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“Es siempre recomendable percibir claramente nuestra ignorancia, sabernos ignorantes es el
primer paso a la sabiduria personal”.

Charles Darwin.
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RESUMEN

En el presente trabajo monogréfico se realiz6 una descripcion sobre la importancia de
bacterias enteropatdogenos en los biofertilizantes que se producen artesanalmente con
estiércol de animales, en el que no solo se aborda la funcién de ellos, sino también el tipo
de ambiente en que se desarrollan, la capacidad de sobrevivencia en los diferentes medios
que lo transporten ya sea en humanos o alimentos. El enfogque de este trabajo es documental
interpretativo, en el cual se ejecut6 el método Ilamado arqueo bibliogréfico para extraer las
teorias y flujo de investigaciones previas a esta, plasmando la fuente de dicha informacion.
Las diferentes investigaciones realizadas anteriormente concuerdan en que los
microrganismos bacterianos de caracter enteropatdgenos, son los principales responsables
de las ETA (enfermedades transmitidas por alimentos) constituyendo uno de los problemas

sanitarios mas comunes que afectan la salud de las personas en el mundo.

ABSTRACT

In this monographic work, a description was made of the importance of enteropathogenic
bacteria in biofertilizers that are produced by hand with animal manure, in which not only
their function is addressed, but also the type of environment in which they develop, the
ability to survive in the different media that transport it, whether in humans or food. The
focus of this work is interpretive documentary, in which the method called bibliographic
archeology was executed to extract the theories and flow of investigations prior to this,
reflecting the source of said information. The different investigations carried out previously
agree that the bacterial microorganisms of an enteropathogenic nature are the main
responsible for the ETA (foodborne diseases) constituting one of the most common health

problems that affect the health of people in the world.




INTRODUCCION

La agricultura del mafiana, desafiada por la creciente demanda mundial de alimentos, la
escasez de tierras cultivables y los recursos, junto con las multiples presiones ambientales,
debe gestionarse de manera inteligente mediante un enfoques moderno, sostenible y

ecoeficiente y respetuosa con el medio ambiente (Mendoza, 2019).

Nicaragua enfrenta el reto y la disyuntiva de producir suficientes alimentos para una
poblacion en crecimiento, pero al mismo tiempo implementar practicas agricolas
sostenibles. En las dltimas seis décadas, la aplicacion de fertilizantes quimicos ha
desempefiado un papel crucial a nivel mundial para aumentar el rendimiento y el
mantenimiento de los cultivos, asi como el suministro adecuado de alimentos (Chaudhary,
2017). Los fertilizantes quimicos, han sido reportados como causantes de diversos
problemas, incluidos la contaminacion atmosférica y subterranea, la acidificacion del suelo,
la eutrofizacion, la disminucion de la fertilidad, la pérdida de biodiversidad y el alto
consumo de energia en los procesos de sintesis. En este contexto, se han realizado grandes
esfuerzos para reemplazar los fertilizantes quimicos por biofertilizantes amigables con el
medio ambiente. (Mendoza, 2019).

El objetivo de los biofertilizantes minerales es mejorar la eficiencia ejecutando como
técnica el aprovechamiento de estrategias microbianas, que permiten crear ensayos
practicos y el desarrollo de formulaciones que demuestren su eficiencia de manera
constante (Bargaz, 2018). Las tecnologias basadas en microorganismos o el campo llamado
“Inoculantes microbianos”, tiene un desafios que es prosperar o promover el crecimiento
vegetal haciendo uso de un consorcio de microorganismos eficientes con variabilidad de
cepas (Mendoza, 2019).

Por lo tanto, la disponibilidad de biofertilizantes de alta calidad debe ser una prioridad,
especialmente en paises donde la produccién agricola juega un papel clave en la economia

y la seguridad alimentaria (Lesueur, 2016).

La presente investigacion estd enfocada en la importancia de la bldsqueda de bacterias
enteropatdgenas en biofertilizantes liquidos que se producen artesanalmente con estiércol

bovino a través del método llamado revision bibliografica, la finalidad de dicho trabajo es




dar la pauta hacia un futuro estudio cientifico en el cual se brinden los datos cuantitativos
necesarios para determinar la calidad y seguridad de los biofertilizantes a un nivel de
producto final, y poder dar respuesta a las incognitas aun no objetadas.




ANTECEDENTES

Los biofertilizantes son una de las herramientas més importantes en la agricultura moderna
y la agroalimentacion, asi como una fuerza econdémica impulsora en el futuro cercano.
Ademas, los fertilizantes bioldgicos también desempefian un papel importante como
meétodos prometedores para aumentar el uso eficiente de los recursos hidricos y terrestres,

reduciendo la contaminacion ambiental.

La explotacion de microorganismos como biofertilizantes se considera en cierta medida una
alternativa a los fertilizantes quimicos en el sector agricola debido a su gran potencial para
mejorar la produccién de cultivos y la seguridad alimentaria (Mahanty, 2017). Los
biofertilizantes, pueden estar formados por cepas individuales o en consorcios microbianos.
Los microorganismos que lo conforman son beneficiosos tanto para la planta como para el
suelo, se pueden aplicar en la semilla, la raiz o el suelo. Su principal objetivo es movilizar
la disponibilidad de nutrientes con base a su actividad bioldgica, como: la fijacion de
nitrégeno y la solubilizacion del fosforo; también ayudan a recuperar el microbiota perdido
y a su vez, mejorar la salud del suelo en general. (Afanador, 2017 como se cité (Mendoza,
2019). Por lo tanto, los enfoques biotecnoldgicos amigables con el medio ambiente pueden
ofrecer alternativas a los productos quimicos fertilizantes (Ghamry, 2018).

Las bioformulaciones para la promocion del crecimiento de las plantas continGan
inspirando la investigacion y el desarrollo en muchos campos (Arora, 2010). A nivel
mundial se han realizado numerosas investigaciones que intentan caracterizar los
bioinsumos, asi como demostrar el potencial biofertilizantes de muchos microorganismos

solos 0 en consorcios, entre estas podemos citar:

(Hermann, 2015), caracterizd el contenido microbiano de 65 biofertilizantes comerciales
fabricados en los Estados Unidos, el Reino Unido, Australia, Sudéafrica, Tailandia, Kenia y
Argentina. Los resultados mostraron que el 64% de los productos contenia una o varias
cepas de contaminantes, mientras que solo el 36% de los productos podian considerarse
puros. Los inoculantes rizobiales generalmente fueron de mejor calidad que los otros
productos basados en PGPR, y el 40% de los biofertilizantes probados no contenian
ninguna de las cepas declaradas, sino solo contaminantes, entre los cuales se encontraron

patogenos para el humano como Comamonas testosteroni o Serreta marcescens. Estos
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resultados resaltan la necesidad de sistemas de control de calidad, para garantizar que los

inoculantes eficaces lleguen a usuarios finales.

El mercado de biofertilizantes se valordé en USD 946.6 millones en 2015; se proyecta que

crezca a una tasa compuesta anual de 14.08% de 2016 a 2022 (Mendoza, 2019).

En el documento de estrategia nacional para el fomento de la produccion organica en
Nicaragua, 2005. Se expone que en el pais, existen serias limitaciones en la oferta y
desarrollo de bienes y servicios orientados a la produccién organica, uno de los casos
particulares son los bioinsumos (biofertilizantes y biocontroladores de plagas) producidos a
nivel local, la mayoria de estos productos poseen un bajo nivel tecnoldgico, por lo que se
desconoce las alternativas de biocontrol (parasitoides, presencia del tipo de
microorganismos, otros), no se tiene estudios del espectro de funcionamiento de los
mismos. Sumado a esto, las instituciones publicas que deberian de regular este tipo de
productos, desconocen el tema, por lo que estos bioinsumos no cuentan con certificacion, ni
estdn registrados segun lo indican las regulaciones para la certificacién organica.
(Mendoza, 2019).
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OBJETIVOS

Objetivo General:
Explorar a través de la revision bibliografica la importancia de las bacterias
enteropatdgenas en biofertilizantes que se producen artesanalmente con estiércol de

animales.

Objetivos Especificos:

1. Contextualizar la incidencia de las bacterias enteropatdgenos presentes en
biofertilizante liquidos producidos artesanalmente con estiércol de animales.

2. Describir los métodos y técnicas que se utilizan para la identificacion de las
bacterias enteropatdgenos en biofertilizante liquidos producidos artesanalmente con
estiercol de animales.

3. Instruir las inferencias que pueden ocasionar la presencia de bacterias
enteropatdgenos en los biofertilizantes liquidos producidos artesanalmente con

estiércol de animales en la salud y el medio ambiente.
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JUSTIFICACION

Actualmente en el mundo hay una tendencia a la produccion y consumo de productos
alimenticios, obtenidos sin el uso de insecticidas y fertilizantes sintéticos, una de las formas

es con el uso de biofertilizantes liquidos. (Ribera, 2011).

Un fertilizante foliar (liquido) de origen organico, es producto de la descomposicion
anaerdbica de los desechos organicos y sustratos de plantas y estiércol fresco de animales
(Vacuno, Porcino, Ovino, Gallinas, Cuy, etc.). Que se obtienen por medio de la filtracion
del bioabono y que se aplica a los cultivos para mejorar su crecimiento y desarrollo,
estimulando una mayor resistencia a plagas y enfermedades. (Ribera, 2011).

Las investigaciones realizadas sobre nutrientes foliares han demostrado la factibilidad de
alimentar a las plantas a través de via foliar con elementos mayores como: Nitrato (N),
Potasio (K) y Fosforo (P), estas investigaciones reconocen que la nutricion foliar es solo un
complemento de nutrientes y que en ningdn caso substituye la fertilizacion al suelo, esto se
debe a que las dosis de aplicacion son muy pequefias, en relacion con los niveles de
fertilizacion utilizados para los cultivos con el objetivo de alcanzar altos niveles de

productividad. (Informacion, 2019).

En Nicaragua la economia depende principalmente de la extraccion o uso de recursos
naturales (caficultura, ganaderia, agricultura, aprovechamiento forestal, pesca, mineria,
etc.). La presion por incrementar la produccion ha impulsado la deforestacion, con el fin de
disponer de mas terreno para uso agropecuario. El pais tiene uno de los porcentajes mas
elevados de suelo para uso agricola de Centroamérica, y los productos alimenticios
constituyen ochenta por ciento de las exportaciones totales de Nicaragua. La agricultura
organica privilegia al suelo aumentando su fertilidad natural y fortaleciendo el complejo
bioldgico. ((FOA), 2015).

El ministerio de salud de Nicaragua en la direccion de regulacion de alimentos expresa que:
es importante promover el cuido del cultivo y su manipulacion para brindar seguridad al
mismo, la aplicacion de practicas adecuadas de higiene y sanidad, en el proceso de
alimentos y materias primas, reducen significativamente el riesgo de intoxicaciones a la

poblacion consumidora y minimiza las pérdidas de productos, haciendo uso de medidas
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necesarias se asegura la pureza y la calidad microbioldgica de los mismos, evitando la

propagacién de enfermedades o contaminacion al medio ambiente. (Nicaragua, 2013).

La importancia de investigaciones de esta indole bibliografico-documental es de
conveniencia, debido a que proporcionan antecedentes o datos cientificos con el objetivo de
brindar conocimientos sobre las bacterias enteropatogenas y las inferencias que pueden
ocasionar sobre el cultivo y asi mismo sobre la salud publica, con el fin de encontrar
hallazgos relevantes para que en un futuro, se lleve a cabo un proceso analitico de
laboratorio y campo, que aseguren la calidad nutricional de los cultivos al aplicarles

biofertilizantes creados de forma artesanalmente.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los sistemas agricolas, el uso de los biofertilizantes es una alternativa viable para lograr
un desarrollo agricola ecolégicamente sostenible. De esta manera, se han incrementado los
esfuerzos para la introduccion de organismos y componentes biorreguladores del suelo y las
plantas. Hoy en dia son muchos los espacios agricolas donde se hace uso de dichos
elementos para la elaboracion de los biofertilizantes (estiércol, melaza, nitratos, suero,
agua, etc.), la informacién sobre las caracteristicas microbiolégicas que componen cada uno
es estos elementos es bastante escaza, lo que significa que la falta de conocimiento de los
mismos pueden crear alteracién o contaminacion al fruto de cada siembro o cultivo. (Viera,
2002).

El consumo de productos agricolas (hortalizas, vegetales y granos) es vital para la salud
humana puesto que poseen innumerables propiedades alimenticias, son fuente inagotable de
vitaminas, minerales, fibra y energia que pueden contribuir de alguna forma con la
prevencion de enfermedades cardiovasculares y gastrointestinales. Sin embargo, por sus
caracteristicas fisicas y de cultivo, estos productos estan expuestos a contaminacion de tipo
bioldgica y quimica, constituyendo un riesgo para la adquisicion de enfermedades

transmitidas por alimentos. (Rodriguez Torrens, 2015).

El agricultor sin duda alguna conoce los elementos que se necesitan para crear un
biofertilizante, pero la poca informacion al agricultor sobre las caracteristicas
microbioldgicas de estos elementos, son las que pueden ocasionar enfermedades a la
poblacién consumidora y a los cultivos que se les aplica biofertilizantes foliares. Este tipo
de biofertilizantes creados con estiércol animal sin duda alguna reducen costos, pero la
problemética de los mismos radica en la falta de estudios de caracter cientifico, que
comprueben la seguridad y calidad que estos brindaran al cultivo y por ende que den la

misma seguridad al consumidor.
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MARCO TEORICO

. Bioinsumos agricolas

En Nicaragua, la Norma Técnica Obligatoria Nicaragiiense de Agricultura Ecologica
NTON 11 010-03 define insumo organico o Bioinsumos como: Productos elaborados a
partir de organismos benéficos tales como bacterias, hongos, virus, nematodos e insectos,
extractos naturales obtenidos de plantas y compuestos bioactivos microbianos que pueden
ser utilizados en la produccion agricola para el manejo de las plagas o promover el

crecimiento y desarrollo de las plantas.

Los Bioinsumos son componentes vitales de los sistemas sostenibles dado que constituyen
medios econdmicamente activos y ecoldgicamente aceptables para reducir los insumos
quimicos y mejorar la calidad y cantidad de los productos, se clasifican como insumos de
riesgo reducido, principalmente productos naturales u organismos, derivados de materiales
naturales como animales, plantas, microorganismos y ciertos minerales (Barquero L C,
2007).

Otro aspecto importante de los insumos agricolas son las caracteristicas especificas que
aportan: al suelo (textura y estructura), quimica (N, P, K, Ca, Mg, etc.) y biol6gica
(microorganismo), la calidad depende de los insumos que se han utilizado (tipo de estiércol
y residuos vegetales). La incorporacion de materia organica al suelo eleva el nivel de
humus debido al suministro de nutrientes principales (N; P; K) que los cultivos necesitan y
por su forma de liberacion (mineralizacion) estan disponibles por méas tiempo. (Rostran,
2016).

Fertilizantes organicos

En la actualidad el mercado de productos agricolas ha venido cambiando y hay mas
exigencias en la calidad e inocuidad de los productos agricolas, asi como una mayor
preocupacion por la proteccion del medio ambiente, derivandose de la necesidad de crear
conciencia entre los productores agricolas del uso de insumos para la produccién mas

amigables con el medio ambiente.
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En general, los abonos o fertilizantes organicos son todo material de origen animal o
vegetal utilizado principalmente para mejorar las caracteristicas del suelo, como fuente de
vida y nutrientes al suelo. (Rostran, 2016).

Existen diferentes tipos de fertilizantes organicos:

Biofertilizante: es una preparacion que contiene células vivas o latentes provenientes de
cepas eficientes de microorganismos que aceleran los procesos microbianos del suelo

mejorando la asimilacion de nutrientes por parte de las plantas. (Mojica, P et al, 2014).

Tamayo, A (2014) explica que: existen distintos tipos de biofertilizantes, como los abonos
y el compost, asi como aquellos que incluyen inoculantes microbianos y otros derivados de

subproductos agricolas y animales.

Fertilizantes organicos: son fertilizantes a base de ingredientes de origen animal o vegetal
y que el productor puede elaborar por si mismo, aprovechando insumos de la finca (Reyes
M, S, f).

Riguelet, Ay Gil, I. (2005), define que los fertilizantes inorganicos: son aquellos
producidos o concentrados industrialmente, utilizados para aumentar el material organico

disponible en el suelo y afiadir nutrientes.

Fertilizantes Quelatados: Los quelatos son compuestos de mayor estabilidad y, por lo
tanto, estdn ampliamente utilizados en la agricultura como fertilizantes de
micronutrientes para suministrar las plantas con hierro, manganeso, zinc y cobre.
(Smart, 2020).

Estos abonos pueden variar en ingredientes, preparacion, nutrientes que aportan al suelo y
su funcién, sin embargo, en todos ocurre el mismo proceso de transformacién presentando

una etapa de fermentacion. (Pedraza, et al, 2011).

II. MICROORGANISMOS

Los microorganismos son los seres mas primitivos y numerosos que existen en la Tierra,
colonizan todo ambiente, son clave para el funcionamiento de los sistemas bioldgicos y el

mantenimiento de la vida, estos participan en procesos metabolicos, ecoldgicos vy

17

——
| —



biotecnologicos de los cuales dependemos para sobrevivir y enfrentar los retos del futuro.
Estos retos son gigantescos para la continuidad de la vida, en particular, para satisfacer la
demanda de alimentos y medicamentos y resolver problemas de contaminacion ambiental,
etc. En otras palabras, parte de la actividad biologica esencial que permite la vida depende

de los microorganismos. (Montafio, A et al, 2010).

Gracias a las diversas tecnicas innovadoras en las investigaciones microbioldgicas, como el
uso de las técnicas de secuenciacion del acido desoxirribonucleico (ADN) y el estudio del
ARN de los ribosomas, los microorganismos se han agrupado desde el punto de vista

evolutivo en tres grupos principales: Arqueobacterias, eubacterias y eucariotas.

Plantas

|

Arqueobacterias | Eucariotas | Eubacterias

Ancestro Universal

l

Origen de la Vida

Grafico 1. Evolucion del mundo vivo basado en la estructura del ARN de los

ribosomas. Frioni, 2005.
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I11.  BACTERIAS

Las bacterias son organismos unicelulares que se reproducen generalmente por fision
binaria (una célula se parte y se convierte en dos células idénticas) y generalmente
necesitan de un medio de crecimiento rico en proteinas y con ambiente de alta humedad
relativa para su reproduccion y diseminacion. Bajo condiciones ambientales favorables de
temperatura, humedad y nutrientes, las bacterias pueden dividirse cada 20 minutos. (Lastres
y Soza, 2009).

Morfologia Bacteriana

Microscopia Bacteriana

La forma de las bacterias al microscopio esta determinada por la rigidez de su pared celular.
Bésicamente, se diferencian segin su forma en cocos (esféricas u ovaladas), bacilos
(cilindrica o de bastones; rectos o curvos) y espirilos (espiral) estas pueden mantenerse
unidas unas con otras después de la division celular, pero conservando siempre la
independencia celular. Sus extremos pueden ser redondeados o rectos; pueden estar
aislados, en cadenas o en filamentos. (Pirez y Mota 2006).

Macroscépica

La mayoria de las bacterias se multiplican rapidamente y son visibles como colonias
cuando se hace una siembra en medios de cultivo sélidos adecuados. Requieren una
incubacion de aproximadamente 24 horas en una atmosfera que favorezca su desarrollo, a

temperatura optima.
Las colonias pueden caracterizarse segun su:
Forma: circular (Staphylococcus), irregular o filamentosa (Bacillus).

Borde: ondulado (caracteristico de los bacilos largos como Bacillus anthracis), en sierra o

dentados (Yersinia pestis) o lisos (por ejemplo, Escherichia coli).
Superficie: plana, convexa, mamelonada, umbilicada.

Comportamiento frente a la luz: brillante (Streptococcus) u opaca (Staphylococcus).
(Méndez J, 2018).
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IV. MICROORGANISMO BENEFICOS O EM.

Los microorganismos benéficos son aquellos que tiene la capacidad de fijar el nitrégeno
atmosférico, descomponer los residuos organicos, degradar pesticidas y otros elementos
contaminantes, suprimir enfermedades (patogenos) de las plantas generados en el suelo y
fortalecer el ciclo de los nutrientes produciendo bioactivos como vitaminas, hormonas y
enzimas que estimulan el crecimiento de las plantas. (Pedraza, R et al, 2010). Segln
(Rostran, 2016): Los EM contiene especies seleccionadas de microorganismos incluyendo
poblaciones predominantes de bacterias acido lacticas, levaduras, bacterias fotosintéticas
(en menor numero), actinomicetos y otros tipos de organismos. Todos ellos mutuamente

compatibles unos con otros, pero con diferentes funciones:

e Bacterias fotosintéticas o fototrOpicas: Estas bacterias sintetizan sustancias Utiles a
partir de secreciones de raices, materia organica y gases dafiinos, usando la luz solar y
el calor como fuentes de energia. (Fernandez Ortufio, 2010).

e Actinomicetos: son hongos benéficos que produce sustancias antimicrobianas a partir
de los aminoacidos y azUcares procedentes de las bacterias fotosintéticas y por la
materia organica. Esas sustancias antimicrobianas suprimen hongos dafiinos y bacterias
patdgenas. (Bonilla, 2010).

e Bacterias Acido lacticas (Lactobacillus spp.): estas bacterias producen acido lactico a
partir de azUcares y otros carbohidratos. El acido lactico es un compuesto altamente
esterilizador que suprime microorganismos patdégenos como el hongo Fusarium que
incrementa la descomposicion de la materia organica, mineralizando los nutrimentos
para las plantas. (Baca, 2010).

e Levaduras (Saccharomyces spp): las levaduras sintetizan y utilizan las sustancias
antimicrobianas que intervienen en el crecimiento de las plantas, a partir de los
aminoacidos y azlcares. Sus secreciones son sustratos Utiles para ciertos
microorganismos efectivos, tales como las bacterias acido lacticas y los Actinomicetos
(Fernandez Ortuiio, 2010).

e Hongos de Fermentacion: los hongos de fermentacion como el Aspergillus y la

Penicilina actian descomponiendo rapidamente la materia organica para producir
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alcohol, éteres y sustancias antimicrobianas produciendo desodorizacion y previniendo

aparicion de insectos perjudiciales y gusanos. (Barcenas, 2016).

V. MICROORGANISMOS ENTEROPATOGENOS

Los microorganismos estan en todas partes de la naturaleza cumpliendo roles importantes
para el equilibrio ecolégico (Mayer, 2010). Un grupo de estos microorganismos son
denominados microorganismos patdgenos capaces de producir enfermedades en plantas,
animales, y contaminacién en el entorno. El otro grupo de microorganismos que ejercen
funciones muy amigables son denominados microorganismos benéficos o eficientes

(composting, 2002).

La cantidad y variedad de bacterias patdgenas y potencialmente patégenas, difiere de
acuerdo al area geogréafica, estado de salud de la comunidad, naturaleza y grado de

tratamiento de los desechos, caracteristicas fisicas y quimicas. (Sandoval, 2015).

La familia Enterobacteriaceae, constituye un grupo grande y heterogéneo de bacterias Gram
negativas aerobios 0 anaerobios facultativos con diversas caracteristicas ecoldgicas y

patogénicas. (Rodriguez, 2010).

Las Enterobacterias, son bacterias Gram negativas que contienen mas de 30 géneros y mas
de 100 especies y pueden tener morfologia de bacilos o cocos. Reciben su nombre por la
localizacion habitual como saprofitos en el tubo digestivo, aunque se trata de
microorganismos ubicuos, encontrandose de forma universal en el suelo, el agua y la
vegetacion, asi como formando parte de la flora intestinal normal de muchos animales
ademas del hombre. (Mateo, 2005).

La presencia de enterobacterias dentro del organismo es normal, pero puede determinar la
aparicion de infecciones, cuya gravedad depende principalmente de la capacidad patolégica
0 de la virulencia de la especie en cuestion y de las caracteristicas del hospedador.
(Escobar, 2015).
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Estos son algunos de los microorganismos enteropatégenos que en la agricultura es
preferible que no estén presentes, debido a sus prejuicios en la salud y seguridad

alimentaria:
Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae, tribu Escherichia. (Rodriguez, 2010).

Enterobacterias.

Categoria taxondmica de Escherichia Coli (Perez, 2019):

e Dominio: Bacteria.

e Reino: Bacteria.

e Filo: Proteobacteria.

e Clase: Gamma proteobacteria
e Orden: Enterobacteriales.

e Familia: Enterobacteriaceae.
e Geénero: Escherichia.

e Especie: Escherichia coli

Se han documentado brotes relacionados con el consumo de productos en fresco, como es
el caso de la espinaca, la lechuga, el tomate, los germinados y los rabanos, contaminados
con E. coli, Salmonella Typhimurium y Salmonella Newport. La contaminaciéon se puede
dar a lo largo de la cadena de produccidn; se reportan como principales fuentes el uso de
agua de riego contaminada, los abonos a base de estiércol no tratado adecuadamente, el
empleo de semillas contaminadas y los diferentes vectores, como animales, insectos y seres
humanos. (Ocaria, 2016).

Eslava, C explica que: uno de los principales microorganismos reportados causantes de
enfermedades transmitidas por alimentos es Escherichia coli, que forma parte del
microbiota intestinal de seres humanos, animales de sangre caliente y aves. Se distinguen

dos grupos segun el tipo de infeccidn que provocan:

I. Esta constituido por cepas responsables de infecciones extra intestinales (tracto

urinario, sepsis y meningitis).
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Esta compuesto por cepas patogenas intestinales, responsables de un elevado numero de
infecciones gastrointestinales. Dichas infecciones pueden manifestarse con distinto
nivel de gravedad, desde una diarrea leve hasta una sintomatologia similar a la del

colera, que puede desencadenar complicaciones como el sindrome urémico hemolitico.

El consumo de tomate, al igual que el de otras hortalizas, ha presentado diferentes alertas
por la presencia de E. coli. Esta cepa ha mostrado capacidad de mantenerse por tiempo
prolongado fuera de su habitat natural, adaptandose a condiciones adversas. Algunas
investigaciones demuestran que estos microorganismos tienen la capacidad de
internalizarse en el producto, protegiéndose de los sanitizantes. Existe un limitado
conocimiento sobre el mecanismo por el cual las bacterias patdgenas de humanos colonizan

y sobreviven en estos productos. (Laura, 2016).

Shiguella

Segun la Novena Edicion del Manual de Bacteriologia Sistematica, el género Shiguella esta

compuesto de 4 serogrupos y 43 serotipos, y se ubica taxondmicamente en (Garrity, 2003):

e Reino: Procarionte.

e Division I: Gracilicutes.

e Clase |: Bacterias.

e Familia: Enterobacteriaceae.

e Tribu: Escherichiae.

e Género: Shigella.

e Especies: S. dysenteriae (A) (13 serotipos). S. flexneri (B) (6 serotipos) S. boydii (C)
(19 serotipos) S. sonnei (D) (1 serotipo).

Shigella spp, alcanza la submucosa del colon y es capaz de ulcerar esos tejidos, pero so6lo
produce bacteremia en casos excepcionales, se encuentra habitualmente como saprofito en
el tubo digestivo, pero también se pueden encontrar de forma universal en el suelo, el agua

y la vegetacion. (Romero, 2015).

Las especies de Shigella spp, son muy sensibles a fluctuaciones de temperatura y a
condiciones ambientales desfavorables. Sin embargo, son tolerantes a pH bajos, por lo que

unas Shigella spp 16 puede soportar la acidez del estbmago y luego colonizar el tracto

23

——
| —



digestivo. Esta facultad, sumada a que son infectivas a bajas dosis, contribuye a su
patogenicidad. (Forbes, 2015).

Salmonella

El género Salmonella se ubica dentro del orden Enterobacteriales y la familia
Enterobacteriaceae, estdn son bacilos gram negativos, generalmente por flagelos periticos,
anaerobios facultativos no encapsulados y no esporulados. Las Salmonellas se desarrollan
entre 8 y 45°C y a un pH de 4 a 8, no sobreviven a temperaturas mayores de 70°C. (Flores,
sf).

Salmonella estd ampliamente distribuido en la naturaleza, y se encuentra como comensal y
patdgenos en el tracto gastrointestinal de humanos, mamiferos domésticos y salvajes,
reptiles, aves, insectos y roedores, causando un amplio espectro de enfermedades en el
hombre y los animales. Epidemiolégicamente hablando se pueden clasificar en tres grupos:
las que no tienen preferencias por algun huésped (infectan tanto al hombre como a los
animales), los que infectan solo al hombre: S. Typhi, S. Paratyphi A y S. Paratyphi C y las
que estan adaptadas a un hospedero es especies animales como S. Abortusovis (bovinos), S.

Abortusequi (equinos) y S. Gallinarum (aves). (Escolasticas, S.f).

Cuando estos microorganismos causan enfermedades se consideran patdgenos; los de
mayor incidencia en productos hortofruticolas son virus (hepatitis A y norovirus), parasitos
(Cyclospora, cayetanensis y Cryptosporidium pavu) Yy bacterias (Clostridium spp.,
Escherichia coli, 157: H7, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. Shigella spp., Vibrio
cholerae, Campylobacter spp. y Yersinia enterocolitica), principalmente (Berger, 2010). De
estos microorganismos Salmonella y E. coli O157: H7 son los que se han sefialado con
mayor frecuencia como agentes que causan enfermedades gastrointestinales (Fernandez,
2000).

Dentro de los contaminantes bioldgicos se mencionan a bacterias, virus, parasitos y hongos
productores de toxinas, microrganismos capaces de colonizar y sobrevivir en o sobre frutas

y verduras (Berger, 2010).
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V1.

BIOFERTILIZANTES EN LA SALUD PUBLICA Y EL MEDIO AMBIENTE

Los biofertilizantes no tratados de manera adecuada, que se utilizan como nutrientes del
suelo, ya sea en la agricultura organica o inorganica, puede dar lugar a la contaminacion de
los productos y/o de las fuentes de aguas, por lo que su aplicacion descontrolada constituye
un peligro para la salud publica y una amenaza para el medio ambiente por la exposicién a
microorganismos patdgenos que esto representa. Una gran parte de los estudios realizados
sobre la preparacion de los biofertilizantes y la aplicacion del estiércol a los cultivos sobre
el terreno se han centrado en los efectos de la fertilidad de los suelos y la calidad de los
cultivos; sin embargo, es necesario aumentar las investigaciones acerca de la sobrevivencia

de los pat6genos y de los tratamientos para reducir los niveles de estos microorganismos.

Uno de los métodos propuestos para el control de estos biofertilizantes es el empleo de
elevadas temperaturas. Cuando es calentado a temperaturas de 55 °C durante 15 dias tiene
lugar una disminucion considerable del nimero de microorganismos patdgenos, a la vez
que esta ocurriendo la digestion mesofila de los compuestos organicos obteniéndose como
producto CO,, metano y amonio. Esta etapa mesofila destruye el 99.9 % de los patdgenos.
En la fase termofila (55°C) se logra eliminar el 99.999% de los mismos y de esta forma se
pasteuriza el material. (Report, 2000).

En experimentos de biofertilizacion en China, se demostrd que los coliformes y otros
organismos fecales son destruidos en el propio proceso, si las temperaturas en el rango
termofilico se mantienen por un tiempo suficiente y todo el material es sujeto a dichas
temperaturas. Las bacterias patdgenas se destruyen rapidamente cuando todas las partes de
la pila de compost estan sujetas a temperaturas de 60°C durante 30 a 60 minutos
(Cantanhede, 2002).

Sin embargo, no podemos confiar ciegamente en que el propio proceso elimina la totalidad
de los patogenos, puesto que investigaciones realizadas recientemente indican que algunos
patogenos tienen un umbral térmico mas alto que otros como por ejemplo el virus de la
Hepatitis A. Ademas, el tiempo y la temperatura necesaria para eliminar o reducir los
peligros microbianos en el compost u otras materias organicas pueden variar segun el clima

de la region y las practicas concretas de gestion ambiental aplicadas en cada caso, plante6
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que los organismos patégenos pueden sobrevivir hasta 60 dias en el biofertilizante. (FAO,
2000).

Teniendo en cuenta estos aspectos, los andlisis microbioldgicos constituyen un elemento
importante para determinar la calidad sanitaria de estos productos. La densidad de
coliformes fecales es utilizada como un indicador de la presencia potencial de bacterias
patogenas (Cantanhede, 2002). Las muestras que contengan menos de 1000 coliformes
fecales por gramo de peso seco de compost indica que todos los microorganismos
patogenos han sido destruidos (Gonzalez, 2004)(Yanko, 1988 como se cit6 Gonzélez, |
2004).

Los analisis realizados al suelo no tratado demostraron la ausencia de coliformes fecales en
las dos profundidades estudiadas (50 y 200 cm). A las 24 horas de aplicado el compost los
coliformes fecales fueron encontrados hasta los 200 cm de profundidad y su concentracion
fue decreciendo a razon de 2 log 10 por semana. Transcurridas 7 semanas fueron detectados
entre los 0 y 100 cm de profundidad. La tabla 2 muestra los tiempos de sobrevivencia de los

patdgenos en el suelo y sobre la superficie de las plantas a partir del momento que ha sido

aplicado el compost no tratado o tratado inadecuadamente (Report, 2000).

Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo
maximo minimo maximo minimo
1 afio 2 meses 6 meses 1 mes
1 afio 3 meses 2 meses 1 mes

20 dias 2 dias 5 dias 2 dias

7 ahos 2 anos 5 meses 1 mes

Tabla 1. Tiempos de sobrevivencia de los patdgenos en el suelo y sobre la superficie de
las plantas. (Gonzalez, 2004).

En esta tabla, podemos observar que la sobrevivencia de estos microorganismos es mayor

en el suelo que sobre las plantas, esto puede estar dado por el hecho de que en la tierra la




concentracion y la variabilidad de los nutrientes es superior que sobre las plantas. EI mayor
valor en el suelo corresponde a los huevos de helmintos con 7 afios de sobrevivencia, en

segundo lugar, a las bacterias y a los virus con tiempos maximos de 1 afio y por ultimo los

quistes de protozoos con solo 20 dias.

102 _10° UFC/gps

10 - 10 2 UFC/gps

10 4 -10 *° UFC/gps

1 quiste

10 quiste

1-10 huevos

Tabla 2. Dosis minimas infecciosas de los patogenos presentes en el compost.
(Gonzalez, 2004).

La tabla nimero dos, muestra que la presencia de estos patdgenos es viable en las diferentes
capas del suelo y sobre las plantas durante los tiempos mostrados, en la tabla uno y a
concentraciones iguales o superiores a las representadas en la Tabla dos, constituye un
peligro para la salud del personal que trabaja la tierra ya que estan expuestos directamente
al contacto con estos microorganismos. Por otro lado, los cultivos destinados a la
alimentacion, sembrados en estos suelos, asi como las aguas subterraneas y las fuentes de
suministros de aguas corren el riesgo de contaminarse con dichos patdgenos. (Gonzalez,
2004).

Evidentemente es necesario realizar la vigilancia y el control sanitario estricto de estos
biofertilizantes con vistas a reducir los niveles de contaminacion ambiental y el desarrollo

de las enfermedades. (Gonzalez, 2004).

VII. METODO Y TECNICA PARA LA IDENTIFICACION DE BACTERIAS
ENTEROPATOGENOS.

BD MacConkey Il Agar es un medio de diferenciacion selectivo para el aislamiento y la

diferenciacion de Enterobacteriaceae y diversos otros bacilos gram negativos a partir de un

medio de cultivo o una muestra clinica. La férmula del agar MacConkey Il se disefié para




mejorar la inhibicion del agrupamiento dinamico de la especie Proteus, lograr una
diferenciacion més definitiva de los organismos fermentadores y no fermentadores de
lactosa y alcanzar un crecimiento superior de las bacterias entéricas. (Dickinson, Julio,
2014).

Las colonias de Shigella en Agar MacConkey son incoloras y transparentes. En este medio
las colonias de otros microorganismos que fermentan la lactosa (coliformes) son colonias

rojizas. (Salamanca, s,f).

Las colonias de E. Coli segin ISO 21150, se inoculan con Agar MacConkey para obtener
colonias aisladas, Incubacion a 32,5+2,5 °C durante al menos 24 horas. Las colonias de
Escherichia Coli son rojo o rosa, no mucoide, redonda y su precipitado es opaco debido a
las sales biliares. (Condalab, 2019).

Galerias o Bateria de pruebas Api20E

Api abreviatura de sus siglas en inglés: Application Programming Interfaces, su
significado en espafiol, interfaces de programacion de aplicaciones, el cientifico en
computacion Benny Weinberger en su blog (2015) explica que, una APl es una
especificacién formal sobre cdmo un médulo de un software se comunica o interactia

con otro.

Esta técnica se utiliza debido a que es un método rapido, que permite la identificacion de
microorganismos a través de la realizacién de diferentes pruebas biogquimicas. En el
mercado existe una variedad de galerias para ser utilizadas en la identificacion de diferentes
tipos de microorganismos, por ello, aunque todos estos sistemas tienen el mismo

fundamento, difieren en el nimero y tipo de pruebas que permiten realiza. (Burgs, 2015).

Los diferentes tipos de pruebas API son: APl 20E, APl 20 NE, API 20A, APl STAPH, API
20 STREP, el API CAMPY, APl CORYNE, API CANDIDA, API 50 — CHL. En esta
investigacion se recomienda utilizar la galeria de pruebas Api 20E ya que esta es
especificamente para la identificacion de microorganismos pertenecientes al grupo de las
enterobacterias y de otros bacilos gram negativos que son los de interés. (BioMérieux,
2010).
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(Rodriguez F. , 2019) en su blog, llamado laboratorio clinico y biomédico, explica que:
Api20E es un sistema que provee un estudio de 20 pruebas que consta de 20 microtubos
con medios deshidratados que se incuban con una suspension de bacterias, las cuales
inoculan el microorganismo y los hidrata. Esta técnica cumple con el objetivo fundamental
de identificar un microorganismo problema de clase Enterobacterias y su lectura se da a

través de los cambios que este genera por medio de reactivos.

El autor antes citado nos expone que: Para utilizar esta técnica hay una serie de
instrumentos, reactivos, pasos y normas a seguir, segun lo requiera el método. Galeria de
pruebas API 20E pueden encontrarse en casas comerciales que se dediquen a la distribucion
y venta de instrumentos de laboratorios, Microorganismo problema o inoculo (muestras de
suelo o liquido), si es de cultivo es importante que sea de un cultivo joven, Ampolla de 5
ml de suero salino fisioldgico, Hilo o Asa de siembra de platino, Pipeta Pasteur, Papel de
filtro, Mechero, Portaobjetos, P-fenil-diamina (oxidasa), Reactivos reveladores (Voges
Proskauer, Indol y TDA), Camara, Estufa, Libro o software de interpretacion APl y
Parafina estéril. Los pasos a seguir y los tiempos de realizacion de un estudio son muy
importantes, Api es una prueba muy eficaz y facil de ejecutar, y esto lo ha determinado el

buen manejo de las instrucciones.
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VIII. METODOLOGIA

Enfoque: Documental interpretativo.

Segun (Sampieri, 2000): La investigacion documental consiste en detectar, obtener y
consultar la bibliografia y otros materiales que parten de otros conocimientos y/o
informacion recogida moderadamente de cualquier realidad, de manera selectiva, de modo
que puedan ser Utiles para los propositos de un estudio. En este caso pretendemos hacer uso
de este enfoque por medio de una busqueda exhaustiva de documentos, textos,
publicaciones o revistas, que proporcionen informacion sobre biofertilizantes artesanales y

la presencia de microorganismo enteropat6genos.

Este tipo de investigaciones interpretativas proporcionan un conjunto coherente de ideas,
pero heterogéneo donde se confrontan varias posiciones de autores, en todas se busca
coherencia entre teorias y métodos, en la que se asocia la elaboracién teorica a la
vinculacion existente entre el investigador, su problematica y la concepcién ética de su
investigacion. En esta investigacién documental se pretende sustentar las teorias y métodos
ya utilizados para detectar presencia de enteropatdgenos, pero al mismo tiempo dando una
investigacion que sea un antecedente para estudios cientificos y de campo futuros, que
garanticen que los biofertilizantes liquidos producidos artesanalmente son sometidos adn

proceso de estudio de laboratorio.
Meétodos y técnicas de recoleccion de datos.

Se utilizardn métodos llamado arqueo bibliografico para extraer las teorias y flujo de
investigaciones previas, plasmando la fuente de dicha informacién. Se realiz6 una revision
de articulos cientificos durante los meses de agosto a diciembre de 2020 y enero a julio de
2021, revistas, articulos cientificos y hasta blogs de caracter cientificos en idiomas: inglés y
espafiol. Se emplearon articulos publicados en el periodo y revistas que fueron publicadas
entre los periodos de tiempo de 2000 a 2020, al igual que se consultaron publicaciones de

afnos anteriores como aporte a la historia del tema.
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IX. RESULTADOS

Importancia de las bacterias patogenas

Las bacterias son de relevancia para el funcionamiento de los sistemas bioldgicos Yy sobre
todo aquellas que su mayor aporte es beneficiar, no obstante, en las ultimas décadas se han
hecho importantes avances en el estudio de la ultraestructura bacteriana, tanto de bacterias
con carécter beneficiario como las que no, estas son conocidas como bacterias patdgenas,
con estos avances se ha logrado una identificacion bioquimica de muchas fracciones
subcelulares permitido ubicar a las bacterias en el reino Procaryotae. Los avances de la
genética bacteriana hicieron posible el desarrollo de técnicas de biologia molecular con
aplicaciones a nivel de la investigacion cientifica y el diagndstico, es por estudios
intensivos como estos es que el conocimiento sobre las bacterias crece mas alla de la

superficie.

Los microorganismos benéficos (Lactobacillus Reuteri, Acidophilus bifidus, Streptococcus
thermophilus, Streptococcus faecium, Bifidobacterium Animalis, Bacillus Coagulans)
tienen la capacidad de fijar nitrogeno atmosférico, descomponer residuos organicos,
degradar pesticidas y otros elementos contaminantes, suprimir enfermedades (pat6genos)
de las plantas generados en el suelo y fortalecer el ciclo de los nutrientes. (Rostran, 2016).
Dicho de otra forma, si existen microorganismos que su Unico objetivo es beneficiar,
existen otro grupo de microorganismos que su funcionamiento y objetivo son todo lo
contrario, son los ya denominados como: microorganismos patdégenos que son capaces de
producir enfermedades en plantas, animales, y contaminar el entorno, la cantidad y
variedad de bacterias patdgenas y potencialmente patdgenas, difiere de acuerdo al area
geografica, estado de salud de la comunidad, naturaleza y grado de tratamiento de los
desechos, las enfermedades que estos generan se derivan de los alimentos, y las bacterias
patogena que con mucha frecuencia se encuentra es Escherichia coli, (Sandoval, 2015).

La importancia de estas bacterias no radica en que es lo que se puede obtener de ellas, sino
todo lo contrario, los investigadores han iniciado estudios en alimentos desde los afios 1993
hasta el dia de hoy, con el Unico objetivo de conocer mas el funcionamiento de este grupo
de bacterias que son potencialmente capaces de introducir enfermedades graves para el

humano, se ha descubierto que este grupo de bacterias necesitan sustento para sobrevivir
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dentro del organismo, dicho esto, la mayor relevancia tratdndose de patogenos, se centra en

la eliminacion de estos. (D, 2016).

INCIDENCIA DE LAS BACTERIAS ENTEROPATOGENOS EN

BIOFERTILIZANTE LIQUIDOS.

En el punto anterior se caracterizd la diferencia entre microorganismos benéficos y los
microorganismos patdgenos, que son de interés particular en la presente Tesis, si bien es
cierto que estos existen mayormente en alimentos, antes mencionado por D, Alvarado en el
2016. Se deberd observar detenidamente el tipo de alimento, més el proceso de este, antes
de ser consumido por el ser humano. El presente trabajo se centra en la importancia de la
busqueda de bacterias enteropatdgenos en biofertilizantes liquidos que se producen
artesanalmente con estiércol de animales, por tanto, es importante primero definir el
proceso de los biofertilizantes organicos o foliares, que son producidos con estiércol
bovino, para entender las incidencias que los microorganismos patdgenos ejercen sobre los

mMismos.

En Nicaragua los abonos foliares fue introducida por la empresa de Fertilizantes Organicos
S.A. (FERTOSA) en el Ingenio Montelimar, la produccion y comercializacion se convirtio
en una excelente alternativa de ingresos, en Nicaragua su difusion moderna comenzé a
mediados de la década de los afios 90, en el curso de los tres Gltimos afios la produccién de
fertilizantes foliares organico estd despertando un especial interés, en primer lugar por
curiosidad y después por las expectativas de beneficios econémicos independientemente del
tipo de actividad principal que desarrolle (Requenez Eduardo, 2019).

De una buena fertilizacion dependen los rendimientos que vamos a obtener, pero antes de
cualquier aplicacion, siempre es necesario realizar un andlisis de suelo previo a la siembra
con el objetivo de indagar que tipo de nutriente carece el suelo y que nutriente tiene en
abundancia (Hernandez, 2009), citado en E, Requenez., E, Bonilla et al. (2019).

La aplicacion foliar es el resultado de un proceso de digestion anaerdbica de restos
organicos de animales y vegetales (estiércol, residuos de cosecha), en donde la nutricion se
aplica especificamente a las hojas, se utiliza como un complemento de la fertilizacion al

suelo que consiste en aplicar el fertilizante en forma de lluvia (por aspersion), la ventaja es

32

——
| —



que, al entrar el producto en contacto con las hojas, se absorbe de forma inmediata y los

resultados pueden observarse en menos tiempo. (F, 2019).

Los biofertilizantes de origen organico, tienen sus componentes esenciales para la
produccion de los mismos, el interés principal es aquellos biofertilizantes que son creados a
partir de estiércol, para ello cabe recalcar que a como este elemento tiene sus ventajas,

también desventajas y perjuicios para el ser humano.

Estiércol de vaca: Aporta grandes cantidades de microorganismo para que ocurra la
fermentacion, aporta nitrégeno ya que la microbiologia u organismos vivos existentes en
este componente, tiene la caracteristica facultativa de desarrollarse tanto en condiciones
aerobica como anaerobica (Rostran, 2016). Pero si existen microorganismos gque dan todas
estas ventajas tan necesarias que hay mas alla, ¢Acaso no existe dentro de ello algo que de
equilibrio?, estudios han demostrado que existen % que revelan la existencia de bacterias
patogenas de genero coliforme fecalis, y las mas comunes encontradas son Salmonella y
Escherichia coli (Ruben, 2016).

"En la medida en que existe un vinculo entre los genes resistentes a los antibidticos, las
bacterias que se propagan en el ambiente y las bacterias que crecen en el medio
hospitalario, apuntamos a conocer qué tipos de agentes patdgenos confluian a través del
estiercol utilizado como fertilizante, el gran temor es que se manifiesten agentes patégenos

responsables de intoxicaciones alimentarias o infecciones hospitalarias. (COFA, 2014).

El estiércol del ganado bovino contiene grandes cantidades de microorganismos
potencialmente patdgenos como bacterias, virus y paréasitos (Dungan, 2010). Escherichia
coli es un habitante normal del tracto gastrointestinal del bovino; esta bacteria es un
indicador de contaminacion fecal en el agua y los alimentos, algunas de sus cepas como
la E. coli entero-hemorragica son patdgenas y causa severas infecciones en las personas con
cuadros epidémicos caracterizados por diarreas hemorragicas, colitis y sindrome urémico
hemolitico (Asakura, 2009 ).

A lo largo de la investigacion se ha encontrado por informacion de diferentes autores, que
el principal factor problema es que a medida que hay un vinculo entre genes resistentes a

antibioticos, estos se propagan en el ambiente hasta encontrar un vehiculo o un huésped,
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debido a que su resistencia a antibioticos les da un periodo mas largo de vida, causando asi
primero la ignorancia de como estos van actuar, por supuesto no hablamos de una
ignorancia total, si no, parcial ya que se han encontrado estudios antes citado que
demuestran el comportamiento de dichos patdégenos en el huésped, no obstante, por un
periodo de tiempo este puede crear resistencia y no ser eliminado de forma facil. Segundo
puede existir el temor de que los agentes patdgenos sean los responsables de intoxicaciones

alimentarias o infecciones hospitalarias.

METODOS Y TECNICAS PARA LA IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS

ENTEROPATOGENAS.

API conocido asi por sus siglas en inglés (Analytical Profile Index) (indice de perfil
analitico, en espafiol) 20E es un panel bioguimico que su objetivo principal es identificar y
diferenciar la familia Enterobacteriaceae, esto significa que API es un método establecido
para la identificacion manual de microorganismos a nivel de especie. (Aryal S. , 2019).

Los sistemas miniaturizados APl son métodos rapidos que permiten la identificacion de
microorganismos a través de la realizacién de diferentes pruebas bioquimicas. Estos
sistemas consisten en un dispositivo de plastico con varios microtubos que contienen
diferentes medioa<s de cultivo deshidratados. Entre algunas de las pruebas bioquimicas que
pueden realizarse con estos sistemas estan las pruebas de fermentacidn de carbohidratos, la
determinacion de la produccion de H2S, la determinacion de la hidrdlisis de la gelatina,
entre otras con el objetivo de identificar diferentes tipos de microorganismos, por ello,
aunque todos estos sistemas tienen el mismo fundamento, difieren en el niamero y tipo de
pruebas que permiten realizarse, ya que su seleccion estéd directamente relacionada con la
actividad metabdlica del género al que pertenece el microorganismo a identificar.
(BioMérieux, 2010).

Para realizar este técnica se requiere: Preparar la camara llenando los alveolos de agua
destilada, importante previa preparacion del inoculo, tomando una colonia aislada con un
asa esteéril y realizando una suspension de bacterias en un tubo que contenga 5 ml de agua

destilada o suero salino fisiologico estéril, Realizar la prueba de la oxidasa al
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microorganismo problema, Sacar la galeria de microtubos de la bolsa hermética, Comenzar
a inocular la galeria de microtubos siguiendo los puntos siguientes: Llenar el tubo y la
clpula en CIT, VP Y GEL, Llenar los tubos, pero no las cupulas, en los demés test,
Proceder al llenado de las cupulas de los test subrayados (ADH, LDC, ODC, URE y SH,)
con aceite de parafina estéril para obtener un ambiente anaerdbico, Situar la galeria dentro
de la cdmara, Depositarlo en la estufa e incubar entre 35°C y 37°C durante 18-24 horas,
pasado este tiempo sacar de la estufa e interpretar los resultados segin nuestro libro o
software de lectura. (Rodriguez F. , 2019).

Francisco, R. (2019), citado anteriormente explica que: Para la interpretacion de los
resultados es necesario tener conocimiento de que si: la glucosa o tres 0 mas pruebas son
positivas hay que verificar el revelado de los test que requieren reactivos, que son VP, TDA
e IND, Si la glucosa da negativo y el numero de test positivos es menor o igual a 2, se
investiga el metabolismo dxido-fermentativo en un tubo de Hugh-Leifson, si esto sucede se
siembra en Agar McConkey, para observar el metabolismo de la lactosa, Se comprueba la
movilidad (MOB), se reincuba la galeria durante 24-48 horas, si después de 48hrs la
glucosa o tres pruebas dan positivo, hay que efectuar el revelado de los test que requieren
reactivos (VP, TDA e IND). En cambio, si el resultado sigue siendo el mismo (glucosa
negativo y n° de test positivos igual o inferior a 2) no se puede identificar el
microorganismo como una enterobacteria y se procedera a la identificacion a partir de un

perfil numérico.

Es importante no solo hablar de la sencillez y estabilidad de dicha técnica, si no, también
analizar lo que para un productor es importante, esto hace referencia al costo que se
requiere para dicha prueba, es primordial hacer hincapié en que el objetivo del productor

debe ser proveer un biofertilizante totalmente orgéanico y que a la vez su contenido brinde

seguridad. Por esta razon se anexo un presupuesto para dicho analisis.
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Tabla 3. Presupuesto de prueba API20E en un laboratorio. Fuente Centro Nacional

de Acuicultura e Investigaciones Marinas. Nancy, 2020.

Metodos moleculares para la deteccion e identificacion de patdgenos.

Los principales avances en los ensayos de deteccidn de patdgenos en alimentos, basados en
acidos nucleicos, se produjeron a partir de 1980. Los primeros métodos de identificacion
molecular fueron la hibridacion ADN-ADN, el anélisis de secuencias del ADNr 16S, la
hibridacion con una sonda especifica y el analisis RFLP o ribo- tipificacion. En contraste
con las caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas, la identificaciéon molecular se basa en la
composicion constitutiva de los acidos nucleicos méas que en los productos de su expresion.
(Gonzalez, 2004).

El descubrimiento de la PCR, la clonacién, la secuenciacion y la tecnologia de deteccion
por fluorescencia, asi como la accesibilidad a una gran cantidad de informacion en la web
ayudé al desarrollo de nuevas herramientas moleculares, cuyo uso ha aumentado
enormemente la habilidad para detectar y cuantificar bacterias patdgenas en agua y
alimentos, entre estas, muchas bacterias emergentes, como por ejemplo; Escherichia
coli 0157, Helicobacter pylori, Campylobacter spp, Shiguella, las cuales han representado
una seria amenaza para la salud publica mundial. (C, 2014).

Recientemente, se ha dado un paso hacia las plataformas moleculares mas sofisticadas para
la identificacion de microrganismos patégenos, incluyendo sistemas de amplificacion in
vitro en tiempo real, biosensores y microarreglos, los cuales han sido desarrollados o se
estan desarrollando para su uso como métodos rapidos en la deteccion de patdgenos en
alimentos. (al S. e., 2004).

La enumeracién de patégenos transmitidos por alimentos es un aspecto principal del
diagnostico molecular microbioldgico, especialmente si quiere utilizarse para la evaluacién
cuantitativa del riesgo. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es la técnica de
diagnéstico molecular mas ampliamente utilizada debido a su protocolo rapido y de facil

uso.
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Por lo general, 2-3 h son necesarias para completar una PCR, hoy en dia se han

desarrollado sistemas de PCR mas avanzados para generar un resultado en cuestion de

Molde de ADN
Segmento de interés L
3ll SII

Desnaturalizacion del ADN molde I

(94°C)
STTTITTITTITIIIrS
3"W b
Anillamiento de los cebadores ‘
(primers)
e TIIrrrrrrrrTs
3" Su
Cebado Cebado
STTT 3
3" Su
Sintesis de ADN (72°C) ‘
B 1 HHHHHHHHHS
3|| SH
—_—>
‘—
STTITTITITITITITT
3 el el 5
Dos copias del ADN molde L

Repeticion del proceso (25-35 veces)

minutos. A

continuacion, se presentan varios ejemplos de las aplicaciones de los distintos tipos de PCR

en alimentos. (Gonzalez, 2004)
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llustracion 1. Etapas del proceso de PCR.

La técnica de PCR se basa en el principio de complementariedad de las bases de ADN y en
la participacion de la enzima polimerasa, permitiendo la extension del fragmento a
amplificar, agregando nucleo6tidos en secuencias complementarias al ADN Molde por
medio de un proceso ciclico, que comprende tres pasos: Desnaturalizacion, hibridacion y

extension.

Los métodos de PCR dirigidos a la deteccion de toxinas se han desarrollado para varias
especies bacterianas como; V. cholerae, E. coliy algunos aislados de estafilococos, por
nombrar unos pocos. Muchos de los métodos basados en &cidos nucleicos utilizan la PCR
para detectar toxinas diferentes o genes de virulencia que permiten que las bacterias se

conviertan en patogenos. (al M. e., 2007).

Actualmente se han desarrollado ensayos de PCR en tiempo real, para la identificacion de
patdgenos de origen alimentario, ofreciendo una deteccion rapida, sensible y especifica de
agentes patogenos. Esto se hace posible tras el cultivo de enriquecimiento, asi como su
cuantificacion. Las ventajas de estos ensayos, junto con su facilidad de uso y la
susceptibilidad a la automatizacion, es que son atractivos en la aplicacion de alimentos, con

el fin de evolucionar en este campo en un futuro proximo. (C, 2014).

Ventajas de las técnicas moleculares

La identificacion de los patdgenos de transmision alimentaria mediante métodos
moleculares se ha vuelto cada vez mas notorio en aspectos de calidad y seguridad en la
produccion de alimentos, estas técnicas suelen ofrecer muchas ventajas. La técnica de PCR
es una de las técnicas mas utilizadas en la deteccion e identificacion de bacterias causantes
de ETA, es fiel exponente de tales alcances ya que presenta rapidez, limite de deteccién,
especificidad y sensibilidad, facil automatizacion y capacidad de procesamiento de grandes
cantidades de muestras. En algunos microorganismos, PCR no requiere condiciones
anaerdbicas en comparacion con el método de cultivo clasico. Adicionalmente, a través de

los métodos moleculares se identifican microorganismos que no pueden ser estudiados por
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técnicas convencionales o0 que no pueden cultivarse en substratos artificiales.
(Wondwossen, 2007).

TECNICA

MOLECULAR VENTAJAS DESVENTAJAS
- Mayor rapidez que los métodos basados en cultivos (4-24 - Dificultad para distinguir entre células vi-
h vs. 5-7 dias). vas y muertas.
- Alta especificidad y sensibilidad. - Técnicamente puede ser un reto optimizar
- PCR multiple: detecta varios patogenos al mismo tiempo. las condiciones de PCR.
PCR simple y - Automatizados. - Se requiere enriquecimiento para detectar
multiple - Resultados precisos y exactos a partir de |la deteccion ge-  celulas visibles.
nética especifica. - Se necesita procesamiento post-PCR de
- Diferenciacion de varios serotipos de microorganismos. los productos (electroforesis).
Ejemplo: en el caso de Salmonella se pueden detectar 5-8
en una sola reaccion.
- Es mas especifica y sensible gue los métodos de cultivo. Dificultad en ensayos multiples.
- No se encuentra influenciada por la amplificacion no especi- Labilidad del ARNm.
PCR en tiempo real  fica; la amplificacién puede ser monitoreada en tiempo real. - Posibilidad de contaminacion cruzada.
- Confimnacion de amplificacion especifica mediante curvas
de fusion.

llustracién 2. Ventajas y desventajas de las técnicas de PCR. Gonzélez, 2014.

INFERENCIAS QUE PUEDEN OCASIONAR LA PRESENCIA DE BACTERIAS

ENTEROPATOGENOS EN LA SALUD Y MEDIO AMBIENTE.

Las enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA) se originan por la ingestion de
alimentos y/o agua que contienen agentes etiologicos en cantidades considerables que
afectan la salud del consumidor, ciertas complicaciones son producto de toxinas de origen
bacteriano, por ejemplo, la toxina producida por Clostridium botullinum, que puede llegar a
generar fallas respiratorias, y la toxina shiga, producida por cepas de Escherichia coli,
causante del sindrome hemolitico urémico. (Z, 2016).

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las ETA constituyen uno de
los problemas sanitarios mas comunes que aquejan la salud de las personas en el mundo, y
afectan con severidad a nifios, mujeres embarazadas, ancianos y personas con oOtros
padecimientos; sin embargo, estas enfermedades no solo afectan la salud, sino que tienen
un impacto socioecondémico negativo, debido a que ocasionan una disminucién en la
productividad y el comercio e imponen una carga sustancial en los sistemas de salud al

generar gastos en hospitalizaciones y medicamentos. (L, 2016 ).
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Las bacterias de la flora intestinal se movilizan para ayudar al organismo a liberarse de las
invasoras y defender su hébitat que ya ha sido conquistado y colonizado, una reciente
investigacion de la Universidad de Michigan, en EE. UU, muestra que las bacterias
habituales en el tracto digestivo de las personas compiten contra bacterias invasoras
como las bacterias patdgenas, para ayudar a que el organismo las rechace. El estudio
también muestra que estas bacterias invasoras patdgenas dependen de ciertos genes para
ganar una ventaja temporal que sea suficiente como para reproducirse y arrojar a su

descendencia al exterior del organismo para que puedan infectar a otro. (Maite, 2012).

(Maite, 2012), citado anteriormente explica que este estudio fue publicado en la revista
'Science’, apuntando a posibles formas de prevencién o el tratamiento de las infecciones
por E. coli enterohemorrégica. Esta bacteria patdgena, causante de una de las enfermedades
de tipo alimentario es la méas temida, puede llegar a contaminar carne picada poco cocinada,
leche no higienizada, agua no tratada, frutas o verduras, y causar diarrea y otros sintomas
mas graves en adultos incluso ser mortal para los més pequefios. Los resultados del estudio
demuestran que estas bacterias, también Ilamadas "comensales”, compiten con los
patdgenos causantes de enfermedad, estos patdgenos usan un conjunto especifico de genes

para ganar en la competencia con las comensales antes de salir del cuerpo.

Incidencias ambientales

Las aguas residuales son la principal fuente de microorganismos patogenos que se
transmiten a través del ambiente y que llegan a la poblacion especialmente a través de la
contaminacion del agua usada para beber, agua utilizada en cultivos de vegetales o en
cultivos de moluscos bivalvos, en la preparacion de comida, para lavar, en el bafio o en los
diversos usos recreativo. El tratamiento actualmente aplicado a las aguas residuales
procesadas por métodos bioldgicos y fisico-quimicos ha reducido significativamente la
incidencia de enfermedades entre la poblacion, especialmente las de etiologia bacteriana,

sin embargo, los protozoos y los virus son mas resistentes que las bacterias. (Silvia, s,f).

El control viroldgico del medio ambiente es un proceso complejo debido a la dificultad de
identificar concentraciones normalmente pequefias de virus diversos pertenecientes a
diferentes familias y que estan dispersos en grandes volimenes de agua, biosolidos o en

otro tipo de muestras ambientales. (Pilar, s,f).
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X. CONCLUSIONES

Las investigaciones que se han planteado hasta el dia de hoy, como las realizadas por
(Rostran, 2016), han arrojado estadisticas y porcentajes desde la importancia de los
biofertilizantes hasta los nutrientes que aporta al suelo, en el que se han encontrado que es
mucho mas factible la aplicacion de biofertilizantes de origen natural; primero porque es
una forma natural de descomposicion anaerobia, la mayoria de las industrias ganaderas o
incluso industrias que crean biofertilizantes quimicos, tiene un problema central y se basan
en que los desechos naturales del ganado, se almacenaban sin ningun tipo de uso y esto

creaba una ola de contaminacion que al pasar del tiempo afectan el ecosistema.

Hoy en dia existen un sin nimeros de alternativas para darle un uso al estiércol bovino,
tales como: biofertilizantes liquidos, abonos, transformacion por medio de una
fermentacion anaerobia se puede producir biogas de forma natural y como estos ejemplos,
existen mas formas de transformar este inoculo, pero el objetivo principal de estos
proyectos es beneficiar al consumidor, al suelo e incluso y mas importante es amigable con

el medio ambiente.

Hay que mencionar, ademas que los biofertilizantes son componentes vitales de los
sistemas sostenibles dado que constituyen medios econdmicamente activos y
ecologicamente aceptables para reducir los insumos quimicos, mejorando la calidad y
cantidad de los cultivos. Teniendo en cuenta que cada biofertilizante puede variar en
componentes, preparacion, nutrientes que aportan al suelo y su funcionalidad, pero todos
los biofertilizantes organicos tienen el mismo proceso de transformacion llamado
fermentacion, en el que se conoce a través de estudios cientificos que actian un consorcio
de microorganismos (benéficos o patégenos), su reproduccion y diseminacion dependera

ampliamente del ambiente en el que se desarrollan.

La importancia que existe en el equilibrio del ecosistema, al punto anterior, donde se hace
mencion de un consorcio de microorganismos ya sean benéficos o patogenos. La
importancia de un ecosistema equilibrado es la interdependencia entre los elementos que
integran el ambiente y que permite la existencia y desarrollo del humano, dicho de otra
manera, las bacteria enteropatdgenos forman parte de esta interdependencia, reciben este

nombre por la localizacion es la que se encuentran, en el tubo digestivo como saprofitos, y
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es muy comun que se formen en la flora intestinal de animales y personas, es necesario
recalcar que en la agricultura hay ciertos tipos de microorganismos que surgen por distintos

vehiculos de transporte.

En la agricultura los enteropatdgenos bacterianos, no deben estar presentes de ninguna
manera y mucho menos por un periodo prolongado de tiempo, ya que pueden infectar los
cultivos. Pero para poder combatirlos es importante tener el conocimiento de cuales son los
enteropatdégenos mas comunes: Escherichia coli, Shiguella y Salmonella, conociendo sus
nombres es vital estar al tanto del funcionamiento y la capacidad con que estos se adaptan a
los diferentes ambientes, la funcionalidad de dichos patogenos estd incluido, en el
desarrollo del marco tedrico de la presente monografia con nombre de encabezado

Microrganismos enteropatdgenos.

Indiscutiblemente, en este punto es importante que todo se controle con sigilo, debido a que
un biofertilizante organico manipulado inadecuadamente, es muy probable que de origen a
enfermedades. Estudios realizados sobre la preparacion de los biofertilizantes y su
aplicacion de estiércol han sefialado, una creciente fertilidad en los suelos desde la
aplicacion de biofertilizantes orgénicos, los mismos estudios han descubierto la existencia
de enteropatdgenos, por mas minima que sea, la pregunta es cuestion seria ¢cdémo inciden
en la salud pablica y como lo tratamos para reducir su propagacion?, preguntas que deben
ser contestadas con el objetivo de generar seguridad y calidad al producto terminado,
evitando de este forma que en un tiempo considerable, aparezcan problemas de salud y

ambiente.

Por otra parte, investigaciones han dado la alternativa de aplicacion de Temperaturas (T°)
elevadas y que se mantengan por un periodo prolongado de tiempo, a fin de que estos
enteropatdgenos disminuyan considerablemente, aunque es una buena alternativa, no
debemos confiar ciegamente en esta técnica, debido a que existen enteropatdgenos que
poseen un umbral térmico mas alto que otros, dicho de otra manera, seria muy dificil

eliminarlos a una totalidad aun con altas temperaturas.

En conclusion, es importante realizar analisis microbioldgicos a los elementos o
compuestos de estos biofertilizantes de origen natural, especificamente a aquellos que

dentro de sus elementos incluyan estiércol, con el proposito de determinar la calidad
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sanitaria y ambiental con la que este producto final, beneficiara o perjudicara al ser humano

y el ecosistema.
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Xl. RECOMENDACIONES

Llevar a cabo, la realizacion de un estudio experimental en el que la muestra o inoculo para
dicho estudio sea el estiercol como inoculo, con la finalidad de estudiar los
microorganismos existentes y su comportamiento para poder determinar la raiz o la
localizacion de estos patdgenos. A su vez, repetir este procedimiento con el biofertilizante
ya elaborado, a fin de verificar si ain hay existencia de patdgenos al final de todo el

proceso.

Estudiar a nivel cientifico, los tiempos de permanencia de las bacterias enteropatégenos

encontradas en el cultivo o muestra.

Realizar capacitaciones o charlas a productores donde el tema central sea, dar a conocer las
capacidades de supervivencia o adaptabilidad en los distintos ambientes que poseen los

enteropatdgenos.

Manejos rigurosos de las normas de bioseguridad en todo tiempo, desde la recoleccion de

muestras hasta el analisis de resultados.

A nivel informativo, seguir indagando las incidencias que pueden causar la aparicion de

patdgenos en los cultivos.
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XIl.  ANEXOS

Fichas Bibliograficas

En las ultimas décadas se han hecho importantes avances en el estudio de la
ultraestructura bacteriana, lograndose una identificacion bioquimica de muchas fracciones

subcelulares; estos avances han permitido ubicar a las bacterias en el reino Procaryotae.

M, Pirez y M, Mota. (S, f)

Los microorganismos benéficos tienen la capacidad de fijar nitrogeno atmosférico,
descomponer residuos organicos, degradar pesticidas y otros elementos contaminantes,
suprimir enfermedades (patdgenos) de las plantas generados en el suelo y fortalecer el

ciclo de los nutrientes. Rostran, J. (2016).

Las enfermedades de transmision alimentaria constituyen un grave problema de salud
publica a nivel mundial; entre sus causas mas frecuentes se encuentran los patdgenos
bacterianos, los cuales generan desde sintomas gastrointestinales hasta complicaciones que

pueden conducir a la muerte.

Z, Soto., L, Pérez et al, (2016). Colombia

La aplicacion foliar es la nutricién a través de las hojas, se utiliza como un complemento
de la fertilizacion al suelo, consiste en aplicar el fertilizante en forma de lluvia (por
aspersion) a las hojas de la planta, la gran ventaja es que al entrar el producto en contacto
con las hojas se absorbe de forma inmediata y los resultados pueden observarse en menos

tiempo.

Estiércol de vaca: Aporta las grandes cantidades de microorganismo (M.O fresca), para
que ocurra la fermentacion, aporta nitrégeno y su microbiologia tiene la caracteristica

facultativa de desarrollarse tanto en condiciones aerdbica como anaerdbica.

J, Rostran y T, Tajiri. (2016)

45

——
| —



El estiércol del ganado bovino contiene grandes cantidades de microorganismos

potencialmente patdgenos como bacterias, virus y parasitos

Dungan, (2010).

Los sistemas miniaturizados API son métodos rapidos que permiten la identificacion de

microorganismos a traves de la realizacion de diferentes pruebas bioquimicas.

BioMeérieux (2010).

APl (Analytical Profile Index) 20E es un panel bioguimico para la identificaciéon y
diferenciacion de miembros de la familia Enterobacteriaceae. Por tanto, es un método bien
establecido para la identificacion manual de microorganismos a nivel de especie.

Sagar Aryal (2019).

Los principales avances en los ensayos de deteccion de patdgenos en alimentos, basados en
acidos nucleicos, se produjeron a partir de 1980. Los primeros métodos de identificacion
molecular fueron la hibridacion ADN-ADN, el analisis de secuencias del ADNr 16S, la

hibridacién con una sonda especifica y el analisis RFLP o ribo-tipificacion.

Y, Gonzalez. (2014)

Muchos ensayos de PCR en tiempo real se han desarrollado para patégenos de origen
alimentario, ofreciendo una deteccion réapida, sensible y especifica de una serie de agentes
patdgenos, tras el cultivo de enriquecimiento, asi como su cuantificacion. Las ventajas de
estos ensayos, junto con su facilidad de uso y la susceptibilidad a la automatizacién los
hacen muy atractivos para su aplicacion en alimentos, con el fin de superar la larga etapa
de cultivo de enriquecimiento. Es posible que la investigacion y la evolucion en este
campo crezcan y conduzcan a ensayos de deteccion; rapidos, especificos y sensibles, que

se puedan realizar directamente en muestras de alimentos en un futuro proximo.

C, Palomino. (2014)
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La identificacion de los patdgenos de transmision alimentaria mediante métodos moleculares
se ha vuelto cada vez mas popular en aspectos de calidad y seguridad, y en la produccion de
alimentos, debido a que estas técnicas suelen ofrecer muchas ventajas. La PCR, una de las
técnicas mas utilizadas en la deteccion e identificacion de bacterias causantes de ETA, es fiel
exponente de tales alcances; presenta rapidez, buen limite de deteccion, especificidad y
sensibilidad, facil automatizacion y capacidad de procesamiento de grandes cantidades de

muestras.

Wondwossen (2007).

La enfermedad trasmitida por alimentos (ETA) es el sindrome originado por la ingestién de
alimentos y/o agua que contienen agentes etioldgicos en cantidades tales que afectan la salud

del consumidor.

Z, Soto. (2016)

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las ETA constituyen uno de los
problemas sanitarios mas comunes que aquejan la salud de las personas en el mundo, y
afectan con mayor severidad a nifios, mujeres embarazadas, ancianos y personas con otros

padecimientos.

L, Pérez. (2016)

El control virologico del medio ambiente es un proceso complejo debido a la dificultad de
identificar concentraciones normalmente pequefias de virus diversos pertenecientes a
diferentes familias y que estan dispersos en grandes voliumenes de agua, biosolidos o en otro

tipo de muestras ambientales.

S, Bofill. (s, f)
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Las bacterias de la flora intestinal se movilizan para ayudar al organismo a liberarse de las
invasoras y defender su habitat que ya ha sido conquistado y colonizado, una reciente
investigacion de la Universidad de Michigan, en EE. UU, muestra que las bacterias
habituales en el tracto digestivo de las personas compiten contra bacterias invasoras
como las bacterias patégenas, para ayudar a que el organismo las rechace.

M, Pelayo. (2012)
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