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RESUMEN

GARCiA DURAN MARIANA. Caraclerizacion de enterobacterias a partir de un sistema de
tratamiento de aguas residuales de una granja porcina a pequefa escala. (Bajo la direccion
de MCV. Gerardo Ramirez Hernandez y MPA. Alejandra Mercadillo Sierra)

El objetivo de este estudio fue determinar la presencia de Salmonella, asi como la
cuantificacion de enterobacterias en la fraccion liquida de los desechos porcinos obtenidos
a partir de un tratamiento primario, el cual consiste en la separacion de los desechos en una
fraccion solida y una fraccion liquida. Los puntos de muestreo fueron: carcamo de
coleccion (CC). liquido separado (LS) y fosa de sedimentacion (FS). Las muestras se
tomaron durante cinco semanas con dos repeticiones por cada punto de muestreo teniendo
un total de 30 muestras. A cada muestra se le realizé la cuantificacion de enterobacterias
(UFC/g) asi como el aislamiento y tipificacion de Salmonella y aislamiento de E. coli. Los
resultados se analizaron mediante un analisis de varianza con el paquete estadistico SAS.
Las etapas del tratamiento no mostraron diferencia estadistica (P>0.05) en la cuantificacién
de enterobacterias: CC (2.6 x 10° UFC/g), LS (2.1 x 107 UFC/g) y FS (9.0 x 10° UFC/g). En
la misma manera para E. coli (UFC/g) tampoco mostré diferencia en las etapas del
tratamiento: CC (6.4 x 10°), LS (6.7 x 10°) y FS (5.5 x 10%). En relacién al aislamiento y
tipificacion de Salmonella se encontrd Salmonella entérica serovariedad Choleraesuis en
las tres etapas: CC 20%, LS 40% y FS 30%. Concluyendo que el sistema de tratamiento
primario de aguas residuales consistente en un carcamo de coleccion, separador y fosa de
sedimentacion no elimina Salmonella entérica y no reduce la cantidad de enterobacterias en

ninguna de sus etapas.



INTRODUCCION
La porcicultura es la actividad pecuaria que se encuentra en primer lugar a nivel
mundial en produccion de carne con 93.3 millones de toneladas al afio. México se ubica en
el lugar nimero 18 a nivel mundial y, en segundo en Latinoamérica después de Brasil .
En la década de los 90’s, la oferta de carne de cerdo en México crecié a un promedio de
3.5%, ubicandose al final de la década en 994,186 toneladas, lo que colocé a la carne de

cerdo como la tercera mas consumida en nuestro pais, con una disponibilidad per capita de

15.1 kg .

Actualmente la porcicultura es una actividad que tiende a concentrarse en grandes
unidades de produccion las cuales emplean tecnologias de punta en aspectos como sanidad,
reproduccion, genética, instalaciones y manejo en general. En México se observan
basicamente tres diferentes sistemas de produccion, caracterizados por su nivel tecnolégico:
1) sistema tecnificado que se estima representa aproximadamente el 55% de la producciéon
nacional; 2) sistema semitecnificado representando el 15% y el 3) sistema de traspatio que
representa el 30% de la produccion nacional . En nuestro pais, un mayor nivel de
tecnificacion en la produccion, significa una mayor cantidad de cerdos; contar con
instalaciones adecuadas, elaborar su propio alimento, tener una alta genética entre otras. La
porcicultura con una alta concentracion de animales genera una gran produccién de ruido,
olores y sobre todo de desechos orgéanicos a través de las heces y orina “ Esta situacion
trae como consecuencia un aumento en la capacidad contaminante de la granja sobre todo

en regiones del pais que presentan una alta densidad de poblacién porcina @



[99)

Ambientalmente se han identificado cuatro aspectos relevantes generados por la
produccion porcina: la gran concentracion de animales en explotaciones poco tecnificadas;
la falta de una relacién con actividades agricolas, que tiene como resultado la eliminacién
de los desechos porcinos (orina, excretas y alimento desperdiciado) en terrenos que no son
agricolas o su descarga en rios o lagunas sin ningun tratamiento previo; alimentos mal
balanceados que origina una gran cantidad de heces y contienen ademas una alta
concentracion de nitrogeno y fésforo; y el uso indiscriminado de agua que se utiliza para
remover los desechos porcinos dentro de las granjas, contaminando asi grandes cantidades
de este recurso no renovable ®. En este sentido el tratamiento mas utilizado en México por
parte de los porcicultores no tecnificados es el fisico que consiste en la dilucién de los
desechos porcinos en agua, para posteriormente sedimentar los soélidos y a continuacion
realizar una separacion mecanica, con lo que se obtienen tanto una fraccién liquida que es
vertida a tierras de cultivo o cuerpos de agua, como una fraccion solida con 15-20% de
(6)

humedad ™. En los sistemas de produccién tecnificados la fraccion liquida recibe un

tratamiento biologico que consiste en lagunas de fermentacion aerobias o anaerobias. En
las lagunas aerobias intervienen bacterias que degradan la celulosa y la lignina contenidas
en los desechos de la granja. Estas lagunas son de poca profundidad y las aguas tratadas

pueden ser fuente de nutrimentos para el crecimiento de algas y peces 7.8)

. Las lagunas
anaerdbicas reciben este nombre ya que este proceso se lleva a cabo en ausencia de
oxigeno y con bacterias que forman acido y metano. Estas lagunas requieren menor
superficie pero mayor profundidad y el agua producida puede ser usada para riego de
cultivos, crecimiento de peces y algas; y los sedimentos como fertilizantes o como materia

prima para la alimentacion 7.



En granjas con baja o nula tecnificacion la eliminacién de los desechos porcicolas se
lleva a cabo sin ningun tratamiento y se vierten a terrenos cercanos a las granjas, a sistemas
de drenaje publico 6 a cuerpos de agua como rios y lagos. En algunas granjas de este tipo se
han implementado sistemas de tratamiento primario consistentes en: la coleccién de todas
las excretas en un carcamo, seguido de la separacion de los solidos por un método fisico,

con un separador mecéanico ®.

La excreta porcina contiene un alto porcentaje de materia organica, de la cual, s6lo
el 55% es biodegradable; ademas contiene algunos contaminantes como son minerales
como cobre, zinc y arsénico ©, ademas de microorganismos patdgenos citandose virus,

parésitos y bacterias ).

En el caso de las bacterias se ha establecido que una variedad de ellas pueden
sobrevivir y multiplicarse en las heces de cerdo durante su almacenamiento. Entre estas se
encuentran Salmonella, Escherichia coli, Erysipelothrix rhusiopathiae,
Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens,

Bacillus anthracis, Brucella, Leptospira y Brachyspira hyodysenteriae

0.10)

En cuanto a la fraccion sélida se han realizado analisis bacteriolégicos y se han
buscado tratamientos para reducir la presencia de agentes bacterianos como son el ensilaje
que eclimina a Salmonella y E. coli después de 11 dias UMDy Ja composta que elimina

bacterias patégenas como Sa/monella a una temperatura entre 64-67 °C por 2 a 3 semanas

(13.14)



En relacion al andlisis bacteriologico de la fraccion liquida se ha documentadeo la
presencia de enterobacterias en lagunas aerobias y anaerobias (15:16), algunas investigaciones
mencionan que enterobacterias como Sa/monella puede sobrevivir durante varios meses y
dar resultados positivos, aun cuando no existan animales infectados al momento de tomar la
muestra 7). La fraccion liquida de los desechos porcinos constituyen un problema serio de
contaminacioén para rios, lagos y tierras cercanas a las granjas. lo cual ha originado la

necesidad de desarrollar un manejo adecuado o un tratamiento completo .18

, que puede
consistir en un tratamiento quimico utilizando reactivos como cloruro férrico, cal y
polimeros organicos que aumentan la eficiencia de la sedimentacion y la filtracion 9, o
tratamientos naturales como el carvacrol y el timol que son antimicrobianos naturales y se
encuentran en el orégano y el tomillo demostrando que reducen olores y patégenos
inhibiendo Jla fermentacion microbiana reduciendo micororganismos anaerobios y

eliminando coliformes fecales, por mencionar algunas alternativas 2.

Caracteristicas de Salmonella enterica

Es un miembro de la familia Enterobacteriaceae, bacilo Gram-negativo, movil y
anaerobio facultativo. Esta bacteria se puede multiplicar entre los 7 a 45 °C y sobrevive al
frio y la desecacién, persistiehdo por semanas, meses o afios en sustratos organicos con pH
menores a 5. La habilidad para sobrevivir en el ambiente, asi como su prolongado estado de
portador en innumerables hospedadores asegura su distribucion mundial, siendo la

enfermedad zoondtica mas encontrada V.



Se reconocen actualmente 2213 serovariedades diferentes de las cuales mas de 200
han sido aisladas de personas infectadas. Los cerdos pueden ser infectados por algunas
serovariedades como son S. Choleraesuis, y S. Typhisuis que son los mas adaptados; y S.
Typhimurium, S. Choleraesuis y S. Derby son los mas frecuentes 2.

Grandes cantidades de materia organica frecuentemente contaminadas con
Salmonella resultan de una produccién intensiva creando un problema de la disposicién de
las excretas, un ejemplo de ello es que se ha podido recuperar Salmonella Choleraesuis de

heces secas después de 13 meses de almacenamiento @,

Al realizar un estudio para comparar la resistencia de Salmonella a los
antimicrobianos a partir, por un lado de muestras de aguas residuales y por el otro muestras
de organos, alimento para animales y comida; se encontré en el primer caso que la
resistencia a Jos antimicrobianos fue en el 92% de 24 muestras y en el segundo la
resistencia fue del 27% de 934 muestras, demostrando que existe mayor resistencia
antimicrobiana en muestras aisladas a partir de fuentes ambientales como son las aguas
residuales que a partir de organos, alimento para animales o comida. Respecto a las
muestras tomadas del medio ambiente existid resistencia a 10 antimicrobianos, los tres

principales fueron estreptomicina, tetraciclinas y acido nalidixico *%.

Caracteristicas de Escherichia coli
Es un bacilo Gram-negativo fermentador de la lactosa, componente de la microbiota

normal del intestino. La mayoria de las serovariedades son saprofitas pero otras son

. . 3 . . , .
patogenas y causan enfermedades en humanos y animales ?*. Las manifestaciones clinicas



més Importantes son: enterotoxica. enterotoxémica o septicémica. La colibacilosis
enterotdxica ocurre en lechones y becerros como un cuadro diarreico. A veces, la
presentacién depende del estado inmunitario del animal. La forma enterotoxémica se
presenta en cerdos de 6 a 14 semanas asociandose al destete y factores nutricionales que
permiten la proliferacion de E. coli beta-hemolitica %

La serotipificaciéon es establecida mediante los siguientes antigenos: O (pared
celular), K (capsula o fimbria) y H (flagelar). Aproximadamente, existen 160 antigenos O,
100 antigenos K y 60 antigenos H. Ciertas serovariedades estan asociadas a enfermedad,
por ejemplo la serovariedad 0157:H7 produce una citotoxina que esta asociada a colitis
hemorragica en el humano mientras que la serovariedad O157:NM (no movil) produce una

enterotoxina que causa diarrea en los lechones .,



Marco Legal para el tratamiento de aguas residuales

Por el riesgo que representan los desechos fecales por el potencial contenido de
organismos patéogenos para la salud animal y humana, existen en México cuatro leyes
relacionadas con la proteccion ambiental, que son: la Ley General de Equilibrio Ecolégico
y de Proteccion al Ambiente, la Ley de Aguas Nacionales, la Ley General de Salud y la Ley
Federal de Derechos ®. En enero de 1997 se publico la Norma Oficial Mexicana NOM-
001-ECOL-1996 que establece los limites maximos permisibles de contaminantes en las
descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales, con el objetivo de proteger su
calidad y posibilitar sus usos. La aplicacién de la norma es gradual y las fechas de
cumplimiento son los aﬁos 2000, 2005 y 2010, segin la carga contaminante medida por la
demanda bioquimica de oxigeno (DBO) con un parametro minimo de 10 mg/l y maximo de
150 mg/1 o sélidos suspendidos totales (SST) con un pardmetro minimo de 10 mg/l y como

maximo 125 mg/1, con un potencial de hidrégeno (pH) de 5 a 10 unidades @n

Para determinar la contaminacién por patégenos se toma como indicador a los
coliformes fecales. El limite maximo permisible para las descargas de aguas residuales
vertidas a aguas y bienes nacjonales, asi como las descargas vertidas a suelo (uso en riego
agricola) es de 1,000 y 2,000 como niimero mas probable (NMP) de coliformes fecales por
cada 100 ml para el promedio mensual y diario, respectivamente @7, Las desventajas de esta
norma en cuanto a presencia de microorganismos es establecer un limite méximo
permisible para coliformes fecales lo cual no se logra mediante un tratamiento primario,

que es el tratamiento que muchos porcicultores realizan descargandola en cuerpos de agua

o suelos agricolas.



JUSTIFICACION

El tratamiento primario consiste en una separacién de los desechos porcinos que da
como resultado una fraccién solida con cierto porcentaje de humedad y una fraccién
liquida. Respecto a la fraccion sélida, se han realizado estudios bacteriologicos para
determinar la presencia de agentes bacterianos; y se ha utilizado el ensilaje y la composta
para disminuirlos. En la fraccion liquida se ha hecho pocos estudios para determinar la
presencia de agentes patégenos. Esto es importante ya que una gran parte de los
porcicultores en México utiliza el tratamiento primario, donde la fraccion liquida es
descargada directamente a los cultivos o enviadas a rios o lagos desconociendo el tipo v la
carga de patdgenos que contiene, con el riesgo de transmitirlo a otras poblaciones animales
y humanas. De ahi la necesidad de evaluar el contenido de algunos patégenos en los

liquidos eliminados mediante un tratamiento primario en un sistema semitecnificado a

pequeiia escala.
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HIPOTESIS

En una granja porcina semitecnificada a pequefia escala, el sistema de tratamiento
de aguas residuales basado en la separacion de sélidos y sedimentacién no cambia la

concentracion de enterobacterias contenidas en la fraccion liquida resultante.



OBJETIVO

Determinar la presencia de Salmonella y realizar la cuantificacion de enterobacterias
en la fraccion liquida de los desechos porcinos de una granja semitecnificada a pequeia
escala a partir del material del carcamo de coleccion, del liquido separado y de la fosa de

sedimentacion, de un tratamiento primario.



12

MATERIAL Y METODOS

El estudio se llevo a cabo en una granja porcina semitecnificada a pequefia escala
ubicada en e} municipio de Otumba al oriente del Estado de México. Es una explotacion
lechonera que tiene 100 hembras reproductoras y cuenta con un sistema de tratamiento
primario que consiste en una recoleccién de los desechos porcinos de todas las areas de la
granja hacia un carcamo de coleccién y posteriormente pasa por un separador mecanico de
sélidos. Este separador consiste en una prensa de tornillo que exprime los desechos
obteniendo asi la fraccion sélida y la fraccion liquida, esta ultima a su vez es transporta a la

fosa de sedimentacion a través de un tubo separador .

Las medidas del carcamo de coleccion (CC) son: 2.34 m de ancho, 3.06 m de largo

y 5 m de altura al centro; la fosa de sedimentacion (FS) mide 1.66 m de ancho, 1.95 m de

largo y 2.43 de altura.

Muestreo

Con base en estudios previos, se determiné que el paso del material liquido por el
sistema de tratamiento primario tiene una duracion de 6 dias, por lo que cada muestreo se

llevé a cabo una vez a la semana ®%,

El muestreo se repitié durante cinco semanas para establecer la homogeneidad del
proceso. En cada semana se obtuvieron muestras iniciales a partir de los siguientes puntos

de muestreo: el carcamo de coleccion (CC), del liquido separado (LS) y de la fosa de

sedimentacion (FS) (Figura 1).
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Se colectaron muestras de 200 ml utilizando un dispositivo hidraulico, en cinco
areas diferentes de cada uno de los tres puntos de muestreo. Estas cinco muestras iniciales
s¢ mezclaron con el fin de obtener una muestra final de un litro para cada punto de
muestreo (Figura 2). Las muestras finales se depositaron en recipientes de vidrio
previamente esterilizados y se procedié a medir el pH con tiras reactivas y tomar la
temperatura del liquido colectado (Anexo 1). Los frascos se identificaron y se colocaron en
una caja de poliuretano con refrigerantes. Este procedimiento se repitié en cada muestreo y
asi se obtuvieron dos muestras por semana para cada punto de muestreo (30 muestras en
total). Las muestras se conservaron en refrigeracion a 4 °C durante el trasiado de la granja

al laboratorio.

Figura 2. Obtencion de la muestra a partir de la fosa de sedimentacion

Anilisis bacteriolégico.
Este se realizo en el laboratorio de diagnéstico del Departamento de Produccion
Animal: Cerdos. de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad

Nacional Auténoma de México.



Conteo de enterobacterias

El conteo de enterobacterias se realizo por medio de diluciones décuples seriadas a
partir de 10" hasta 107", colocando 1 ml de muestra en 9 ml de solucién salina fisiologica
estéril (SSF) (Figura 3). A partir de cada dilucion se tomaron 50l y se sembraron en agar
MacConkey m (MC), se procedié a su incubacion a 37 °C durante 24 h (Figura 4).
Posteriormente se registrd el numero de unidades formadoras de colonias por gramo

(UFClg) .

Figura 4. Siembra de la muestra en agar MacConkey posterior a las
diluciones.

( Bioxon. Becton Dickinson de México. Catalogo 210900 (REF 4300109)



Aislamiento e identificacion de Salmonella entérica
El aislamiento e identificacion de Salmonella se realizé tomando 10 ml de cada
muestra del CC. LS y FS que se inocularon en 90 ml de caldo selenito de sodio'" asi como

en caldo tetrationato®® para posteriormente incubarse a 37 °C durante 18 a 24 h (Figura 5).

Figura 5. Muestras de aguas residuales inoculadas en caldo selenito (1) y
caldo tetrationato (2).

Después de este tiempo se resembraron por la técnica de hisopo en agar Salmonella-
Shigellau’ (SS) y verde brillante'” (VB), a las 24 h se hizo una segunda resiembra en SS y

VB. Al tercer pase se dio por concluida la presencia o no del agente .

Las cajas con presencia de colonias sospechosas a Salmonella que en el caso del SS
son transparentes con un punto negro al centro y en VB son de color rosa. se tomaron con
el asa microbiologica y se realizo un frotis, si las colonias eran bacilos Gram negativos se
tomd una colonia para resembrarla en una placa con agar SS y VB para su purificacion. A
las 24 h posteriores a la resiembra se realizd su identificacion a través de pruebas

bioquimicas sembrandolas en Agar Hierro Tres Azicares (TSI), medio de SIM, Agar

" Bioxon. Becton Dickinson de México. Catalogo 220300 (REF 4300203)
@ Bioxon. Becton Dickinson de México. Catalogo 211683 (REF 4300120)
@) Bjoxon. Becton Dickinson de México. Catalogo 214400 (REF 4300144)
“ Bioxon. Becton Dickinson de México. Catalogo 211708 (REF 4300124)



Citrato de Simmons, urea, malonato, ramnosa, arabinosa y trehalosa (Figura 6),

incubandose durante 24 h a 37 °C ©¥9,

Figura 6. Bioquimica de Salmonella entérica serovariedad Choleraesuis
donde trehalosa y arabinosa son negativas; ramnosa positiva.

Para corroborar el serogrupo se utilizé antisuero de Salmonella grupo C,, grupo
somatico O (Salmonella O Grupo C,, factores 6, 8)(” colocando 50 pl en una placa de
vidrio y tomando con una asa bacterioldgica colonias a partir de MacConkey previamente
sembrado con Salmonella (Figura 7). Se homogeneizd el antisuero con las colonias, si

durante los 3 primeros minutos hubo aglutinacion, la reaccion se considero positiva.

™ Difco. Distribuido en México por Becton Dickinson de México. Catalogo 222641



Figura 7. Agar MacConkey con colonias sospechosas a Salmonella entérica.

Técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) para Salmonella
Para confirmar la ausencia o presencia del agente se realizo la técnica de PCR con

los iniciadores invA-MFF1 e invA-MFF2.

De las 30 muestras obtenidas se redujeron a 15. ya que eran dos muestras para cada

punto de muestreo.

La técnica se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia Molecular, de la Facultad

de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad Nacional Auténoma de México.

Extraccion del ADN

Se colocaron 15 pl de la muestra en un vial, se centrifugd a 12 mil revoluciones por
minuto (rpm) durante 15 min. Terminada la centrifugacién se agregaron 100 pl de

solucion buffer (TE), EDTA, proteinasa K y 100 ml de SDS al 10%.




Los viales se pusieron a bafio Maria a 5¢ °C durante 30 minutos, posteriormenle se
adicion6 a cada vial 190 pl de fenolcloroformo. Se realizé una segunda centrifugacion a
1200 rpm por 20 segundos para obtener el ADN y depositarlo en otros viales (Figura
8). A cada muestra se le agregd metanol (por cada volumen que hubiera de ADN se
agregaban 100 ul) y acetato de sodio 3 molar pH 6 (por cada 100 pl de metanol se

agregaron 10 pl de acetato de sodio).

Se realizé una centrifugacion en condiciones de refrigeracion a 13,500 rpm a 4 °C
por 20 minutos y se separd el sobrenadante colocandolo en otros viales para secar por
centrifugacion al alto vacio. Después de secar la preparacion se agregaron a cada vial 15 pl

de TE.

Por otro lado se prepar6 el gel con 80 pl de Tris-acetato de sodio (TAE) al 10% y

0.8 gr. de agarosa; se calentd, se dejo enfriar y sc vacio en la cdmara de electroforesis.



Se tomaron 5 pl de buffer de carga (sucrosa, bromofenol y Xylene Cyanol) con la
pipeta y se mezclaron con 5 pl de la muestra para depositarse en cada uno de los pozos de
la camara de electroforesis; realizando el mismo procedimiento para cada una de las
muestras. La cdmara se programé con 90 voltios, terminando la prueba, €l gel se colocod en
bromuro de etidio por 7 minutos para posteriormente introducirse en la camara de lectura y

observar la presencia de ADN,

Amplificacion del ADN

En otros viales se agregaron 25 pl de agua y se le adicionaron: 5 pl de buffer 10X,
4.5 pl de Cloruro de Magnesio, 2.5 pl de dNTP, el ADN extraido, 2 pl de iniciadores, 4 pl

de albumina, 4 pl de Triton y 1 ml de Taq polimerasa.

Las muestras se centrifugaron y posteriormente se introdujeron al termociclador
siguiendo las siguientes condiciones: a) Desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3
minutos. b) Repetir 30 veces tanto la desnaturalizacién como el alineamiento a 94 °C y 55
°C por 30 segundos, respectivamente. ¢) Extension a 72 °C durante 30 segundos. d) Por

ultimo. la extension final a 72 °C por 7 minutos.

Se realizo nuevamente la preparacion del gel y los procedimientos posteriores a esté
anteriormente mencionados. Cabe sefialar que en el carril 1 y 15 se colocd el marcador, en

el carril 2 v 6 el control positivo (+) y en el carril 14 y 22 el control negativo (-).




Aislamiento de E. coli

El aislamiento de E. coli se realiz6 a partir de las mismas muestras tomadas det CC,
LS y FS sembrando 1 ml en agar MacConkey; e incubandolo a 37 °C durante 24 h. Al
término de este tiempo se seleccionaron colonias sospechosas a E. coli (de color rosa,
grandes y mucoides) para realizarles un frotis. Aquellas que fueron Gram negativas y de
morfologia coco-bacilar se resembraron en agar MacConkey (Figura 9), a las 24 h se
realizo la bioquimica corta que consiste en TSI, medio de SIM, agar citrato de Simmons y
urea, se incubaron durante 24 h y posteriormente se procedi6 a realizar la lectura (12,30 y

registrarlo en un formato de identificacion bacteriana (Anexo 2).

Figura 9. Agar MacConkey con colonias de E. coli con 24 h de sembrada.
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Anailisis estadistico

Los resultados de las unidades formadoras de colonia por gramo (UFC/g) para el
conteo de enterobacterias y E. coli de las muestras tomadas de CC, LS y de FS, se
transformaron obteniendo el logaritmo base 10; con los datos asi transformados se llevé a

cabo el analisis de varianza, por medio del paquete estadistico SAS (Statistic Analisis

System, 1998) utilizando el siguiente modelo:
Yi TR EAite
donde:
Y, = variable de respuesta.
L = media general.

A; = Efecto del tipo de muestra (1 = carcamo de coleccién, 2 = liquido separado, 3
= Fosa de sedimentaci6n),;=1,2,3

€j= error experimental.

Los resultados del aislamiento de Salmonella se representaron en porcentaje.



RESULTADOS

Conteo de enterobacterias
No hubo diferencia estadistica (p<0.05) en el conteo de enterobacterias en
cada una de las etapas del sistema de tratamiento de agua residual (cuadro 1).

Cuadro 1. Promedio de enterobacterias (UFC/g) en agar MacConkey.

Tipo de muestra n x UFC/g D.S.
Carcamo de coleccion 10 2.6x10° 1.5x 10°
Liquido separado 10 2.1x 107 6.2 x 10
Fosa de sedimentacion 10 9.0 x10° 2410

n.- Tamaio de muesira

X UFC/g.- Promedio de unidades formadoras de colonias por gramo de heces.
D.S.- Desviacion estandar

Aislamiento y Tipificacion de Salmonella entérica serovariedad Choleraesuis
En forma general se realiz6 el aislamiento de Sa/monella en 9 de 30
muestras de las diversas etapas del tratamiento, lo que representa el 30%. Para cada
tipo de muestra se obtuvieron los siguientes porcentajes: CC 20, LS 40 y FS con 30

(cuadro 2).

Cuadro 2. Aislamiento de Salmonella a partir de las muestras de cada una de las

etapas del tratamiento.

Tipo de Muestra N Aislados Porcentaje (%)
Carcamo de coleccion 10 2 20
Liquido separado 10 4 40
Fosa de sedimentacion 10 3 30

n.- Tamafio de muestra
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Al realizar la tipificacion mediante pruebas bioquimicas y el antisuero se encontro

que el 100% de las muestras aisladas fueron positivas a Salmonella entérica serovariedad

Choleraesuis (Anexo 3).

Deteceion de Salmonella por la Técnica de PCR

Los resultados para la deteccion de Salmonella entérica fueron negativos mediante

la técnica de PCR (Figura 8).

(14) (IAZKITNI0X9) (B) () (6) (5) () ) ) ()

(22) @ 1YQRO(19XI8K17) (16)(15)

Figura 10. En el carril | y 15 se muestra el marcador de peso molecular, 2
y 16 ¢l control (+) y en el carril 14 y 22 ¢l control (-): en ¢l resto de los
carriles se encuentran las muestras de aguas residuales.
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Conteo de E. coli

Cuadro 3. Promedio de U¥C/g de E. coli

TipO de muestra n )_( UFC/g D.S.
Carcamo de coleccién 10 6.4x10° 74x 10°
Liquido separado 10 6.7x10° 8.6x 10°
Fosa de sedimentacion 10 55x10° 1.8x 10’

n.- Tamafo de muestra

x UFCig.- Promedio de unidades formadoras de colonias por gramo de heces.

D.S.- Desviacion estandar
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DISCUSION

Enterobacterias

En el presente estudio. el conteo de enterobacterias fue de 2.6 x 10°,2.1 x 10 ! y 9.0
x 10° UFC/g, a partir del carcamo, separador y fosa de sedimentacion respectivamente. En
(12)

estudios anteriores Martinez e/ al. reportaron valores de 1.6 x 10° en el efluente o

carcamoy 8 x 10 % en la fosa de sedimentacion. Ramirez ®® encontré valores muy similares
para el carcamo (1.5 x 10 %) y, sin embargo para la fosa de sedimentacién los valores
aumentaron 3.9 x 10 ¥, en relacion al trabajo realizado por Martinez er al. Ambos autores
obtuvieron valores inferiores a los obtenidos en este estudio; esta disparidad se debe a
condiciones como el tiempo de los desechos en el corral, el drenaje, la exposicién con
desinfectantes o por el tiempo de retencién del material de desecho en las etapas del
tratamiento, al respecto Mateu er al. ® realizaron el muestreo de la fosa de sedimentacion
con 10, 14 y 18 dias de retencion del material y encontraron valores iniciales de 2.11 x 10°
UFC/g. Sin embargo, conforme el tiempo de retencion se incremento, se reporté un valor
de 2.87 x 10" al dia 18. Este valor fue superior a lo encontrado en este estudio. Factores
como la fermentacion aerébica o anaerdbica modifican la presencia de coliformes, dado por
el tiempo de retencion y la remocién continua del material, que podrian ser responsables de
esta diferencia entre ambos trabajos. Ademas en el presente estudio el tiempo méaximo de
retencion de la muestras (carcamo y fosa de sedimentacién) fue de 6 dias, por lo que se

desconoce si un mayor tiempo de muestreo (18 dias) podria repercutir en el conteo

bacteriano.
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Las muestras tomadas en las diferentes etapas del tratamiento no muestran cambios
significativos entre estas, a pesar de que cada muestreo se tomé de manera rigurosa e
independiente.

La supervivencia de las bacterias también esta dada por la temperatura, el contenido
de solidos y el pH. Existen estudios que indican que durante el almacenamiento de los
desechos porcinos el pH baja de 7.5 hasta 6.5 durante el primer mes; debido a la produccion
de 4cidos grasos con efecto toxico. Conforme el tiempo de almacenaje se incrementa, el pH
vuelve a subir a niveles de 7.0 . Contrariamente en este trabajo el almacenamiento de los
desechos porcinos dur6 Gnicamente 6 dias y el pH final fue de 7.5 a 8.5. Posiblemente la
cantidad de agua que se le adiciona actué como un agente diluente que impidi6 la

acidificacién de los desechos almacenados.

Aislamiento de Salmonella entérica

El aislamiento de Salmonella para cada una de las etapas fue: carcamo 20 %,
separador 40 % y fosa de sedimentacion 30 %. En estudios similares Rajic er al. P
lograron aislar el agente en el 31.76% de los casos a partir de 85 muestras del material del
desagiie (25 g/ml), comparativo con la etapa del carcamo de este estudio existid una
variacién del 11.76%.

(15)

Iiigo no detectd ninguna muestra positiva a Salmonella a partir del efluente de

cinco granjas porcinas con un tratamiento de fermentacion aerdbica; quizds porque no se

. .. . 17
encontraba el agente o el tratamiento elimino a la bacteria. Por otro lado, Jones un

aislo
Salmonella en 76% de las muestras obtenidas a partir de la fraccion liquida almacenada por

30 dias. concluyendo que esta bacteria puede sobrevivir en la {raccién liquida varios meses.
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aun cuando no existan animales infectados al momento de tomar la muestra. Por uitimo

(28)

Ramirez encontréd Salmonella Enteritidis en granjas ubicadas en la region central de

México en 7 de 20 muestras del efluente (35%) de 6 granjas porcinas y 14 de 17 muestras

de la fosa de sedimentacion (70%) en 8 granjas, demostrando Ja presencia de este agente en

esa region.

La variacién de los porcentajes en este estudio para cada una de las etapas estuvo
determinada por la dificultad del aislamiento en algunas muestras; ya que los medios de
cultivo se contaminaban con la presencia de otras bacterias, lo que evitaba la obtencion de

las colonias bacterianas sospechosas a Salmonella.

En un estudio realizado por Hoszowski y Wasyl ®¥ donde aislaron 6 muestras
positivas a Salmonella de 11 (54.5%) a partir del efluente, 27 positivas de 123 muestras
(21.9%) del sedimento y 5 positivas de 24 (20.8%) en la composta. Observaron que era
mayor la presencia de este agente en el efluente, similar a lo resultados del separador en el

presente estudio ¥,

El riesgo de transmision de Salmonelia a través de los desechos liquidos es evidente
en el trabajo realizado por Baloda er al. quienes seleccionaron una granja porcina con
antecedentes recurrentes de problemas entéricos, asperjaron la fraccion liguida en un campo
de cultivo. Tomaron 10 muestras después de la aspersion al dia 0. 2, 6 y 14; el aislamiento
de Salmonella se logré en el 90% de las muestras inmediatamente después de la aspersion.

70%, 50%. 50% de los aislamientos fueron positivos a 2. 6 y 14 dias, respectivamente. Por
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eso la importancia de darle un tratamiento a la fraccion liquida ya que esta bacteria puede

sobrevivir en el ambiente por algun tiempo.

Tipificacion de Salmonella
Al realizar la tipificacion de Salmonella el 100% fue Salmonella entérica

89 encontré 30 diferentes serovariedades de

serovariedad Choleraesuis. Baggesen
Salmonella de 832 cerdos (6.2%). La serovariedad predominante fue S. Typhimurium en
536 (64.4%) de los aislamientos y solamente se encontré S Enteritidis en 5 cerdos (0.6%).

En este caso el tipo de muestra es diferente y la variacién de las serovariedades esta dado

por condiciones geograficas y ambientales.

Otros autores como Rajic ef al. ®* también han determinado la presencia de algunas
serovariedades de Salmonella en las excretas quienes encontraron 15 serovariedades
diferentes. las mas frecuentes fueron S. Typhimurium, S. Derby, S. Infantis, y S. Enteritidis.
Yung er al. ©9 aislaron Salmonella en 50 muestras y 27 serovariedades fueron notificados,
entre las que estan: Salmonella Typhimurium (30%), S. Derby (16.1%), S, Schwarzengrund
(14.9%). S. Mbandaka (6.3%), S. Enteritidis (6.3%), S. Litchfield (3.3%), S. Braenderup
(3.0%). S. Aardwick (3.0%), S. Rissen (2.3%), S. Agona (2.0%), S. London (2.0%), S.
Newport (1.3%), S. Ruiru (1.0%), S. Bredeney (0.8%) y dos aislamientos de S. Tennesse, S.
Kinshasa. S. Eimsbuettel. S. Thomasville y uno de S. Havana, S. Langensalza, S. Cubana, S.

Senfienberg, S. Montevideo. S. Brandenburg, S. Orion. S.Anatum, y S. Westhamptom.



(36)

Davies el al. aislaron Salmonella en 95 de 729 {12%) muestras fecales, las

serovariedades identificadas fueron S Derby. S Typhimurium, S. Heidelberg. S
Mbandaka, S. Worthington y S. Tennessee.

Las serovariedades encontradas en las excretas por estos autores liene Su
importancia porque Salmonelly es una zoonosis y mas de 200 serovariedades han sido

aisladas en humanos 2.

En relacion a la presencia de algunas serovariedades de Sulmonella en la fraccion
liquida estan los estudios realizados por Chandler y Creven ©7 quienes aislaron Salmonella
Havana del efluente y Henry ez al. ®" aislaron 11 serovariedades de Salmonella a partir de

una laguna facultativa, asi como del efluente de tres granjas.

Salmonella entérica serovariedad Choleraesuis encontrada en este estudio, segun

] B3

Baloda et a es uno de las serovariedades que no sobrevive fuera del hospedador por

mucho tiempo. Sin embargo, Martinez-Gamba er al. "? determinaron la presencia de
Salmonella Choleraesuis en la fraccion liquida obtenida a partir del separador de solidos; de
la misma manera que fue obtenido en este estudio en las tres etapas del tratamiento con 6

dias de almacenamiento.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para Salmonella

Strauch y Ballarini’ mencionan que una pequefia cantidad de enterobacterias como
Salmonella pueden ser aisladas facilmente mediante medios de cultivo, sin embargo en el
presente trabajo se realizé la técnica de PCR para mayor confiabilidad de la presencia de

Salmonella en cada una de las muestras, y el resultado fue negativo.



Para la extraccion del ADN las muestras se sometieron a una extraccion alcalina.

(38)

Sin embargo, Moller ™ en la extraccion del ADN a partir de excretas para determinar la

presencia de Lawsonia intracelularis, hirvié las muestras por 15 minutos; estas niuestras
contenian 0.1 g de heces en 300 ml de buffer lisis (50 Mn Tris-HCI). 1 Mn EDTA 0.5%.
Tween-20, y posteriormente se realizd la centrifugacion por 30 segundos en 100g de agua
Milli-Q diluido 1:100 y almacenado a -20°C para su posterior procesamiento. Por otra
(39)

parte, Garcia ef al. realizaron la extraccién de ADN para determinar la presencia de

Lawsonia intracelularis a partir de mucosa intestinal y excretas. Para estos dos tipos de
muestras la extraccion de ADN tuvo sus variantes. en el primer caso se raspo la mucosa y
se le adiciond 950 pl de solucion de lisis y 50 ul de suspension de tierras diatomeas para
posteriormente agitarse y centrifugarse. En el segundo caso, las muestras a partir de las
excretas se homogeneizaron con agua destilada v posteriormente pasaron por un cedazo
para eliminar particulas grandes, colocaron 400 ul del filtrado en cada vial y le afiadieron
950 pl de solucidn de lisis y 50 ul de suspension de diatomeas. Entendiendo con lo anterior
que a pesar de que se busca un mismo agente, por ser distinta la muestra, el proceso para la
extraccion de ADN tendrd sus variaciones, por lo que un resultado negativo en la técnica de
PCR se debe a diversas circunstancias como la inexijstencia de la bacteria, prueba no

@9 Ep el caso de la

estandarizada o la muestra de ADN deseada se haya contaminado
deteccion de bacterias por la técnica de PCR en aguas residuales Waage er al. “n

mencionan que el mayor obsticulo es la presencia de sustancias humicas las cuales son

sustancias inhibitorias para la técnica de PCR.
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Conteo de Escherichia coli

Los valores obtenidos del conteo de E. coli en el presente estudio del carcamo
fueron 6.4 x 10°, separador 6.7 x 10° y fosa de sedimentacion 5.5 x 10° UFC/g. El conteo
de las tres etapas fue mas alto que lo obtenido por Ramirez ** que fue de 5.3 x 10* UFC/g
y Mateu er al. '® 1 x 10* UFC/g en el efluente. Sin embargo, fue similar a lo obtenido por
)

lfiigo et a quienes estudiaron la contaminacién por coliformes en los desechos fecales

procesado en forma aerébica que fue de 1.1 x 10°.

Factores como la temperatura y el tiempo modifican la cantidad de £. coli como lo
describen Jiang er al. *? quienes demostraron que este agente disminuye a los 7 dias a 15

°C de 0.5 a 2 logl0 UFC/g en excretas mezcladas con tierra.

En cuanto a la presencia de E. coli enteropatogena en las excretas, investigadores
como Van der Wolfy Peperkamp “? aislaron a la bacteria en un 20.02% en 451 muestras.
Ademas de que en estudios previos han demostrado que bacterias patogenas como £. coli
0157:H7 ha podido sobrevivir de 42-49 dias a 37 °C, de 49-56 dias a 22 °C y de 63 a 70
dias a 5 °C en excretas de bovino “Y. Un ejemplo de su superviviencia es el trabajo
realizado por Ethan er al. “? quienes aplicaron excretas a la tierra y la mezclaron, para
posteriormente dispersarlas sobre las lechugas, encontrando por medio de microscopia
epifluorescente a la bacteria en el tejido de la planta a pesar de la accion de agentes

sanitizantes para su eliminacion.

Por otro lado, Chern er al. 49 determiné la presencia de genes asociados a las

toxinas de £. coli enterotoxigénica (LTlla v STIl) y E. coli enterohemorragica (srx/, sixil y



[95)
[9)

eaeA) durante un afio en lagunas de fermentacion destinadas al uso agricola encontrando

una alta prevalencia de estas toxinas.



CONCLUSIONES

El sistema de tratamiento primario de aguas residuales consistente en un carcamo de

coleccion, separador y fosa de sedimentacion no elimina Salmonella entérica.

Este sistema de tratamiento no reduce la cantidad de enterobacterias en ninguna de

sus etapas.
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Ancxo 1. Medicién de pH y temperatura
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Muestra Ph Temperatura (°C)
1. Cércamo (1) 7.5 18
2. Céarcamo(2) 7.5 18
3. Liquido separado (1) 7.5 18
4. Liquido separado (2) 7.5 18
5. Fosa de sedimentacion (1) 7.5 18
6. Fosa de sedimentacion (2) 7.5 18
7. Céarcamo (1) 7.5 17
8. Carcamo(2) 7.5 17
9. Liquido separado(1) 7.5 17
10. Liquido separado(2) 7.5 17
11. Fosa de sedimentacion (1) 7.5 17
12. Fosa de sedimentacion (2) 7.5 17
13. Céarcamo (1) 8.0 18
14. Carcamo(2) 8.0 18
15. Liquido separado(1) 8.5 18
16. Liquido separado(2) 8.5 18
17. Fosa de sedimentacion (1) 8.0 18
18. Fosa de sedimentacién (2) 8.0 18
19. Carcamo (1) 75 17
20. Carcamo (2) 7.5 17
21. Liquido separado(]) 7.5 17
22. Liquido separado(2) 7.5 17
23. Fosa de sedimentacion (1) 8.0 17
24. Fosa de sedimentacién (2) 8.0 17
25. Cércamo (1) 8.0 18
26. Cércamo (2) 8.0 18
27. Liquido separado(1) 8.0 18
28. Liquido separado(2) 8.0 18
29. Fosa de sedimentacién (1) 8.0 18
30. Fosa de sedimentacion (2) 8.0 18




Anexo 2. Formato para la identificacion de bacterias.

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA
DEPARTAMENTO DE PRODUCCION ANIMAL: CERDOS

Fecha No. de Caso Muestra

Colonia

Tinciéon Gram

Medio

Tamafio

Descripcion

Hemolisis

Subcultivo

KOH 3%

Catalasa

Coagulasa

TSI

Citrato

Urea

Nitratos

RM/VP

Malonato

Fenilalanina

Amilasa

NaCl 6.5%

Adonitol

Arabinosa

Dulcitol

Fructuosa

Glucosa

Inositol

Lactosa

Maltosa

Manitol

Rafinosa

Ramnosa

Salicin

Sorbitol

Sacarosa

Trealosa

Xylosa

Leche
tornasolada
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Anexo 3. Etapas del tratamiento donde se encontrd Salmonella entérica serovariedad
Choleruesuis.

Muestra Resultado
1. Carcamo (1) Negativo
2. Céarcamo (2) Negativo
3. Liquido separado (1) Negativo
4. Liquido separado (2) Positivo
5. Fosa de sedimentacion (1) Negativo
6. Fosa de sedimentacion (2) Negativo
7. Cércamo (1) Negativo
8. Carcamo (2) Negativo
9. Liquido separado (1) Positivo
10. Liquido separado (2) Positivo
11. Fosa de sedimentacion (1) Positivo
12. Fosa de sedimentacion (2) Positivo
13. Carcamo (1) Negativo
14. Céarcamo (2) Positivo
15. Liguido separado (1) Negativo
16. Liquido separado (2) Negativo
17. Fosa de sedimentacion (1) Negativo
18. Fosa de sedimentacién (2) Negativo
19. Cércamo (1) Negativo
20. Carcamo (2) Positivo
21. Liquido separado (1) Negativo
22. Liquido separado (2) Positivo
23. Fosa de sedimentacion (1) Negativo
24. Fosa de sedimentacion (2) Negativo
25. Cércamo (1) Negativo
26. Carcamo (2) Negativo
27. Liquido separado (1) Negativo
28. Liguido separado (2) Negativo
29. Fosa de sedimentacion (1) Positivo
30. Fosa de sedimentacién (2) Negativo
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