 

B 

A) ~nterobacter spp. 

"' 
.D 

"' "! 

e o 

B) Enterobacter sp_p. y Citrobacter spp. 

C) Enterobacter &PR· y Proteus spp. 

O) Sin crecimiento. 
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Cuadro No. 9 

Identif icaci6n y porcentaje bacteriano en alfalfa achicalada en el 

sitio 11 A" durante los 3 muestreos mediante pruebas bioqu!micas. 

MUESTREO 

GENERO y ESPECIE 1 2 3 TOTAL PORCENTAJE 

Enteroba.cter spp. e 9 7 24 75 

Enterobacter spp. 
E. coli 3 2 3 e 25 

TOTAL. 11 ,, 1 o 32 100 
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Grifica No. 5 

Identificación y porcent~j~ b&ut¿ri~no en alfalfa achicalada en 

el sitio 11A11 durante los 3 muestreos mediante pruebas bioquímicas·. 

"' ,... 

-· 

A 

"' N 

-

A) Enterobacter s9p. 

B) Enterobacter spp. y ~ ~ 
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Cuadro No. 1 O 

Identificación y porcentaje bacteriano en alfalfa achicalada en 

el sitio "B" durante los 3 muedtreos mediante pruebas bioquímicas. 

MUESTREO 

GENERO y ESPECIE 1 2 3 TOTAL PORCENTAJE 

Enterobacter spp. 7 7 8 22 70. 96 

Enterobacter spp. 
3 4 2 9 29.03 E• coli 

TOTAL, 10 ,, 10 3 1 99.99 
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Gráfica No. 6 

IJ6ntific~=ié& 1 pcrc~nt~j~ ~Ar.t~rjano en alfalfa achicalada en 

el sitio "B" durante los 3 muestreos mediante pruebas bioqu!micas. 

A B 

A) Enterobacter spp. 

B) Enterobacter spp. y E. coli. 



Cuadro No. 11. Cargas bacterianas máximas totales encontradas en 

aguas negras, alfalfa fresca y alfalfa achicalada y sus reducciones 

proporciona1es. 

LUGAR DE 
TIPO DE MUESTRA CRECIMIENTO MAXIMO REDUCCION DE LA 

MUESTREO {UFC/*).X 103. CARGA BACTERIANA** 

AGUAS NEGRAS > 30,000. ----

l\ ALFALFA FRESCA 187 160 

ALFl\LFl\ ACHICALADA 156 192 

AGUAS NEGRAS > 30,000 --

B ALFALFA FRESCA 125 240 

ALFALFA ACHICALADA 94 320 

(*) Para aguas negras se utiliza UFC/ml. y para alfalfa UFC/gr. 

J 

"' 

{**} Proporción en que reduce su carga bacteriana en relación a la de las aguas negras. 
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D I S C U S I O N • 

Las poblaciones bacterianas encontradas en el agua fueron ~ 

cerdee~ lac obtcnidac en ct=aa inv~stigaciones {P~rez,1978), en 

donde el principal germen de orígen fecal fué ~, seguido por 

Enterobacter spp.1 en cuanto a su cantidad, esta resultó ser mas 

elevada de lo esperado, ya que el número de colonias encontradas 

fué superior a 300 en la dilución mas alta (10- 5 }. Esto se puede 

explicar dadas las variables a que las aguas negras se ven sujetas 

tales como la cantidad de materia orgánica disponible, oxígeno di­

suelto, temperatura, p.H., presencia de agentes químicos inhibid~ 

res o promotores del crecimiento bacteriano,. entre otros. Dichos 

factores pueden alterar de manera ascendente o descendente las P2 

blaciones bacterianas del agua (l,8,.12,17,26). 

para la alfalfa fresca y achicalada, los principales gérmenes 

encontrados fueron Enterobactcr spp. y ~, dichos resultados 

son similares a los obtenidos por Valdivieso (1977), en donde el 

principal germen fué Enterobacter spp. 

Las cargas bacterianas reales encontradas en la alfalfa fres­

ca y achicalada, fueron muy inferiores a las registradas en las ~ 

guas negras, a su vez, la carga bacteriana obtenida en la alfalfa 

achicalada, no registró una disminución considerable en relación· a 

la alfalfa fresca. 

Es importante hacer notar que el proceso de achicalado se 11~ 

vó a cabo en condiciones de laboratorio, no como se viene haciendo 

de manera comercial en la región para su distribución. Estas condi­

ciones pudieron favorecer el mantenimiento de las poblaciones bac­

terianas al no ser expuestas al sol y al aireamiento de la misma m~ 

nera que la alfalfa achicalada comercial. 
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En números porcentuales relativos, las poblaciones bacteria­

nas de las aguas negras y la alfalfa fresca y achicalada, sufrie­

ron una inversi6n en cuanto a la presentación de los dos gérmenes 

mas importantes, es decir, para las aguas negras fué ~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 distribuci6n porcentual no quiere 

decir que la poblaci6n de Enterobacter spp. en la alfalfa fresca 

y achicalada haya presentado un incremento real, ya que, aunque 

fué el germen mas abundan~e, no iguala a la población porcentual 

real de Enterobacter spp. en el agua. La disminución real en can­

tidad de bacterias encontradas en la alfalfa fresca y achicalada 

con relación a las aguas negras, se puede deber a condiciones am­

bientales de adaptación en relación a cada germen, es decir, exi~ 

ten bacterias de la familia Enterobacteriaceae tales como ~­

~ spp. y Citrobacter spp. con hábitat natural sobre l•s 

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 la acción 

conjunta de los rayos solares y el viento, as! pues, Enterobacter 

spp., por su mayor adaptaci6n a dicho cambio, permanece en mayor 

proporción que E.coli, la cual desciende drásticamente. 

En n~nguno 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 ~ que inhibieron su desarrollo no solo en los medios de 
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cultiva sino en las mismas a,uas de rie!O, además de las c~';;'~}~Í 
nes medio ambientales a las que Salm~nella s~?· se vi' sujeta y 

que no se han estudiadc prGfundamente. También cabe la posibili-

dad de que esta bacteria se destruya antes de lle~ar a la zona 

estudiada. 

En cuantQ al an:Í.lisis estad!stico para obtener una cQrrela-

ci4n entre las diferentes car~as bacterianas, este no se ~uede 11~ 

var a cabo dado que en loe análisis cuantitativos de la alfalfa 

fresca y achicalada se tom6 como máximo de población a aquellas • l.!, 

cae de a!ar que ~resentaron el mayor número de colonias desarroll~ 

das, sin tomar en cuenta aquellas que no presentaron crecimiento o 

de qu& muestreo provinieron, de tal manera que faltaron datos de 

sequimiento para cada muestra y esto implica no poder aplicar los 

planteamientos de una correlación. (4). 

Las car,as bacterianas encontradas en el agua de rieigo, mue.! 

tran un peliqro potencial muy eievado para los animales Y el hom-

bre, de acuerdo a la Le!islaci6n Sanitaria vigente en M'xico (6). 

L s ve,etales como la alfa1fa fresca y achicalada muestran 

car,as bacterianas no peli~rosas para el consumo animal, dada su 

cantidad y distribución poblacional, ya que en la literatura re-

visada; el gGnero Enterobacter spp., no se considera como un ge~ 

men pat6geno de importancia en Medicina Veterinaria y, ~al 

permanecer en cantidades menores sobre la superficie de la plan-

ta, tampoco representa un peliqro latente. 
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