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RESUMEN.

La acumulacién de diversos desechos organicos constituye importantes focos de
transmision de enfermedades, residuos que pueden ser tratados con el vermicompostaje.
Con el objeto de eliminar residuos contaminantes y de producir abono organico, el presente
estudio tiene la intencién de determinar las condiciones adecuadas para eliminar
microorganismo patégenos en materiales organicos mediante el proceso de lombricultura, a
si como determinar la capacidad bactericida de la lombriz roja californiana sobre
Eschericia coli, Salmonella enteritidis |y Shigella flexneri, ver en que lugar del tracto
digestivo de la lombriz tiene lugar la eliminacién de las bacteria y determinar la presencia
de bacterias patogenas residuales en la excretas de la lombriz.

Se documento sobre la trascendencia de la lombriz de tierra en la vida cotidiana del hombre
y como con su ayuda podemos obtener muchos beneficios desde eliminacion de materia
organica o mejor dicho basura organica, hasta la obtencién de un abono orgénico que
contiene mas nitrégeno, fésforo, etc. que la tierra, obteniendo ademdas de la misma lombriz
proteina misma que puede ser utilizada para alimentacién de animales e incluso para
consumo humano. En el presente estudio se encontrard informacién referente a la
clasificacion ecologica, taxonomia, morfologia y fisiologia de la lombriz de tierra asimismo
informacion de las bacterias de interés.

Los materiales y métodos se fueron adaptando de acuerdo a las necesidades de la tesis. Se
estudié la capacidad bactericida de la lombriz roja californiana (Eisenia andrei) cultivada
en una mezcla de tejido de palma (Phoenix dactylifera) y excretas de conejo, sobre
Escherichia coli Salmonella enteritidis, y Shigella flexneri durante un periodo de 10 dias.
Las determinaciones bacteriol6gicas fueron hechas cada tercer dia en tres porciones del
tracto digestivo de la lombriz; en la ultima fase del estudio se determind la presencia de las
bacterias en las excretas de la lombriz. Se alterno con la comprobacién de la presencia de la
bacteria en la mezcla utilizada.

Los resultados muestran que la viabilidad de las bacterias en el sustrato fue positiva, es
decir, siempre estuvieron presentes las bacterias.

Los resultados de las bacterias recuperadas de las porciones del tracto digestivo son muy
variados. La bacteria Escherichia coli se recuperé de todas las porciones mas no en la
misma proporcién, en la porcién media se recuperé en menor cantidad, Salmonella
enteritidis en las porciones en donde se recupero menos esta bacteria fue en la porcién
media y posterior, Shigella flexneri se recuperé de las porciones media y posterior.

Los resultados en excretas, muestran que se recuperaron las bacterias Escherichia coli y
Salmonella enteritidis pero no asi la bacteria Shigella flexneri no se recupero de las
excretas. :

La concentracion de bacterias que utilice fue de 900 millones por mililitro, esto para
asegurar la presencia de las bacterias de interés en el sustrato.
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Ya que la presente tesis no fue cuantitativa sino cualitativa, no puedo asegurar que se
eliminan las bacterias que se utilizaron al 100 %, pero sin embargo si disminuyo la
presencia de la bacteria en las diferentes porciones del tracto digestivo, se sugiere que a
futuro se haga un estudio pero cuantitativo con una concentracién menor de dichas
bacterias.
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L- INTRODUCCION

Se sabe que con el progreso, el aumento poblacional, han aumento los desechos organicos, con ello
contaminacién de agua, suelo y aire. Se puede utilizar el método de incineracion, relleno sanitario, etc.
para estos desechos pero aun asi contaminariamos, la vemicultura es una técnica que se utiliza en otros
paises (Espaiia, E.U., Francia) con resultados satisfactorios.

La acumulacién de diversos desechos orgénicos constituye importantes focos de transmision de
enfermedades, tanto por presentar las condiciones adecuadas para la reproduccion de microorganismos
patégenos, como por favorecer la proliferacion de fauna nociva que se constituye en vector de tales
microorganismos. Entre estos microorganismos es posible encontrar bacterias entero patdgenas, sobre
todo cuando los desechos provienen de o estin mezclados con residuos municipales o con aguas
residuales municipales (Elvira C, y col. 1995).

Tales bacterias como las del genero Salmonella, Shigella, son patdgenas para el hombre, causando
incluso la muerte. £. ¢oli, es una bacteria oportunista, bacteria predominante en el intestino grueso que
puede causa existiendo las condiciones enfermedades intestinales.

Por otra parte, se sabe que en el tracto digestivo de las lombrices de tierra pueden ser destruidas varias
especies de bacterias patogenas, y que la acumulacion de entero bacterias, Salmonelfla spp. y Shigelia
spp. presentes en los residuales disminuyen al ser tratados mediante el proceso de vermicompostaje
(Eastman y col. 2001).

El aprovechamiento de la capacidad detritivora de la lombriz de tierra mediante un proceso
biotecnoldgico denominado vermicultura, iniciado hace aproximadamente 60 afios, hace posible
descomponer diversos residuos organicos cuya acumulacion representa severos problemas ambientales
debido a la contaminacién que ocasionan, asi como por constituir focos de transmision de

enfermedades. Adicionalmente, las excretas de las lombrices contienen varias especies de

microorganismos benéficos, incorporados al pasar la materia organica a través del tracto digestivo
(Edwards y Lofty, 1977).

El resultado del vermicomposteo o vermicultura es la obtencién de excretas o casting, mismos que son
estables, ricos en poblaciones microbianas y de granulometria fina (Elvira y col. 1995). Se obtiene
ademds proteina de alta calidad que puede ser utilizada para alimento de peces, aves, e incluso como
alimento humano (Bellapart. 1988).

Dado el reciente auge de la lombricultura en el estado de Jalisco, particularmente con objeto de
eliminar residuos contaminantes y de producir abono orgénico, con el presente estudio se pretende
determinar la capacidad de la lombriz roja californiana (Eisenia andrei) para destruir a tres bacterias
patégenas (Escherichia coii, Saimonella spp. y Shigella spp) en condiciones de laboratorio.

PIBLIOTECA CENTRAL



IL.- OBJETIVOS.

2.1 Objetivo general:
Determinar las condiciones adecuadas para eliminar microorganismos patégenos en materiales
organicos medjante el proceso de lombricultura.

» 2.2 Objetivos especificos:
1) Determinar la capacidad bactericida de la lombriz roja californiana (Eisenia andrei) sobre
Escherichia cofi, Salmonella enteritidis, y Shigelia flexneri.

2) Determinar en qué lugar del tracto digestivo de la lombriz tiene lugar la eliminacion de las
bacterias.

3) Determinar la presencia de bacterias patogenas residuales en las excretas de la lombriz.



1IL- HIPOTESIS

La‘lombriz roja californiana (E. andrei) es capaz de destruir las bacterias patogenas presentes en los
residuos organicos cuando éstos pasan a través de su tracto digestivo.



IV.- REVISION DE LA LITERATURA.
4.1 Importancia de las Lombrices de Tierra

El extraordinario interés que suscita el tema de las lombrices se debe a que estos invertebrados son
formidables devoradores de excrementos animales y de materia orgénica en descomposicion
{Compagnoni, 1985) y, contra la creencia general, no se comen las raices de las plantas vivas, sino que
consumen materia organica en estado de descomposicion. (Bellapart, 1988).

Las lombrices de tierra excavan el suelo a varios metros de profundidad, . A lo largo de toda su vida
toman incesantemente tierra y desechos organicos y excretan finos y fructiferos climulos de humus.
Todo su cuerpo es un intestino donde se mezclan los componentes orgénicos y los minerales del suelo
con los jugos gastricos hasta producir agregados estables. Asi se origina el conocido complejo arcillo-
humico (Kreuter, 1994).

Las excretas de las lombrices de tierra contienen altas concentraciones de sustancias nutritivas, cuyo
analisis revela que contienen 5 veces mas nitrogeno, 7 veces mds fosforo, 11 veces mas potasa, 2
veces mas magnesio y 4 veces mas calcio que la tierra cercana. Estas cifras son variables segin el tipo
de suelo y su proporcion de nutrientes, pero siempre son sensiblemente altas (Op. Cit.).

UVT y Morris (1994) destacan la enorme importancia de las lombrices para la recuperacion de suelos,
al sefialar que la adicidon de lombrices en dreas donde estaban ausentes ayudé a mejorar ciertas
caracteristicas del suelo, tales como la densidad, la permeabilidad, el rango de infiltracién y el
contenido de materia orgénica.. Por ello, sugieren que la inoculacién de lombrices puede ser
considerada como un paso hacia la completa rehabilitacion de los suelos degradados.

En el mismo sentido, Elvira, C. y col. (1995). Indica la importancia de las lombrices en la
rehabilitacion de los suelos a través de una alta deposicion orgéanica, mientras que Goicochea y otros
(1996) afirman que la presencia de las lombrices acelera la mineralizacion de la materia organica e
incrementa la velocidad de humidificacion.

4.2 Clasificacion Ecoldgica de las Lombrices:

Fregoso (1989) menciona la existencia de varias categorias ecoldgicas de lombrices de tierra, cada una
con actividad fundamentalmente distinta y cuya representatividad varia de manera notable en funcién
de la latitud.

4.2.1 Epigeas.

Las lombrices epigeas son crean sistema de madrigueras en el suelo, por lo que sus efectos son
limitados primariamente a la superficie (pocos centimetros del suelo) y no tienen efectos sobre la
estructura. Su papel es muy similar al de los macro artrépodos, siendo muy eficientes en la
descomposicion y fragmentacion de los desechos que se encuentran en la superficie y
transformandolos en materia organica estabilizada (Lavelle, y col. 1989). Estas lombrices modifican el



estrato fisico y quimico, haciendo mas favorable la actividlad microbiana y la posterior
descomposicién de la materia organica (Fregoso, y col. 1997).

Las poblaciones fiingicas pueden ser controladas en cierto rango por la preferencia de las actividades
alimenticias de estas lombrices. Algunos hongos pueden también ser dispersados, y esto puede ser
particularmente benéfico en el caso de las micorrizas vesicular-arbuscular, que son habiles en la
infeccién de una amplia area de raices. Se han realizado pocos estudios sobre el rol de las especies
nativas en la fertilidad del suelo y en la produccién de plantas.(Ob. Cit.).

4.2.2 Anécicas.

Las lombrices Anécicas se alimentan de la materia organica de la superficie del suelo y la mezclan con
el suelo de horizontes inferiores. Son ligeramente pigmentadas en la regiéon anterior y de gran tamafio.
De perfil demogréfico tipo K con lenta fecundidad balanceada por una alta expectativa de vida. Su
digestion es directa o indirecta.(Lavelle, y col, 1989).

Las anécicas viven en galerias permanentes construidas verticalmente hasta a mas de 2 metros de
profundidad que abren en la superficie. Sus galerias pueden ser canales por preferencia, que permita
fluir el agua, oxigeno y otros gases; estin frecuentemente cubiertos de mucus proteina, pueden en
muchos casos mostrar preferencia por el camino del crecimiento de las raices, particularmente dentro
de la capa profunda del suelo. El rol de las especies anécicas en la fertilidad del suelo y produccion de
las plantas ha sido poco estudiado.(Fragoso, y col. 1997).

4.2.3 Endogeas.

Las lombrices enddgeas no son pigmentadas. Pueden ingerir diariamente grandes cantidades de suelo,
donde depositan una estructura resistente grumosa. Ellos digieren materia orgdnica del suelo con una
directa asociacion mutualista con la microflora del suelo.

En la parte anterior del intestino los microorganismos encuentran las condiciones apropiadas para su
actividad, especialmente por el alto contenido de agua y materia organica asimilable, en €l forman
mucus intestinal y hacen que el pH sea neutro. En la parte media del intestino, los microorganismos
tienen su desarrollo a expensas del mucus producido por la lombriz. El producto de su digestion es
reabsorbido por la parte posterior del intestino (Lavelle, y col., 1989).

Las especies enddgeas realizan una compleja interaccion con los microorganismos del suelo para
obtener sus nutrientes: Algunas especies endégeas son habiles para digerir porciones especificas de
materia orgéanica del suelo a través de la produccion de sustancias enziméticas, pero muchos obtienen
sus nutrientes por la relacién mutualista con la microflora intestinal facilitando la digestion del
complicado sustrato orgénico, el cual es reabsorbido en la parte posterior del intestino (Fregoso, y
col., 1997).



4.3 La Vermicultura.

El vermicomposteo puede ser utilizado como una alternativa para estabilizacion de biosolidos, ya que
los indicadores patogenos se reducen, reduccion de coliformes fecales, reduccion de salmonela spp.,
reduccion de virus entéricos (Eastman y col. 2001).

" La vermicultura o vermicompostaje es un proceso de biooxidacién de materiales orgénicos, mediado
por la accidén combinada de lombrices y microorganismos, a través del cual se obtienen productos
estables, ricos en poblaciones microbianas y de granulometria fina denominada vermicomposta o
abono organico (Elvira C, y col., 1995). Adicionalmente, la biomasa de las lombrices, en fresco o
deshidratada, puede ser utilizada como base para el alimento de pajaros, peces, gatos, perros,
gallindceas y otros animales ya que es muy rica en proteinas (del orden del 70-75% en una harina de
lombriz) (Bellapart, 1988).

Las lombrices tienen uso en Ja estabilizacién de basura urbana, industrial y agricola, ademas de
producir fertilizante orgdnico y proteina obtenida para alimento animal. Dados sus requerimientos
nutricionales y reproductividad biologica, las especies Eisenia fétida y Eisenia andrei  son
ampliamente empleadas. Su modelo de desarrollo y reproduccién estd ampliamente documentado,
demostrando su eficiencia en el proceso de vermicompostaje o vermicultura. (C. Elvira y col., 1996).
El vermicompostaje es rico en nitrégeno y fosforo, tiene buena estructura, bajos niveles de metales
pesados, baja conductividad, alto contenido de acidos hiimicos y buena estabilizaciéon y maduracién
(Elvira, y col. 1998.)
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En la industria a gran escala, los lodos, son generalmente manejados a través de métodos de
destruccion: incineracion y relleno sanitario, pero el vermicompostaje podria ser una adecuada
tecnologia para su transformacién. (Elvira, y col., 1997).

El uso de pulpa de papel, cieno, desechos de granjas y lodos de la industria lechera como material
prima en el sistema de vermicompostaje puede ser un sistema potencial para convertir estos desechos
en materiales disponibles y asi evitar su extension al ambiente. (Elvira, y col. 1998). .

La adicién al suelo de los lixivios que resultan del proceso de vermicompostaje pueden contener
importantes nutrientes orgénicos y variando la concentracién de compuestos toxicos dependiendo del
origen del desperdicio. Los lixivios pueden ser considerados recurso potencial de potasio para el
sistema planta-suelo. Su uso en la agricultura puede inducir a deficiencias de potasio en las plantas
especialmente si los lixivios son adicionados al suelo con baja disponibilidad de potasio. (Elvira, y col.
1996).

Las excretas de las lombrices pueden tener tres formas principales: granular, globular y/o compuestas
(mezcla de dos). En las excretas granulares, las particulas son generalmente pequeiias, fragiles y ricas
en nutrientes. Las excretas globulares son normalmente pesadas, més resistentes a romperse y menos
ricas en nutrientes. Las caracteristicas de las excretas dependen de los nutrientes contenidos en el
alimento. Asi, las excretas de las lombrices epigeas y anésicas contienen grandes cantidades de
materia organica fresca, mientras que las deyecciones de las endogeas pueden ser bajas en nutrientes



debido a que comen en las capas profundas del suelo, con escasa materia orgénica (Fregoso, y col.
1997).

4.4 La Lombriz de Tierra.
4.4.1 Taxonomia.

La lombriz que maneje pertenece al grupo de los Oligoquetos, a la familia Lumbricidae, al genero
Eisenia especie andrei.

El phylum Annelida o anelidos esta compuesto por tres clases: los poliquetos, oligoquetos y huridinea.
Los poliquetos son marinos mientras los oligoquetos (excepto por algunas pocas especies adaptadas)
habitan el suelo.. Los poliquetos su desarrollo larvario es mas primitivo que el de los oligoquetos que
tiene un su desarrollo embrionario en huevos o cocon que se nutren con fluidos que se dejan en el
mismo huevo. Desde luego las grandes diferencias entre estos dos ordenes son sus 6rganos genitales.
Los poliquetos tienden a separar los sexos, la produccion de células sexuales se da en el epitelo
celomatico y las células sexuales son expedidas dentro del mar por ruptura de las paredes del cuerpo.
Los oligoquetos por contrastes son hermafroditas, tienen sus drganos sexuales bien definidos de dos a
tres segmentos y un mecanismo complejo y especializado de fertilizacion y dispersion de los huevos o
cocones. (Edwards y Lofty, 1972.)

Es posible que los poliquetos son antecesores de los oligoquetos o ambos son derivados de un ancestro
acuatico comun.( Ob. Cit.)

4.4.1.1 Familias, géneros y especies.

Muchos autores clasificaron a los oligoquetos. Michaelsen realizo el sistema basico de la taxonomia -
moderna de este grupo y lo dividié dentro de 9 familias, conteniendo alrededor de 152 géneros y 1,200
especies. Michaelsen (1921) reorganiza nuevamente esta clasificacion dentro de 21 familias y 2 sub-
ordenes, y Stephenson (1930) simplifica estas en 4 familias. Que difiere de la clasificacion original de
Michaelsen.( Ob. Cit.)

La clasificacion actual es:

1.- Moniligastridae.

2.- Megascolecidae (Ocnerodrilidae, Acanthodrilidae, Octochaetidae).
3.- Eudrilidae.

4.- Glossoscolecidae (Hormogastridae, Criodrilidae).

5.- Lumbricidae.

De estas familias dos son las mas importantes la Megascolecidae y las Lumbricidae. Las megacolecid
es el grupo comprenden las especies que mas conocemos. Desde luego la familia mas importante es la
Lumbricidae. La familia de estos gusanos su importantes porque estas dominaron familias endémicas
de las zona palearticas incluyendo Europa, poseen la habilidad de colonizar nuevos suelos.



4.4.1.2 Lumbricidae. ‘ RN nE(CA CENTRAY,

Las caracteristicas que se utilizan para definir la familia son mas frecuentemente su estructura interna,
como el numero y distribucién del sistema reproductor, sacos testicular, espermateca y vesiculas
seminales, y algunas veces la posicion de la molleja. Externamente la posicion de los poros
masculinos, la espermateca y los primeros poros dorsales y el espacio de las setas y algunas

* caracteristicas especificas (prostomio y el peristomio). Otras formas es el uso para describir esta
familia, incluye la septalizacién, posicién de los poros femeninos, la presencia o ausencia de
pigmentacion y la posicién segmentada del clitelo. La familia Lumbricidae es pequefta comparada con
otras familias.

Setas. Son simples y puntiagudas.

Poros masculinos. Usualmente en el segmento 15, o raramente se desplaza de uno a cuatro segmentos
posteriores.

Poros femeninos. Usualmente en el segmento 14.

Testiculos. Se presentan de dos en dos pares en el segmento 10 a 11, no tiene préstata, pero raramente
presentan una glandula que la asemeja.

Espermateca. Es presente simple pero diverticulada.

Ovarios. En el segmento 13.

Mollega. Simple, poco desarrollada que viene del intestino, esofago poseyendo glandulas calciferas.
Clitelo. Sobresale, proximo a los poros masculinos.

Distribucion. Ampliamente terrestres, unas pocas en agua dulce. Temperaturas y regiones del norte
del hemisferio, Japon, Siberia, Asia Central, Europa, Norte de la india y Pakistén, Israel, Jordan, Norte
de América. Muchas especies emigraron a todo el mundo.

,+  Genero.
“ Eisenia: Siberia, sureste de Rusia, Israel, Europa, Norte América.

- 4.2 Morfologia y Fisiologia.
1421 Descripcion general.

La principal caracteristica de las lombrices es que estin divididas externamente a lo largo del cuerpo
en segmentos y surcos o intersegmentos; estos tltimos coinciden con las posiciones de los septos que
dividen el cuerpo internamente. Los segmentos varian en anchura, usualmente son anchos en la region
anterior y clitelar. La boca abre en las superficie dorsal del primer segmento o prostomio. El prostomio
en forma de labio que sobresale de la boca varia en tamaifio y en algunas lombrices puede ser tan
pequefio que no puede ser distinguido (Edwards y Loft, 1977).

Paredes corporales. Las paredes del cuerpo consisten en una cuticula exterior o externa, la epidermis,
" una capa de tejido nervioso, una capa de misculos circulares y longitudinales y, finalmente, el
Jeritoneo, el cual separa a las paredes del cuerpo del celoma (Op. Cit.).



a) Cuticula. Es una envoltura delgada incolora y transparente, sin una capa celular. Consta de dos
0 mas capas compuestas de fibras de colageno, con unas capas no fibrosas y homogéneas; éstas
estan distribuidas irregularmente en medio de cada segmento en la parte anterior y estan
ausentes en la parte posterior de cada segmento; la cuticula estd perforada por muchos y
pequefios poros a través de los cuales se proyectan finos cabellos de células sensoriales(Op.
Cit.).

b) Epidermis. La epidermis consiste en una capa de diferentes tipos de células: las células basales
son la mayor estructura celular de la epidermis y tienen prolongaciones que se extienden dentro
de las bases de los musculos; estas células secretan material para formar {a cuticula, son
redondas y brillosas. La epidermis presenta dos formas de células glandulares: la mucosa o
capa celular y lumen celular. La mucosa celular secreta mucus sobre la superficie de la cuticula
para prevenir la desecacion y para facilitar el movimiento a través del suelo. Las funciones de
la células del lumen no son conocidas (Op. Cit.).

¢) Capa de tejido nervioso. Las células sensoriales, agrupadas para formar los érganos sensitivos
que responden a estimulos tactiles, estan esparcidas a través de la epidermis. Estas células son
mas numerosas en el vientre que en la superficie dorsal. El epitelio de la cavidad bucal lleva
grupos de células sensoriales, las cuales pueden ser estimuladas por sustancias quimicas
asociadas con el sabor (Op. Cit.).

d) Capa muscular. La epidermis esta bordeada por una delgada superficie de membranas basales
en la que descansa dos capas de musculos, los circulares y los longitudinales. Los musculos
circulares consisten en fibras dispuestas alrededor de la circunferencia del cuerpo. Los
musculos longitudinales constituyen una capa mds compacta que los circulares, son continuos
a todo lo largo del cuerpo y estan dispuestos en paquetes unidos entre si y conectados a los
tejidos (Op. Cit.).

Celoma. El celoma es una larga cavidad extendida a lo largo del cuerpo. Se extiende desde el exterior
del peritoneo en las paredes del cuerpo hasta el interior del peritoneo cubriendo el canal alimentario,
dividido por septos transversales en porciones segméntales. Dos septos adyacentes son a veces
fusionados con las paredes del cuerpo. Estructuralmente, los septos son fibras musculares,
mayormente derivados de capas de musculos longitudinales, junto con algunos musculos circulares en
la cara posterior, con conexiones de tejidos-y vasos sanguineos. Los septos estan perforadas por poros
que permiten constantemente el paso del fluido celomatico entre los segmentos (Op. Cit.).

El fluido celomatico es un liquido de color blanco lechoso o amarillo. La consistencia de los fluidas
celomaticos difiere entre la diferentes especies de lombrices y en algunas depende de la humedad del
aire donde viven las lombrices. Este fluido contiene muchos particulas anilladas diferentes en
suspension. Las inclusiones inorgdnicas son principalmente cristales de carbonato de calcio, pero los
cuerpos corpusculares en el fluido celomatico de las lombrices incluye amoebocitos fagociticos,
materiales alimenticios disuelto en agua; linfocitos vacuolares y mucositos {cuerpos lenticulares con
elasticidad, componentes mucilaginosos) (Op. Cit.).

Muchas lombrices expulsan fluido celomatico en respuesta a la irritacion mecanica o quimica, o
cuando hay temperaturas extremas de frio o calor. El fluido celomatico es también expelido como
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respuesta al estrés y cuando hay funciones severas como desecacién, promoviendo la respiracion
cutdnea y protege contra predadores (Op. Cit.).

Color. El color de fas lombrices depende de ciertos pigmentos que se encuentran en forma de granulos
o células pigmentadas en la capa del musculo subcuticular. Usualmente la superficie ventral de las
lombrices es mas ligera en color que la dorsal. Raramente, la pigmentacién se distribuye
irregularmente, apareciendo como bandas segméntales oscuras, separadas ligeramente por bandas inter
segmeéntales. A menudo la pigmentacién es ligeramente rosa o violeta debido a la hemolinfa de la
superficie capilar, visible a través de las paredes del cuerpo. Si las paredes del cuerpo son opacas, la
cuticula es fuertemente iridiscente, haciendo que las lombrices aparezcan de color azulado o verdusco
(Op. Cit).

Clitelo. Es una glandula, porcion de la epidermis asociada a la produccion de los cocones. Su forma
puede ser anular o de silla de montar, y en ocasiones puede distinguirse del resto del cuerpo solamente
por el color, que usualmente es palido u oscuro. La posicién del clitelo y el nimero de segmentos
hasta el que se extiende difiere consideradamente entre los oligoquetos (Op. Cit.).

Setas. Las setas son cerdas pareadas y dispuestas en circular alrededor de cada segmento; estan
situadas en foliculos en el exterior de la pared del cuerpo y pueden ser extendidas o retraidas por
medio de miisculos protractores y retractores ligados a la base de los foliculos. La forma y disposicién
de las setas es un cardcter distintivo de cada especie de oligoquetos. Las setas son usadas para
apretarse al sustrato, ya que su principal funcion es de locomocién. Asi mismo, participan en el
proceso fisiolégico de la copula dado que proporcionan una estimulacién fisica a la pareja, mientras
otras setas son usadas para ejercer un efecto de unidn, apreton, abrazadera o penetracién en la piel
(Op. Cit.).

4.4.2.2 Reproduccion.

Las lombrices son hermafroditas y muchas especies se reproducen por fertilizacion cruzada, aunque
muchas especies pueden producir cocones por partenogénesis. Tienen ambas aberturas genitales
(masculina y femenina) al exterior, como un par de poros en el sitio ventral o latero-ventral del cuerpo.
Usualmente las lombrices tienen dos o més pares de poros espermatecales, pero en algunas especies
estdn ausentes. Los poros femeninos cominmente son un solo par, situados cada uno en un surco
intersegmental {Op. Cit.).

- En el periodo de copula la lombriz no responde a estimulos externos, desde el toque a la luz. En este

proceso grandes cantidades de mucus son secretadas, asi cada una de las lombrices son cubiertas por
un tubo de liquido viscoso en medio del segmento 9 y el borde posterior del clitelo (Op. Cit.).

Después de la cdpula las lombrices se separan y cada clitelo produce una secrecién, la cual se
endurece en el exterior de la superficie. Cuando esto se produce, la lombriz retrocede dejando libre un
tubo sobre su cabeza, el cual se cierra para formar el cocon, que contiene un fluido nutritivo; el 6vulo
y los espermatozoides son descargados en el tubo al pasar por la abertura espermatecal. Los cocones



recientemente  formados son blandos, pero mas tarde se endurecen y son muy resistentes a la
desecacion y otros dafios (Op. Cit.).

4.4.2.3 Tracto Digestivo.

El canal de alimento de la lombriz es basicamente un tubo extendido de la boca al ano, aunque es
diferenciado dentro de una cavidad bucal, faringe, esofago, buche, molleja e intestino (Op. Cit.).

Boca v Faringe. La cavidad bucal ocupa solamente los primeros segmentos (uno y dos), con una o dos
diverticulos o evaginaciones. La faringe que no siempre es diferenciada de la cavidad bucal, se
extiende hacia atras hasta casi el sexto segmento del cuerpo. La superficie dorsal de la faringe es
maciza, muscular y glandular y contiene las glindulas faringeas, que aparecen como una masa
blanquecina. Las lombrices usan la faringe como una bomba de succién, mediante contracciones
musculares (Op. Cit.).

Esofago. Todos los oligoquetos tienen un esofago que abre a continuacion de la faringe como un
angosto tubo, modificado posteriormente en un buche y (0) molleja. El extremo posterior del eséfago
es el buche, una cimara de almacenamiento de delgadas paredes, a continuacion la molleja es
muscular y lineal de gruesa cuticula (Op. Cit.).

Intestino. El resto del canal alimentario es el intestino que es un tubo recto, largo y constrefiido en
cada septo. La digestion y la absorcion del material alimenticio tiene lugar en el intestino. La
superficie interna del intestino presenta muchos pequefios pliegues longitudinales y el area superficial
es incrementada por grandes pliegues. El sistema epitelial del intestino estd compuesto principalmente
de células glandulares y células ciliadas no glandulares. El intestino tiene dos capas musculares, una
interna circular y una externa longitudinal (Op. Cit.).

4.4.2 4 Sistema Circulatorio.

El sistema circulatorio presenta tres vasos sanguineos principales, uno dorsal y dos ventrales,
extendidos a casi todo el largo del cuerpo unidos en cada segmento por vasos sanguineos anillados en
la periferia del celoma y las paredes del cuerpo. Los vasos longitudinales y dorsales son contractiles y
estan asociados estrechamente al intestino, excepto en la porcion anterior, donde estan separados del
intestino por el mesenterio. Dos vasos comisurales pasan alrededor del cuerpo en cada segmento,
desde los vasos dorsales al vaso ventral o vasos subneural. Algunas de las comisuras terminan en
valvulas o corazones (pseudo corazon). Los corazones bombean el flujo de sangre directo al cuerpo
por medio de valvulas (Op. Cit.).

4.4.2.5 Respiracion.

La respiracion se realiza directamente en la superficie del cuerpo. Las lombrices poseen estructuras
especializadas ampliamente ramificadas en capilares y vasos sanguineos embebidos en las paredes del
cuerpo. El oxigeno disuelto en la superficie himeda permeable pasa directamente a la cuticulay a la
epidermis, hacia las delgadas paredes de los vasos, donde es tomado por la hemoglobina en la sangre
y se distribuye a todo el cuerpo. La hemoglobina de la lombriz puede absorber y saturarse de oxigeno
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a una presioén atmosférica de apenas 152 mm. El fluido celomético estd a una presién aun més baja
(14mm), por lo que este oxigeno puede enriquecerse en el interior de tejidos cuando sélo hay
disponibles pequefias cantidades. La respiracién depende de simple difusion y es ineficiente, pero la
eficiencia de la hemoglobina y la baja presi6n interna de los fluidos del cuerpo en el gusano facilitan el
trabajo muy satisfactoriamente (Op. Cit).

La velocidad de respiracion de la lombriz depende de la temperatura del suelo. En climas tropicales las
lombrices respiran rdpidamente porque en estas regiones las temperaturas son altas. Las lombrices
pueden acumular oxigeno probablemente formando 4cido lactico que puede ser mas tarde resintetizado
en glucogeno. Este puede ser el mecanismo por el cual las lombrices pueden sobrevivir por muchas
horas sin oxigeno atmosférico (Op. Cit.).

4.4.2.6 Nutricidn.

Las lombrices obtienen sus nutrimentos de la materia organica en descomposicidn, o bien de material
vivo: protozoarios, rotiferos, nematodos, bacterias y hongos, entre otros. La mayor parte de estos son
extraidos de grandes cantidades de suelo que pasan directamente a través del tracto digestivo. (Op.
Cit.).

Los procesos de digestidn fueron estudiados con detalle para una de las especies de lombrices, Eisenia
foetida; en la parte anterior del sistema digestivo, que tiene el término de zona receptora, contiene la
sensibilidad, boca prehensible, el eséfago y la glandula faringea que secreta acido-mucus; contiene
una amilasa pero probablemente no posee enzimas proteoliticas (Op. Cit.).

Los segmentos 15-44 se designan zona secretora. Estos contienen el buche que continta en direccion
de la molleja e intestino. La accion muscular de la superficie del cuerpo de la molleja guia el alimento
al intestino. £. foetida secreta dos enzimas proteoliticas y una amilasa principalmente por el epitelio;
una capa de células de las paredes intestinales secretan la mayor parte de mucus. La digestion del
alimento pasa dentro del torrente sanguineo directamente al epitelio intestinal y es transportado a
varias partes del cuerpo y tejidos para su uso en el metabolismo o almacenamiento (Op. Cit.).

La tltima zona (segmentos 44 al ano) es nombrado zona de absorcién, donde la materia no digerida
en el contenido intestinal llega envuelta en una membrana peritrofica (Op. Cit.).

4.4.3 Mecanismos de Adaptacién.

Cuando la superficie del suelo se vuelve muy seca, muy fria o muy tibia, las lombrices tienen muchas
formas de adaptacidn para sobrevivir en ambientes adversos. En primer lugar, los cocones pueden
sobrevivir a la desecacion y a temperaturas extremas mucho mejor que la lombriz, hasta que las
condiciones se vuelvan més favorables. Ademas, las lombrices pueden emigrar al suelo mas profundo
donde las condiciones de temperatura son mejores (Op. Cit.).

Las lombrices que viven en suelo profundo se vuelven inactivas durante periodos adversos. Hay tres
estados de dicha inactividad:



Quiridecencia o quietud, en el cual la lombriz responde directamente a las condiciones adversas y se
vuelven activas tan pronto las condiciones se vuelven favorables (Op. Cit.).

Diapausa facultativa o facultad para detenerse, causada por condiciones ambientales adversas, pero no
se termina hasta que el tiempo se vuelve favorable (Op. Cit.).

Diapausa _obligatoria. Ocurre una vez al afio, independientemente de las condiciones ambientales,

usualmente como respuesta a secuencias de cambios ambientales o por algunos mecanismos internos
(Op. Cit.}).

4.5 La Lombriz Roja Californiana (Eisenia andre).

Normalmente la lombriz roja es conocida en el ambito comercial con el nombre comin de
“californiana” porque fue en este estado de los EEUU donde se desarrollaron, a partir de los afios 40,
los primeros criaderos intensivos de lombrices. La lombriz roja vive normalmente en zonas con un
clima templado. Su temperatura corporal oscila entre los 19 y los 20 °C, mide de 6 a 8 cm de longitud
y entre 3 y S mm de didmetro. Es de color rojo oscuro y respira a través de la piel. No tiene dientes
(Ferruzzi, 1994). ‘

Esta especie de lombriz es muy tan activa que transforma todas las proteinas de los desechos y de los
excrementos de los animales en humus. Dado que a menudo los animales no asimilan mas del 25 al
40% de las proteinas ingeridas, las restantes las excretan y pueden ser asimiladas por las lombrices, si
se les dan los estiércoles como alimento. Por otra parte, las lombrices tienen la propiedad de
desodorizar los excrementos animales de los que se alimentan, y sus deyecciones constituyen un
preciado abono organico (Bellapart, 1988).

4.5.1 Caracteristicas de Crecimiento.

Cultivada en desperdicio doméstico, en los primeros 30 dias del proceso de fermentacion Eisenia andrei
supera este periodo critico con baja mortalidad y muestra incremento en biomasa. En excreta de vaca
muestra una alta velocidad de crecimiento, y en excreta de conejo incrementa rapidamente su biomasa
alcanzando un peso medio significativamente alto (Elvira, y col., 1996).

La lombriz de tierra E. andrei es capaz de alcanzar buenos niveles de crecimiento y reproduccion en
desperdicios frescos, y sus excretas estan constituidas por materiales estables con bajos niveles de
sélidos volatiles, comparado con el producto del compostaje (Frederickson, y col. 1997).

4.5.2 Sistema Digestivo.

La lombriz E. andrei, presenta cilios (del genero Anoplophrya, Maupasella y Metaradiophrya) en el tubo
digestivo involucrados en la actividad celulolitica, localizados en la molleja y en el intestino anterior.
A nivel del intestino anterior ¢ intestino medio, existe una importante trama de mucopolisacaridos
donde se sitan bacterias de formas bacilares. Este mucus que tapiza la pared del tubo digestivo debe
permitir la vida de estas bacterias pegadas al epitelio, asociadas al bolo alimenticio. La produccion de
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mucus favorece las actividades funcionales de estos microorganismos (Vinceslas-Akpa y Loquet,
1996).

El ecosistema del tubo digestivo presenta caracteristicas diferentes del medio ambiente edafico. La
estructura, el revestimiento natural del tubo digestivo, el pH y el potencial de energia explican la

presencia de una microflora residente adaptada (Op. Cit.).

Eisenia andrei posee enzimas celuloliticas en diferentes niveles del tubo digestivo. La accion esta
complementada por la actividad microbiana (Vinceslas-Akpa M, Loquet M, 1996).

E. andrei es un detritivoro que puede ingerir ricos substratos con microflora celuloliticas, aportando
asi més enzimas. Estas enzimas se albergan en el tubo digestivo de E andrei. La existencia de
sinergismo entre dos enzimas de organismos diferentes es necesaria para las lombrices en la
degradacion de la celulosa. Esto sugiere la asociacion de las lombrices con una microflora
celulolitica, en un sistema de digestion mutualista (Op. Cit.).

4.5.3 Microflora Asociada.

V. Kiristufek y col. 1992 estimaron el nimero de bacterias, actinomicetos y micomicetos en el
contenido estomacal de dos especies de lombrices usando la técnica de placa y el método de
fluorescencia microscopica. Un incremento en numero de todos los tres grupos microbiales fueron
observados en el intestino de Lumbricus rubellus durante el paso de los residuos por el tracto digestivo.

Los micomicetos fueron relativamente estables en nimero en las tres secciones intestinales. El nimero
de bacterias vivas estimadas por el método de fluorescencia microscopica, correspondid en general
con el contenido de la placa, aunque fue detectado un incremento en el nimero de bacterias en la parte
media y posterior del intestino de Aporrectodea caliginosa . Los factores que podrian ser responsables de
las diferentes comunidades intestinales de microorganismos entre las dos especies son discutibles (V.
Kristufek et al., 1992).

Un andlisis y seleccion representativa de bacterias y actinomicetos realizado por S. Rashed y Dozsa-
Farkas (1992) de una cepa aislada de la parte posterior de la cuticula de Fridericia hegemon
(Enchytraeidae), reveld la presencia de pseudomonas, predominando Pseudomona aureofaciens.

Un estudio realizado por Toyota K. Y Kimura M. (2000), con la lombriz de tierra Eisgnia foetida revelo
que la bacteria que predomina en su tracto digestivo es Aeromona hydrophila.

4.6 Bacterias Patdgenas.

La familia Enterobacteriaceae, comprende una larga lista de bacterias cuyo principal habitat es el
tracto intestinal del hombre y animales, incluyendo muchas bacterias que son normalmente
consideradas inofensivas. Dos géneros de ellos son patégenos: Salmonella y Shigella. Todos son
gramnegativos, fermentan carbohidratos y reducen nitratos a nitritos. (Carpenter, 1997).
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4.6.1 Eschericia coli

Escherichia comprende los coliformes habituales, estan difundidos en el tracto intestinal de la mayor
parte de los individuos. Son usualmente no patdgenos, pero son oportunistas y producen enfermedades
cuando ganan acceso a un tejido o 6rgano susceptible, produciendo enfermedades intestinales en
infantes y debilidad en individuos (Op. Cit.).

Eschericia coli es la especie predominante en el intestino grueso, por ello se le denomina también
colibacilo { Davis, y col. 1984),

4.6.1.1 Caracteristicas de Cultivo.

Al crecer en medio EMB | E. coli da lugar a una turbidez uniforme en el medio de cultivo. La mayoria
de estas cepas poseen flagelos, y por tanto son mdviles. Las cepas lisas (S) forman colonias incoloras,
convexas y brillantes, pero al ser subcultivadas repetidamente en medio artificial se convierten en
cepas rugosas (R) que forman colonias granulares y opacas. Las variantes encapsuladas producen
colonias mucoides, sobre todo si son incubadas a bajas temperaturas y en medios con baja
concentracion de nitrégeno y fosforo y una elevada concentracién de hidratos de carbono. Estos
microorganismos fermentan la lactosa, y en agar eosina-azul de metileno (EMB) y agar Endo
presentan reflejos metalicos caracteristicos. Existen cepas que fermentan la lactosa tardiamente, de
forma irregular, o no lo hacen en absoluto (Op. Cit.).

E. coli produce acidos y gas a partir de una amplia variedad de hidratos de carbono, pero existen cepas
que fermentan la glucosa produciendo 4cido, pero no gas. En medios que contienen triptéfano, £ coli
produce indol y es positiva para el rojo de metilo, pero no produce acetoina ni utiliza el citrato como
inica fuente de carbono (reaccion IMVIC). Los bacilos coliformes resultan mas sensibles que las
salmonelas o la shigelas frente a la inhibicion por accién de elevadas concentraciones de citrato (Op.
Cit.).

4.6.1.2 Enfermedades extraintestinales.

E coli causa generalmente procesos patologicos del aparato urinario. Se concibe que los
microorganismos puedan desplazarse desde el tubo intestinal a las vias urinarias y los rifiones a través
de las vias hematdgena o linfatica, pero mas a menudo se utiliza la via ascendente que parte de la
uretra y pasa por la vejiga (Op. Cit.).

A menudo se observa a £ coli junto con otras bacterias entéricas, en la sepsis adyacente al tubo
intestinal ( peritonitis, apendicitis, e infecciones de la vesicula biliar y vias biliares). Se observa
también E coli en la piel del perineo y de los genitales y con frecuencia infecta las heridas que se
contaminan con heces u orina (Op. Cit.).

Actualmente £ coli constituye la especie mds frecuente en la septicemia gramnegativa, en la que da
lugar a un choque grave parecido al que producen las'inyecciones intravenosas de endotoxina en los
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animales de laboratorio. Esta enfermedad ha venido observandose con frecuencia creciente en nifios
pequeiios (en los que provoca a menudo meningitis) y en los enfermos debilitados por un tratamiento
de corticosteroides, agentes inmunosupresores o leucemia (Op. Cit.).

Ciertas cepas de E coli muestran patogenicidad, ya sea enterotoxica o enteroinvasora. Algunas
presentan ambas (Op. Cit.).

Las cepas enterotoxicas (ETEC) producen una enterotoxina termolabil o una termoestable, o ambas.
La toxina termolabil (TL) se parece mucho a la toxina del vibrio colérico, en su peso molecular (unos
80,000), especificidad serologica y accion (activacién del adenilciclasa). La toxina termostable (TE),
mucho mas pequefia (p.m. de unos 8,500) es poco antigénica y es resistente a la proteasa y al
calentamiento a 100° C; activa la guanilciclasa. Los sistemas de cultivo de tejidos constituyen una
prueba sensible para la TL, pero son laboriosos y caros(Ob. Cit.).

Actualmente se estdn efectuando pruebas inmunologicas mas simples. La toxina TE se analiza
mediante la inyeccion en el estomago de un ratén lactante o en el interior de un asa ileal ligada de un
animal mayor (Op. Cit.).

Para causar enfermedad, las cepas toxigenas tienen que producir también un factor de superficie
(pilus) para la colonizacién del intestino delgado, puesto que las toxinas son activas alli pero no en el
colon (Ob. Cit.).

Las cepas enterotdxicas son ahora reconocidas como agentes patdgenos en todo el mundo, provocando
procesos patoldgicos que van desde el sindrome coleriforme y la diarrea infantil grave hasta la diarrea
del viajero mas leve. La diarrea no es sanguinolenta y carece de células de pus (Op. Cit.).

La capacidad invasiva ha sido recientemente identificada como un mecanismo patogénico distinto y
menos comiin. Las cepas de E. coli enteroinvasivas (ETEC) pueden penetrar en el epitelio intestinal,
principalmente en el colon (con menos frecuencia en el intestino delgado), sin provocar una
enfermedad general. Da lugar a un sindrome (colitis) muy parecido al de la shigela tanto en nifios
como en adultos, con intensos calambres abdominales y con pus y sangre en las heces (Op. Cit.).

La mayoria de las cepas de E. coli son sensibles a las sulfamidas, aminoglucésidos, cloranfenicol,
tetraciclinas, ampicilina, carbenicilina y cefalosporinas. La resistencia, a menudo mediada por
plasmidos, es frecuente. (Berkeley, y col. 1994).

El tratamiento con una sulfamida o ampicilina es generalmente adecuado en las infecciones del
aparato urinario simples agudas. En los nifios con diarrea debida a £. coli enteropatégena son efectivas
la neomicina o colistina por via oral. La eficacia de los antimicrobianos no ha sido establecida (Op.
Civ).

Al analizar las reservas de agua, es importante distinguir £ cofi, que es un indice de contaminacién
fecal (Davis, y col. 1984).
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4.6.1.3 Reacciones de Identificacion.

Cuatro pruebas metabdlicas (indol, rojo metilo, Vogas-Proskauer y la utilizacién de citrato), reciben
colectivamente el nombre de pruebas IMViC (Davis, y col. 1984).

E. coli produce indol en medios que contienen triptofano. La prueba del rojo de metilo distingue entre
produccion intensa y ligera de dcido porque este indicador se desplaza del amarillo al rojo por debajo
de un pH de 4,5 y en los cultivos de caldo de glucosa-peptona solamente la fermentacion 4cida mixta
produce suficiente cido para poner rojo el indicador (Ob. Cit).

La reaccion de Vogas-Proskauer es una prueba de color para la acetoina, un producto del tipo de
fermentacion del butilenglicol. El citrato puede servir de fuente exclusiva de carbono para
Enterobacter aerogenes pero no para E. coli (Op. Cit.).

E coli es a menudo subdividida serolégicamente o por la presencia de factores de virulencia
identificados y caracterizados directamente patdgenos epidemiologicamente (Berkeley, B., et al.,
1994). Los serotipos incluye somatico (O), capsular (K) y flagelar (H) (Op. Cit.).

4.6. 2 Salmonella.

El género Salmonella comprende una gran variedad de especies patdgenas para el hombre o animales y
habitualmente para ambos. No fermentan la lactosa ni la sacarosa y, con pocas excepciones, produce
abundante H2S. Son moviles y descarboxilan la lisina y la ornitina. Para el aislamiento de las
salmonelas de las heces se utilizan medios selectivos que contienen inhibidores quimicos tales como:
el verde brillante, desoxicolato, selenito, tetrationato y citrato (Davis, y col. 1984).

El género Salmonella incluye a mas de 2,000 serotipos que infectan al hombre. Salmonella es un bacilo
gram-negativo, anaerobio facultativo, mévil mediante flagelos peritricos. (Giono S. y col. 1994).

4.6.2.1 Enfermedades intestinales.
En el hombre se dan tres formas clinicamente diferentes de salmonelosis: fiebre entérica, septicemia y
gastroenteritis aguda ((Davis, y col. 1984).

El prototipo de la fiebre entérica es la fiebre tifoidea causada por S. {yphi. La enfermedad empieza
generalmente de manera insidiosa, tras un periodo de incubacién de 7 a 14 dias, con malestar, anorexia
y cefalea, seguidas de fiebre. Los microorganismos ingeridos se multiplican en el tubo gastrointestinal
y algunos penetran en los linfaticos intestinales, desde los cuales se diseminan por todo el cuerpo a
través de la corriente sanguinea y son excretados por la orina (Op. Cit).

La bilis es un buen medio de cultivo para S. fyphi por lo que produce un crecimiento exuberante en las
vias biliares que proporciona un flujo continuo de microorganismos hacia el intestino delgado, donde

suelen localizarse en las placas de Peyer (Op. Cit.).

La fiebre aumenta a menudo de una manera brusca y va acompafiada de bradicardia relativa. La
postracion puede ser importante, en especial durante la primera semana y, si bien en general no hay
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diarrea, se producen corrientemente distension y dolor abdominal. Puede haber tos y signos de
bronquitis; en el tronco pueden aparecer manchas rosadas que duran sélo unos dias; y son frecuentes la
esplenomegalia y la leucopenia. En los casos més graves, puede haber obnubilacién y a veces el
enfermo delira. Después de la tercera semana, la fiebre suele repetir por lisis gradual. En los casos
fatales, la lesion mds importante observada en la autopsia es la hiperplasia linfoide; las ulceraciones en
las placas de Peyer pueden provocar hemorragias intestinales o perforaciones del intestino (Op. Cit.)

Las fiebres entéricas producidas por otras salmonelas (fiebres paratofoideas) son generalmente menos
graves y poseen un periodo de incubacién mas corto (1 a 10 dias). En las fases iniciales se produce una
bacteriemia, la fiebre dura de 1 a 3 semanas y la manifestacién de machas rosadas es poco frecuente.
Las fiebres entéricas pueden ser producidas por la casi totalidad de las salmonelas (Op. Cit.).

Las septicemias por Salmonella se caracterizan por la existencia de fiebre remitente y bacteriemia, sin
que en general haya afeccion aparente del tubo digestivo. Pueden aparecer lesiones supuradas en
cualquier lugar del organismo como, por ejemplo, vias biliares, rifiones, corazén, meninges,
articulaciones y pulmones. Las septicemias prolongadas de este tipo son producidas, en general, por S.
choleragsuis. (Op. Cit.).

Las infecciones extraintestinales por Salmonella se producen a menudo en asociacién con
enfermedades crénicas subyacentes o falta de defensas, por ejemplo, cancer metastdsico o
drepanocitemia (Op. Cit.).

La gastroenteritis, una forma de la enfermedad confinada fundamentalmente al tracto gastrointestinal,
es la clase mas corriente de infeccién por salmonelas. Los sintomas empiezan de 8 a 48 horas después
del consumo de alimentos contaminados con diarrea que va desde una forma ligera hasta una
fulminante con comienzo subito y violento (intoxicacién alimentaria). La cefalea, los escalofrios y el
dolor abdominal van seguidos de nduseas, vomitos, diarrea y de fiebres que duran de 1 a 4 dias. Los
hemocultivos rara vez son positivos, pero los microorganismos pueden cultivarse generalmente a
partir de las heces (Op. Cit.).

La diarrea de la enteritis por salmonelas afecta tanto el intestino delgado como el colon con invasion
de la mucosa. Se desconoce el mecanismos de la secrecion liquida (Op. Cit.).

Después de una salmonelosis activa los microorganismos se establecen a veces en el huésped, que
entonces contintia excretando indefinidamente hasta 10 a la sexta a 10 a la novena S. {yphi por gramo
de heces. La fuente suele ser un foco supurativo crénico situado en las vias biliares. Cuando los
portadores son tratados con antibiéticos de amplio espectro pueden enfermar de salmonelosis activa,
de manera parecida a como la sensibilidad aumenta en el raton mediante los tratamientos que alteran el
equilibrio normal de su flora intestinal (Op. Cit.).

Para la fiebre tifoidea y las septicemias por salmonelas el cloranfenicol ha sido desde hace mucho
tiempo el firmaco de eleccién, aunque han aparecido cepas resistentes al mismo. Por ello son
necesarias pruebas de sensibilidad. La ampicilina por via parenteral y el trimetroprim-sulfametoxazol
suelen ser alternativas efectivas. Se ha observado resistencia mediada por plasmidos frente a muchos
antimicrobianos. La respuesta al tratamiento suele ser rapida, pero debido a que los microorganismos
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tienden a sobrevivir dentro de células fagociticas, son frecuentes las recaidas, a menos que el enfermo
sea tratado durante dos semanas (Op. Cit.).

En las gastroenteritis por salmonelas no deben utilizarse antibioticos (excepto en nifios de corta edad y
en pacientes de mas de 60 afios), ya que la enfermedad dura poco y se limita al conducto
gastrointestinal. Ademas, el empleo indiscriminado de antibidticos prolonga la excrecion de
Salmonella, eleva la incidencia de portadores y favorece la adquisicién de una resistencia a los
antibidticos por la cepa infectante (Op. Cit.).

Los serotipos de la salmonela son representados por los antigenos O (sométicos), Vi (capsular) y H
(flagelar) (Berkeley, y col. 1994).

Dos principales tipos de enfermedades gastrointestinales son atribuidos a salmonela: fiebres entéricas
y gastroenteritis. La fiebre entérica, caracterizada por una bacteremia inicial con fiebres continuas, y
los sintomas de una naturaleza general. La gastroentreritis se acompaila con vomito y diarrea y
Unicamente bacteremia ocasional. La fiebre entérica se produce por una infeccion oral con S. {yphi, los
organismos pasan a los tejidos linfaticos por la faringe, de la faringe al intestino y de ahi al torrente
sanguineo, que son removidos por las células del sistema reticuloendotelial (higado, bazo, nudo
mesentéricos linfaticos, médula) .(Carpenter, 1997).

La gastroenteritis se produce por ingerir alimentos contaminados. El periodo de incubacion es de 8 a
48 horas, los sintomas incluyen nauseas, vémito agudo, diarrea, postracién y periodos de fiebre
(Op.Cit.).

Los alimentos son infectados de dos maneras principalmente. Algunas especies de salmonela son
patogenos naturales de animales domésticos y su carne o productos pueden contener el organismo. Los
huevos de gallina pueden ser contaminados y la bacteria estar en la yema; entre el 2 y el 10 % de los
cerdos y ganado vacuno han sido reportados como infectados con salmonela. La comida también
puede infestarse durante el almacenamiento y la preparacién, por ratas y ratones que habitan en los
lugares donde se almacenan o por humanos portadores (Op. Cit.).

4.6.3 Shigella
El genero Shigella incluye bacilos gram-negativos aerobios, no esporulados. ( Giono S. y co}. 1994).

Las shigelas son mucho menos invasoras que las salmonelas, y rara vez causan bacteriemia. Habitan
s6lo en los tubos digestivos de primates (o en contadas ocasiones, de perros). Causan en el hombre una
enfermedad perturbadora, la disenteria bacilar (del griego dyus + entero, intestino enfermo) (Davis, y
col. 1984).

Las propiedades que distinguen al genero Shigella de la mayoria de las salmonelas comprenden la falta
de movilidad, la incapacidad para producir gas durante la fermentacion (salvo para varios biotipos de
S. flexneri y cepas extraiias de S. boydii y la falta de lisina descarboxilasa. Las shigelas poseen Ag O
polisacaridos especificos, pero al ser inmoviles carecen de Ag H (Op. Cit.).



?

|

4.6.3.1 Enfermedades intestinales.

La totalidad de las especies incluidas en el género Shigella resultan patégenas para el hombre. Los
microorganismos invaden las células epiteliales intestinales y las lesiones producidas estan en gran
parte limitadas al {leon terminal y al colon: estas lesiones son principalmente ulceraciones de la
mucosa, cubiertas por una seudomembrana compuesta de leucocitos polimorfonucleares, restos

" celulares y bacterias, englobados todos ellos en una red de fibrina. Se cree que estas lesiones se

originan cuando los organismos atraviesan la barrera epitelial y penetran en la ldmina propia. La
acumulacién local de productos metabolicos y la liberacién de endotoxinas dan lugar después a la
destruccién de las células epiteliales. La penetracién més alla de la submucosa es rara (Op. Cit.).

S. dysenteriae tipo 1 (S. shigae, bacilo de Shiga) produce una neurotoxina distinta de la endotoxina
comin a todas las shigelas: causa pardlisis periférica y la muerte cuando es inyectada a conejos y
ratones. Recientemente se observé que un preparado purificado también es citotoxico para diversas
células de mamiferos y que posee actividad de enterotoxina. La toxina actia inhibiendo la sintesis
proteica (Op. Cit.).

El papel de la toxina estd por definir, pero es evidente que la produccién de toxina por si sola no es
suficiente para conferir virulencia a las shigelas: las cepas mutantes toxigénicas no invasoras no
causan shigelosis ni en voluntarios ni en monos, mientras que las invasoras no toxigenas si producen
la enfermedad. Por lo tanto, la penetracién epitelial es al parecer el principal determinante de la
virulencia (Op. Cit.).

La disenteria por el genero Shigella se caracteriza por dolor abdominal, diarrea y fiebre, de aparicién
repentina tras un periodo de incubacién de 1 a 4 dias. Es corriente tanto la presencia de sangre como
de moco en las heces. Cuando la diarrea es grave, la pérdida de agua y sales puede causar
deshidratacion y desequilibrio electrolitico, particularmente en los nifios y en jévenes.

En general, la shigelosis se autolimita y dura sélo unos dias. Durante la convalecencia aparecen en la
sangre aglutininas especificas y pueden hallarse anticuerpos en las heces (coproanticuerpos) (Op. Cit.).

La gravedad de la disenteria producida por el genero Shigella varia segtin le microorganismo causal y,
en general, el orden de gravedad es como sigue: S. sonnei, S. boydii, S. flexneri y S. dysenteriag),
oscilando entre una ligera alteracion intestinal y una profusa diarrea sanguinolenta acompariada de
fiebre y postracién grave (Op. Cit.). Para los enfermos muy graves y para los nifios pequefios y adultos
debilitados es necesario el tratamiento antimicrobiano, asi como la administracion intravenosa de
liquidos y electrélitos. En la actualidad, la ampicilina es considerada el farmaco de eleccién: Las
shigelas generalmente son sensibles también a los aminoglucésidos, tetraciclinas, acido nalidixico y
colistina, pero es necesario determinar el patron de sensibilidad de la cepa del paciente (o de la
epidemia). Los pladsmidos de resistencia estan muy extendidos (Op. Cit.)

El género Shigella cuenta con 4 especies, S. dysenferiae, S. flexneri, S. boydii, y S. sonnei. Estos son a
menudeo referidos como subgrupos A, B, C, y D respectivamente. Antigeno somatico (O) (Berkeley,
R.C. W.etal. 1994).
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La disenteria es una infeccién aguda en la parte inferior del ileon y el colon, el periodo c.ie incubacion
seguido de su ingestion es usualmente de 48 horas y los sintomas comienzan sucesivamente con
fiebres, dolor abdominal, vémito y diarrea, seguido de ulceracién y marcada inflamacién en la mucosa
intestinal. (Carpénter, 1997).
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V.- MATERIALES Y METODOS.

El trabajo experimental se realiz6 entre noviembre de 1997 y diciembre de 1998, en las
instalaciones del Departamento de Control Microbiologico, adscrito al Centro Estatal dc
Laboratorios de la Secretaria de Salud Jalisco.

Las cepas de microorganismos estudiados, proporcionadas por el Departamento de Control
Microbiolégico, eran las siguientes:
Escherichia coli, Salmonella enteritidis y Shigella flexneri.

Para conocer si las lombrices son capaces de alimentarse de las bacterias patdgenas y por
ende destruirlas, tanto el sustrato como el alimento fueron inoculados con medios de cultivo
conteniendo las bacterias, con el fin de asegurar su presencia en concentraciones conocidas.

Con el objetivo de conocer la evolucién de las colonias de bacteria inoculadas en el sustrato
y alimento a través del paso por el tracto digestivo de las lombrices asi como su
permanencia en el Casting, el trabajo se subdividi6 en cuatro fases:

'FASE L. Seleccién del sustrato y/o el alimento adecuados.

FASE II. Determinacién de la viabilidad de las bacterias en los sustratos seleccionados.
FASE III. Comprobacién de la presencia de las bacterias patogenas en el tracto digestivo de
la lombriz.

FASE 1V. Determinacion de las bacterias patdgenas en las excretas (casting) de la lombriz.

5.1 Seleccion del sustrato y alimento adecuados.
5.1.1 Materiales utilizados.

Para determinar el sustrato y/o el alimento idoneos de las lombrices para el manejo de las
bacterias se probaron los siguientes materiales:

Cuadro 01: Muestra los sustratos y/o alimentos que se ensayaron con la lombriz, para obtener resultados
positivos en la sobre vivencia de la lombriz.

SUSTRATOS Y/O |ALIMENTOS

Agar dextrosa. Papel higiénico.

Pseudotallo de platano. Zanahoria.

Tejido de Palma (Phoenix dactylifera). Excretas de conejo.

Casting. Estiércol vacuno.
Lechuga.

Aungue no existen referencias del empleo del agar dextrosa como sustrato ni como
alimento en lombricultura, se ensayé suministrindolo directamente a las lombrices, para
determinar si podria ser empleado por las mismas como sostén y alimento y de esta manera
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evitar el uso de un segundo sustrato inoculado con las bacterias. La figura 01 muestra todos
los sustratos y/o alimentos que se utilizaron.

Figura 01: Muestra los sustratos y/o alimentos que se ensayaron con las lombrices.

De lado izquierdo papel higiénico, pseudotallo de platano, estiércol vacuno, en la parte de
en medio del lado superior tenemos el agar dextrosa, tejido de palma (Phoenix dactylifera)
casting y en la parte superior derecha tenemos la zanahoria, excretas de conejo y lechuga.

5.1.2 Preparacion de los materiales.

Tanto los sustratos como los potenciales alimentos de las lombrices fueron esterilizados
previamente. El tejido de palma, asi como las excretas de conejo y de vaca, se esterilizaron
por separado en autoclave, a presion de 20 libras durante 20 minutos, en frascos de vidrio
con capacidad de 500 gramos. En figuras 02 y 03 se puede ver los aparatos-apropiados para
la esterilizacion del material utilizado.
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Figura 03: Autoclave que se utilizo para esterilizar el material.
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La zanahoria y el pseudotallo de platano fueron fragmentados en pequefias porciones para
facilitar la fermentacion y el ulterior consumo por parte de las lombrices.

Después de la esterilizacion de los materiales, se realizaron pruebas de control en los
medios agar Eosina azul de metilo (EMB) y Salmonella-Shigella (SS), para verificar que no
hubiera crecimiento bacteriano.

5.1.3 Inoculacién y cultivo de la lombriz.

La prueba de los materiales fue hecha en recipientes circulares de plastico (12 cm de
didmetro por 9 centimetros de altura); en cada recipiente se depositaron 20 gramos de uno
de los materiales, humedecidos a capacidad de campo, inoculando a continuacién 20
lombrices del estadio adulto. Los sustratos se humedecieron previamente hasta la capacidad
de campo (80%) aproximadamente, para facilitar el consumo por parte de las lombrices y
que este pudiera ademds servir de sustrato de sostén. Las lombrices utilizadas fueron
extraidas de los criaderos de la planta piloto establecida en el Centro Universitario de
Ciencias Biologicas y Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara.

Después de 05 dias de cultivo, se determind que los materiales idoneos eran el tejido de
palma y las excretas de conejo, como sustrato y como alimento, respectivamente. La figura
04 muestra los sustratos utilizados.

Figura 04: El sustrato/alimento que se utilizaron en el experimento.
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5.2 Preparacion y enriquecimiento de los cultivos bacterianos.

Dado que en la literatura no existen referencias acerca de la concentracion de inoculo
bacteriano que puedan soportar las lombrices, se realizaron ensayos para determinar la
cantidad del medio a inocular, comparando las concentraciones de prueba con el tubo de
Mac Farland (5: 1.500 millones de bacterias/ mililitro y 3: 900 millones de bacterias/
mililitro).

Escala de Mac Farland

Existe la posibilidad de estimar cargas altas de microorganismos, comparando a simple
vista con una escala formada por tubos numerados de 1 a 10 y elaborada con diferentes
cantidades de sulfato de bario.

Se conoce la cantidad aproximada de células bacterianas a que corresponde cada tubo, y de
esa forma se puede estimar la cantidad de microorganismos presentes.

Para el enriquecimiento del caldo nutritivo se utilizaron tubos de ensayo de 20 ml con tapa
de rosca, los cuales contenian 9 mililitro de caldo nutritivo; cada tubo fue inoculado con la
cepa bacteriana de interés y se incubd a 37° C durante 4 horas, hasta igualar la
concentracién del tubo 3 de Mac Farland (concentracion estandar). Luego se afladieron 9
mililitro de solucién diluyente, con el objetivo de homogeneizar los sustratos con la
presencia de la bacteria. La figura 5 muestra los tubos que se utilizaron.

Figura 05: Tubos de ensayo con caldo enriquecido y sin enriquecer.




5.3 Determinacién del potencial bactericida de la lombriz.

Durante nueve dias consecutivos del desarrollo experimental, se evalud la persistencia de
las bacterias patégenas en el sustrato utilizado por las lombrices, asi como en las diferentes
secciones (anterior, media y posterior) del tracto digestivo de aquellas. Para elio, tanto el
sustrato como el alimento fueron rociados con el caldo nutritivo enriquecido con bacterias,
y periddicamente se determind la presencia de las bacterias.

5.3.1 Disefio experimental.

Se establecieron 12 tratamientos con tres réplicas cada uno de ellos, en un arreglo
experimental completamente aleatorio. Cada tratamiento consistié en una de las cepas
bacterianas (E. coli, Salmonella o Shigella) y en un tiempo de incubacion determinado (4 o 24
horas). En cada uno de los casos, se determiné la persistencia de las bacterias tanto en el
sustrato como en el tracto digestivo de las lombrices.

Cuadro 02: Tratamientos.

Especie inoculada | Tiempo de _incubacién Muestras analizadas
trat
4 horas Sustra S ___
. Tracto digestivo
E. Coli
74 horas Sustrato
Tracto digestivo
trat
4 horas Sustra e —
Tracto digestivo
Salmonella
4 horas Sustrato
Tracto digestivo
ustrato
4 horas S s
. Tracto digestivo
Shigella
24 horas Sustrato
Tracto digestivo

5.3.2 Tratamiento previo de las lombrices.

Previamente a la inoculacidn, y con el fin de limpiar de cualquier residuo de estiéreol el
tracto digestivo de las lombrices, éstas fueron alimentadas con lechuga fresca desinfectada
con Microdin ®, segun instrucciones de este producto. En cada recipiente se inocularon 20
g de lombrices, y después de 24 horas se desecho la lechuga, extrayéndose las lombrices de
ese sustrato. La figura 06 tiene las lombrices previo al experimento, se dejaron en lechuga
para limpiar el tracto digestivo. '



Figura 06: Muestra las lombrices en la lechuga.
5.3.3 Siembra de las lombrices e inoculacion de bacterias.

Las lombrices fueron sembradas en nueve recipientes circulares de plastico (12 cm de
didmetro por 9 cm de altura); en cada recipiente se colocaron 40 g del sustrato (tejido de
palma) y a continuacion se depositaron 20 g de lombrices y 20 g de excretas de alimento
(excretas de conejo). Luego, se adicionaron las bacterias, baiiando tanto el sustrato como el
alimento con 18 ml de caldo nutritivo diluido enriquecido con las bacterias de interés. Cada
una de las cepas bacterianas fue inoculada en tres recipientes. En la figura 07 se muestra las
lombrices en los sustratos utilizados.

Figura 07: Muestra el sustrato, alimento y las lombrices en estadio adulto.
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5.3.4 Determinacién de la viabilidad de la bacteria en los sustratos.

Para determinar la viabilidad de la bacteria en el sustrato, 24 horas después de la
inoculacion se tomaron nueve muestras de sustrato (una de cada recipiente); cada muestra
fue sembrada en dos tubos de ensaye con 3 mililitros. de caldo soya; uno de los tubos fue
incubado a 37° C durante 4 horas, y el segundo se incubd a la misma temperatura durante
24 horas. La figura 08 tiene los tubos de ensayo con el caldo soya, esto para determinar la
viabilidad de las bacterias en los sustratos.

Figura 08: Muestra los tubos de ensayo con el caldo de soya enriquecido y sin enriquecer.

Después de la incubacion, las muestras de ambos tubos fueron inoculadas en medios de
cultivo selectivos (EMB y SS) y se incubaron nuevamente 24 horas a 37 C.

Cuando se observd crecimiento bacteriano en los medios selectivos, se seleccionaron las
colonias y se realizaron las pruebas bioquimicas siguientes:

Para E. coli.
MR-VR (Voges Proskauer-rojo de metilo),Citrato de Simmons.

Para Salmonella 'y Shigella:
Kligler, MIO (movilidad indol ornitina), LIA (agar hierro lisina).

Este procedimiento se repitié 4 veces cada tercer dia, con el objeto de ver la viabilidad de
las bacterias en el sustrato en funcién del tiempo.
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5.3.5 Determinacién de la presencia de las bacterias patogenas en el tracto digestivo de la
lombriz.

Para comprobar la presencia de bacterias patdgenas en el tracto digestivo de las lombrices
se hizo un primer muestreo 48 horas después de la inoculacidn, consistente en extraer al
azar dos lombrices de cada recipiente.

Los especimenes fueron lavados con agua estéril, se durmieron con cloroformo antes de
fijarlos mediante alfileres sobre ldminas de hielo seco previamente limpiadas con una
solucion de yodo. A continuacién, cada lombriz fue diseccionada para extirpar las
porciones anterior, media y posterior del tracto digestivo, segin Vincestas-Akpa, Loquet
(1996).En la figura 09 muestra el momento en el que se diseccionan las lombrices, todo en
un ambiente controlado.

Figura 09: Se disecciona la lombriz para tomar las porciones anterior, medio y posterior.

Cada porcion del tracto digestivo se pasé a caldo de soya (3 ml) en tubos de ensayo, por
separado, y fueron incubadas a 37°C durante 4 y 24 horas, después de lo cual se inoculé en
medio selectivo (EMB y SS), incubandose durante 24 horas. La figura 10, muestra el
momento en el que las porciones son colocadas en el caldo soya.
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Figura 10: Se toma la porcion del tracto y se coloca en el tubo con caldo soya.

Las colonias tipicas que crecieron en medio selectivo se seleccionaron para las pruebas
bioquimicas indicadas anteriormente (MR-VR, Citrato de Simmons, Kligler, MIO, LIA).

El procedimiento se repiti6 durante cuatro dias alternos, para un total de 24 lombrices por
réplica.

5.3.6 Deteccion de las bacterias patogenas en las excretas (casting).

Transcurridos los 10 dias del experimento, las lombrices remanentes fueron separadas de
sus respectivos sustratos y se lavaron con agua estéril, introduciéndolas en recipientes
circulares con 90 gramos de lechuga desinfectada, donde fueron mantenidas durante 24
horas con el objetivo de recoger las excretas mas recientes. En la figura 11 se observa
cuando las excretas son tomadas e incubadas en caldo soya, después de todo el tratamiento.
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Figura 11: Se toman las excretas, incubandose en caldo soya.

Las excretas asi obtenidas fueron inoculadas en caldo de soya, e incubadas durante 4 y 24
horas a 37°C; después de la incubacion, con el caldo se hicieron s1embras en los medios
selectivos sefialados anteriormente, manteniéndolos en incubacion a 37° C durante 24
horas. Las colonias tipicas se seleccionan para las pruebas bioquimicas como en los casos
anteriores.
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Esquema de trabajo.

@y

BIBLICTECA CENTRAL

Dia
01 Siembra de lombrices e inoculacién con bacterias
Incubacion en caldo
02 Muestreo de desoya(4h) Incubacién en medio Pruebas bioquimicas
- sustrato Incubacién en caldo Selectivo (24 h)
de soya (24 h)
Incubaciéon en caldo
Tracto Anterior de soya (4 h) Incubacién en medio Pruebas
Incubacion en caldo Selectivo (24 h) bioquimicas
de soya (24 h)
Incubaciéon en caldo
03 Diseccion de dos Tracto medio desoya (4 h) Incubacién en medio Pruebas
lombrices factom Incubacién en caldo Selectivo (24 h) biogquimicas
de soya (24 h)
Incubacion en caldo
Tracto posierior de soya (4 h) Incubacién en medio Pruebas
P Incubacién en caldo Selectivo (24 h) bioquimicas
de soya (24 h)
04 Muestreo de sustrato Igual que en (2)
05 Diseccién de dos lombrices Igual que en (3)
06 Muestreo de sustrato Igual que en (2)
07 Diseccién de dos lombrices Igual que en (3)
08 Muestreo de sustrato Igual que en (2)
09 Diseccion de dos lombrices Igual que en (3)
10 Transferencia de las lombrices a sustrato de lechuga
1t Muestreo de excretas Tgual que en (2)



VL- RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1 Resultados de la seleccion del sustrato y alimento adecuados.

6.1.1 Materiales utilizados.

De los sustratos utilizados el que acepto la lombriz o mejor dicho sobrevivié fue en el
tejido de palma, ya que en los otros sustratos no sobrevivia, los mismos cambiaba su pH
y la lombriz es muy susceptible a un pH muy 4cido o muy alcalino, su umbral oscila
entre un pH de 6 a 9, y el lugar donde permanecen (su casa) de preferencia tenia que
tener un pH neutro o de 7.

En el caso del material utilizado como alimento el mejor aceptado por la lombriz fue la
excreta de conejo, ya que al ser esterilizada y siendo dada a comer a las lombrices, estas

no morian,

La lechuga se utilizo tanto al inicio del experimento para limpiar el tracto digestivo y al
final para obtener las excretas de las lombrices.

6.1.2. Resultados de la preparacién de los materiales.

Los resultados obtenidos de los medio EMB y SS, que se aplicaron al material
esterilizado fue positivo, es decir no hubo crecimiento bacteriano, el material si estaba
completamente estéril.

6.1.3. Resultado de la inoculacién y cultivo de la lombriz.

Las lombrices sobrevivieron al tratamiento que se les aplico.

6.2. Resultados de la preparacion y enriquecimiento de los cultivos bacterianos.

La concentracién que se utilizo en el tratamiento con llevado al tubo No. 3 de Mac
Farlan, concentracion estandar con 900 millones de bacterias por mililitro.

6.3. Resultados de la determinacion del potencial bactericida de la lombriz.
6.3.1, Resultados del disefio experimental.
6.3.2. Resultados del tratamiento previo a las lombrices.

Las lombrices estuvieron en lechuga 24 horas antes del tratamiento y si se les limpio el
tracto digestivo, sobreviviendo todas las lombrices.

6.3.3. Resultados de la siembra de las lombrices € inoculacion de bacterias.

Se inocularon las lombrices en el sustrato/alimento adecuados, con las bacterias de
interés, con resultados positivos.



6.3.4. Resultados de la viabilidad de la bacteria en los sustratos.

Los resultados obtenidos de la viabilidad de las tres bacterias en el tejido de palma y
excretas de conejo, fue siempre positivo, es decir estuvieron presentes las bacterias en
todo el tiempo que duro el experimento. Las figuras 12,13 y 14, muestran el crecimiento
de las colonias bacterianas de interés. Se respaldaron los resultados con pruebas
bioquimicas. Las figuras 15, 16 y 17, se observa los resultados de las pruebas
bioquimicas aplicadas a cada bacteria.

Figura 12.- Se muestra el crecimiento transcurrido 24 horas, de las colonias de E. coli
en el medio de cultivo EMB, sobre sale el color metélico caracteristico de esta bacteria
se compara con el medio SS y un medio estéril.

Figura 13.- Muestra el crecimiento de las colonias de la bacteria Salmonella
transcurrido 24 horas, colonias plano convexas, de 1 a2 mm, traslicidas.
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Figura 14.- Se observa el crecimiento de las colonias de Shigela, son gram negativas,
trashicidas y plano convexas.

Para E, coli.:
MR-VR (Voges Proskauer-rojo de metilo),Citrato de Simmons.

Figura 15.- Resultados de las prueba bioquimica de la bacteria, en la que se observa que
¢l citrato es negativo (fuente exclusiva de carbono pero no para E. coli), produccién de
indol (tritofano) positivo, rojo de metilo (produccion de dcido) positivo y Voges
Proskauer (acetoina) negativo), reacciones que identifican a E. coli.
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Para Salmonella y Shigella:
MIO (movilidad indol ornitina), LIA (agar hierro lisina) Kligler.

Figura 16.- Pruebas bioquimicas en la que se observa MIO (movilidad, indol, ornitina)
turbidez, positivo para ornitina ya que no cambio su color, LIA (lisina) positivo ya que
no cambio su color con H, S, Kligler lactosa negativo, glucosa negativo y H, S positivo.
Resultados con la bacteria Salmonella Se compara con un medio estéril.

Figura 17.- Prueba bioquimica con la bacteria Shigela, M1O (movilidad, ornitina) para
ornitina es negativo, LIA (lisina) negativo, Kligler lactosa positivo. Comparacién con
un medio de cultivo estéril.

6.3.5 Resultados de la presencia de las bacterias patogenas en el tracto digestivo de la
lombriz.

En las tres porciones del tracto digestivo de la lombriz durante la incubacion de 4 y 24
horas respectivamente, resultados que dividieron por dias de cultivo 2, 4, 6, 8.



6.3.5.1 Resultados con la bacteria E. coli.
Como se puede observar en el cuadro 3.

Cuadro 3.Nimero de muestras positivas a la presencia de E. Coli en
el tracto digestivo de la lombriz. @

Bactrs | G | mevonion |Ametor] % ea| % |ponerir| % [TOTAL] %
E. Coli 2 4 0 004{ 0 |00 0 0.0 0 0.0
E. Coli 4 4 2 222 2 222 2 |22 6 66.7
E. Coli 6 4 1 iy v 1 111 3 333
E. Coli 8 4 0 00! 0 }00 0 0.0 0 0.0
E. Coli 2 24 3 333) 2 j222 3 333 8 88.9
E. Coli 4 24 3 3331 2 j222 3 333 8 88.9
E. Coli 6 24 3 3337 3 4333 2 222 8 88.9
E. Coli 8 24 3 333 1 il 1 111 5 55.6

(a)Para cada tiempo de incubacién se utilizaron tres lombrices, de las
cuales se extrajeron tres muestras: una por cada porcion del tracto
digestivo.

En el segundo dia la incubacion de 4 horas no se recupero nada en las tres porciones de
tracto digestivo, pero en el transcurso de las 24 horas de incubacion en la porcion
anterior y posterior se recupero el 33.3% y en la porcion media el 22.2%.

En el cuarto dia a 4 horas de haberse incubado se recupero el 22.2% en todas las
porciones del tracto digestivo, y a las 24 horas de incubacién en las porciones anterior y
posterior se recupero el 33.3%, asi en la porcidn del tracto medio se recupero el 22.2%.

En el sexto dia en todas las porciones se recupero €l 11.1% a las 4 horas, pero en la
incubacion de 24 horas las porciones anterior y medio aumento un 33. 3% y la porcion
posterior 22.2%.

En el octavo dia no se recupero la bacteria en la incubacién a 4 horas, pero a las 24
horas de haberse incubado la porcion anterior se presento 33.3%, y de la porcidn del
tracto medio y posterior recupero 11.1%.

En el cuadro 1 se observa que E. coli no se presento en el dia 8 de cultivo a las 4 horas,
sin embargo se encontrd a fas 24 % en un mayor porcentaje en la parte anterior en

relacion al intestino medio y posterior.

En este mismo cuadro podremos observar que durante las 4 horas de incubacion el
porcentaje de E. coli encontrados durante los dias de cultivo ( 2,4,6,8 ) fueron menores
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que a las 24 horas. La figura 18 muestra los porcentajes obtenidos de la bacteria E. coli
en las diferentes porciones del tracto digestivo en la incubacion de 4 horas.

4 < - 7%~ Incubacién de 4 Horas " | - )
" T0.0,

Mues ras positivas (%)

T —

Antefior © ~ Medio” . Postério
" ... Tracto Digestivo .

Figura 18.- Grafica de los resultados de la incubacién de 4 horas del tracto digestivo.

Como se puede observar en los resultados obtenidos la bacteria no se recuperaba a las 4
horas pero a las 24 horas de haberse incubado si se recuperaba, lo que nos da a entender
que la bacteria se encontraba presente en el tracto digestivo, los porcentajes que arroja
son muy variados, ya que en algunas porciones se recupero la bacteria de las tres
pociones del tracto digestivo, pero no el mismo porcentaje, es visible que de las
porciones del tracto medio y posterior se recupero menos la bacteria, por lo que la parte
tentativa que disminuye la carga bacteriana pueden ser estas dos porciones. Los
porcentajes tan variados podria deberse a que la carga bacteriana era menos en las
porciones que se recuperaron menos como fue en las porciones medio y posterior, por
que o a que se debe que sea tan disparejo la presencia de la bacteria en las diferentes
porciones del tracto digestivo, es probable que se deba al sistema digestivo de la
lombriz de tierra. La figura 19, muestra los porcentajes obtenidos de Ia bacteria E. coli
en la incubacion de 24 horas del tracto digestivo.
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Figura 19.- Grafica de los resultados de la incubacidn de 24 horas det tracta digestivo.

6.3.5.2 Resultados con la bacteria Salmonela enteritidis.

En el cuadro 4 encontraras los porcentajes que se mencionan a continuacién.

Cuadro 4 Nimero de muestras positivas a la presencia de
Salmonelia en el tracto digestivo de la lombriz, ©

s | Dl | oo | Tt |, [ o, | Tace | o ror) o
Saimonelia 2 4 3 (33l 0 gna) o2 (2221 6 | 667
ISaimonella 4 4 o |oo| o ool o oo] o | 00
Salmonella 6 4 o a1 a1 il 3 | 333
ISalmonella 8 4 3 0333{ 3 333{ 1 ol 7 | 778
Salmonella 2 24 2 |22{ o Joo| o joo| 2 |[222
Salmonella 4 24 o Jooj o Joo| o0 {00) o |00
Salmonella 6 24 1 i o 0.0 0 00 i 111
[Salmonelia 8 24 1 11y 0 00 0 0.0 1 IHJ

(a)Para cada tiempo de incubacion se utilizaron tres lombrices, de las
cuales se extrajeron tres muestras: una por cada porcion del tracto
digestivo.

En el segundo dia de cultivo en la porcion anterior se recupero un 33.3%, pero
disminuyo en la porcién del tracto medio, recuperandose 11.1%.y en la porcion
posterior se recuperd un 22.2%, sin embargo a las 24 horas de haberse incubado
solamente se recupero la bacteria en la porcion anterior un 22.2%.
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En el cuarto dia en la incubacion de 4 y 24 horas no se recupero la bacteria en ninguna
porcién del tracto digestivo.

En el sexto dia la bacteria se recupero en un 11.1% a las horas en todas las porciones del
tracto digestivo, y en la incubacién de 24 horas se recupero inicamente de la porcién
anterior un 11.1%.

En el octavo dia, en la incubacion de las 4 horas de las porciones anterior y medio se
recupero la bacteria en un 33.3%, y en la porcion posterior se recupero 11.1%. En la
incubacion de 24 horas se recupero solamente de la porcién anterior un 11.1%, no
encontrandose la bacteria en las porciones medic y posterior del tracto digestivo.

Como se observa en el cuadro 2, S. enteritidis se presenta en el tracto anterior tanto a las
4y 24 horas.

Sin embargo en el tracto medio solamente estuvo presente a las 4 horas, teniendo el
mismo comportamiento en el tracto posterior. La figura 20 muestra los porcentajes
obtenidos de la incubacidn de 4 horas del tracto digestivo con la bacteria S. enteritidis.
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Figura 20.- Grafica de los resultados obtenidos en la incubacién de 4 horas del tracto.

En este mismo cuadro podriamos ver que a las 4 horas de los dias 2,6,8 fue positivo la
presencia en todo el intestino, no asi en el 4 dia donde estuvo ausente.

A las 24 horas estuvo presente en todos los dias de cultivo en la regién anterior mas no

en la region medio y posterior. La figura 21 presenta los porcentajes obtenidos de la
incubacién de 24 horas del tracto digestivo con la bacteria S. enteritidis .
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Figura 21.- Grafica que muestra los porcentajes de la incubacién de 24 horas del tracto.

En general se observa que en a incubacion de 4 horas se recupera la bacteria con
porcentajes distintos en cada porcién de tracto digestivo, contrario a lo que sucedid con

E. coli, S. enferitidis al ser incubada 24 horas se recupero menos la bacteria e incluso no

se recupero. En los resultados arrojados se observa que en las porciones del tracto
digestivo medio y posterior se recuperaba menos la bacteria que en la porcion anterior e

incluso al incubarse 24 horas no se recuperaba la bacteria en estas porciones y de la
porcidn anterior disminuia el porcentaje de recuperacién de la bacteria transcurridas las
24 horas de incubacién. Por lo que podemos decir que si bien no se elimina la bacteria

en la porcion anterior si disminuye en esta parte transcurridos 24 horas. Es posible que
esta bacteria sea mas sensible que la E. coli.

6.3.5.3 Resultados obtenidos de la bacteria Shigella flexner

Los porcentajes que a continuacion se manejan se observa en el cuadro 5.

Cuadro 5.Nimero de muestras positivas a la presencia de Shigelia
en el tracto digestivo de la lombriz. @

Bacters | Cuiive | neusacion [aneror] * |Medio| * | oserior| % [TOTAL| %
Shigella 2 4 34333 3 [333( 3 [333] 9 1000
Shigella 4 4 2 fr2y 3 333) 2 42221 7 {778
Shigella 6 4 ro (1) o2 j222| 20 j222] 5 35.6
Shigella 8 4 2 |22 0 Joo| o loo| 2 |22
Shigella 2 24 1 Jnmajp o joo] o 00] 1 111
Shigella 4 24 o {oo] 1 jual o Joo| 1 11.1
Shigella 6 24 1 najp o loeo] o 00} 1 1.1
Shigella 8 24 0 J00] 1 J1Li] o0 00| 1 1.
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(a)Para cada tiempo de incubacion se utilizaron tres lombrices, de las
cuales se extrajeron tres muestras: una por cada porcion del tracto
digestivo.

Segundo dia en las tres porciones se recupero el 33.3% de la bacteria a las 4 horas,
transcurrido las 24 horas se recupero, solamente en la porcion anterior el 11.1%.

En el cuarto dia en las porciones anterior y posterior a las 4 horas recupero la bacteria
en un 22.2 %, y en la porcién del tracto medio se recupero en un 33.3%, después de 24
horas se recupero la bacteria pero solo del tracto medio, en un 11.1%.

En el sexto dia en la incubacion de 4 horas se recupero en la porcion anterior un 11.1%,
y de las porciones medio y posterior recupere un 22.2%, a las 24 horas de incubacion
recupere de la porcion anterior 11.1% de las otras porciones no hubo presencia de Ia
bacteria.

Octavo dia en la incubacion de 4 horas se recupero tinicamente en la porcién anterior
22.2%, y en la incubacién de 24 horas se recupero de la porcién del tracto medio un
11.1%.

Podemos decir que la bacteria S. flexner estuvo presente en las 3 regiones del intestino a
las 4 horas en los dias de cultivo 2,4,6, y en el dia 8 solamente fue positivo en la region
anterior. La figura 22 muestra los resultados de la incubacién de 4 horas del tracto
digestivo con la bacteria S. flexneri.

i6n.

Figura 22.- Grafica que muestra los porcentajes de la incubacién de 4 horas de! tracto.

Alas 24 horas de incubaci6n en comparacion con las 4 horas, s¢ ve claramente que hay
disminucion en todos los dias y en las 3 regiones estando presente solamente en la
region anterior en el segundo dia, y en la regién media los dias 4 y 8 con un porcentaje
de 11.1%. La figura 23 muestra los resultados obtenidos de la incubacion de 24 horas
del tracto digestivo con la bacteria S. flexneri .
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Figura 23.- Grafica que muestra los porcentajes de la incubacion de 24 horas del tracto.

Los resultados arrojados en la incubacién de 4 horas se observa que en las tres
porciones del tracto digestivo se recupero la bacteria con porcentajes diferentes, de las
porciones del tracto medio y posterior el porcentaje que se recupero fue mayor en la
porcion anterior, transcurrido las 24 horas se observa que casi solamente de la porcion
anterior se recupero la bacteria con excepcién que en una ocasion; de la porcion del
tracto medio que en la incubacion de 4 horas no se recupero la bacteria pero
transcurrido 24 horas recupere la bacteria en 11.1

En el cuadro 6 podemos observar en el dia 2 de cultivo, a las 4 horas de incubacién E.

coli no estuvo presente, sin embargo se presento a las 24 horas en todo el intestino entre
el 22.2 y 33.3%.
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Cuadro 6 Niamero de muestras positivas a la presencia de bacterias patégenas
en el tracto digestivo de la fombriz. @

23335 Bacteria liiﬁi:c?gn Aanuaecr:gr % 323:3 % Pzgf:rti%r % |TOTAL| %
2 E. Coli 4 0 00) 0 00 0 00} © 0.0
2 Salmonella 4 3 1333) 1 {11] 2 222) 6 66.7
2 Shigella 4 3 333} 3 333 3 333 9 |100.0
2 iE. Coli 24 3043331 2 222 3 3337 8 88.9
2 Salmonelia 24 2 {222 0 |00 0 0.0 2 222
2 Shigella 24 I 1] 0 0.0 0 0.0 1 1.1
4 iE. Coli 4 2 222 2 (222 2 222 6 66.7
4 Salmonella 4 0 0.0 0.0 0 0.0 0 0.0
4 Shigella 4 2 {222{ 3 {333 2 222y 7 71.8
4 E. Coli 24 301333} 2 222 3 333) 8 83.9
4 Salmonella 24 0 00] 0 |00 0 0.0 0 0.0
4 Shigella 24 0 00| 1 [Il11 0 0.0 1 151
6 E. Coli 4 1 1.1 1 1.1 1 11.1 3 333
6 Salmonella 4 1 1Ly 1 [ind 1 L1y 3 333
6 Shigella 4 1 I 2 4222 2 222 5 55.6
6 . Coli 24 3333 3 1333 2 22.2( 8 88.9
6 Salmonella 24 1 iy o {00 0 0.0 1 1.1
6 Shigella 24 1 1l o (o0 0 0.0 1 111
8 [E. Coli 4 0 00 0 |00 0 00| 0 0.0
8 iSatmonella 4 3 3331 3 )333 1 1.1 7 71.8
8 Shigella 4 2 (2221 0 |00 ¢ 00 2 2222
8 E. Coli 24 30 (3331 1 [ILd 1 11.1] 5 55.6
8 Salmonella 24 1 1.1 0 |00 0 0.0 1 1.1
8 Shigella 24 Q Q0.0 1 1.1 Q 0.0 1 111

(8)Para cada tiempo de incubacion se utilizaron tres lombrices, de las
cuales se extrajeron tres muestras: una por cada porcién del tracto
digestivo.

En relacion a S. enterftidis y S. flexnen a las 4 horas del dia 2 de cultivo, estuvieron
presentes_en todo el intestino y a las 24 horas solamente se presento en la region
anterior, con un 22.2% en S. enferitidis y un 11.1% en S. flexneri.
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Este mismo cuadro nos muestra que en el dia 4 de cultivo, a las 4 horas de incubacion E.
coliy S. flexneri fue positivo en las 3 regiones con un 22.2% con excepcion de shigela
en el tracto medio con un 33.3%, pero a las 24 horas de incubacion desaparicié tanto S.
enteritidis como S. flexneri (excepto en el tracto medio con un 11.1% de shigela),
quedando presente E. coli en todo el intestino.

En relacion al dia 6, con un 11.1% en todo el intestino estuvo presente E. coli y S.
enteritidis , y S. flexneri con el 22.2% en la regién media y posterior. Sin embargo a las
24 horas, E. coli sigue presente en todo el intestino y en S. enteritidis y S. flexneri
solamente en la regidn anterior.

En el 8 dia, £. coli no se presento a las 4 horas de incubacion, sin embargo a las 24
horas se hace presente al contrario de_S. enferitidis y S. flexneri que estando presente a las
4 horas desaparece a excepcion de la region anterior que disminuye de un 33.3 % a un
11.1% para S. enteritidis .

6.3.6. Resultados de la deteccion de las bacterias patogenas en las excretas. Resultados
esquematizados en el cuadro 7.

Cuadro 7.Presencia de bacterias patogenas en las

excretas.
Bacteria incubacién Resultado %
E. Coli 4 0 0.0
Salmonella 4 2 66.7
Shigella 4 0 0.0
E. Coli 24 3 100.0
Salmonella 24 0 0.0
Shigella 24 0 0.0

De las excretas recuperadas con cada bacteria, inicamente recupere después de haber
incubado el caldo soya a las 4 horas, de la bacteria S. enteritidis en un 66.7%.
Con la bacteria E. coli se recupero a las 24 horas, en un 100%.

Como se puede observar surge la interrogante por que a las 4 horas no recupere la
bacteria E. coli y en cambio a las 24 horas si recupere la bacteria.
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DISCUSION,

La excreta de conejo, se utilizo por su alto contenido de proteina, el autor Cesar E. y
col. 1996, mencionan que en la excreta de conejo es los niveles de mortandad de las
lombrices disminuyen. En cuanto al tejido de palma, no hay referencia literaria que se
haya usado como sustrato/alimento, se utilizo para equilibrar la dieta de la lombriz.

Los medios de cultivo utilizados son los que se sugieren en la literatura, Berkeley R.

A pesar de que no existe referencia literarua del método que se utilizo en la tesis, los
resultados de la inoculacién y cultivo fueron positivos.

Al utilizar la concentracion de tubo No. 3 de Mac Farlan (900 millones de bacterias por
ml.), se pretendia asegurar que la bacteria sobreviviera todo el tratamiento por lo que se
puede observar que es una concentracion alta, lo que pudo aiterar mis resultados.

El disefio experimental fue adaptado por la directora, el asesor y la estudiante, no existe
en concreto un disefio con respaldo literario.

El hecho que se haya utilizado la iechuga para que a lombriz excretara lo que
anteriormente habia comido, se utilizo como ensayo con resultados positivos, sin tener
una referencia previa.

Las lombrices aceptaron el sustrato/alimento utilizados con las bacterias patégenas.

En cuanto a la bacteria E. coli recupero en el experimento todo el tiempo, lo hace pensa
que no se elimino totalmente pero hay que cuantificar, ya que un estudio de Eastman
Br., menciona que el vermicomposteo reducen coliformes fecales, reduccion de
salmonela spp, y de virus entéricos.

En las excretas se recupero la bacteria Salmonella enteritidis solamente de un
recipiente, es probable que si sea eliminada [a bacteria pero se necesita cuantificar la
presencia o ausencia de la bacteria, ya que como lo menciona Rodriguez C. en su
estudio en donde el nivel de concentracion bacteriana del genero Salmonella y otras
bacterias de la familia Enterobacteriacea disminuye en presencia de la lombriz E.
Joetida en donde sugiere su disminucion en la parte de la molleja e intestino anterior de
la lombriz en mencién. Asimismo Murry A., en su trabajo sefiala que en presencia de la
lombriz Eisenia foetida la carga bacteriana de las excretas de caballo disminuyo en un
3% y en ausencia de la lombriz aumento en un 2%.

Se recupero de las excretas las bacterias salmonela y E. coli, no se eliminaron.
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VI1.- CONCLUSIONES.

La excreta de concjo y el tejido de palma son ampliamente aceptados por la tombriz de
tierra, ya que se estan cubriendo su necesidades alimenticias.

Los medios de cultivo utilizado, con los requerimientos apropiados para el crecimiento de
las bacterias en cuestion..

El disefio experimental falta pulir y adecuar mas, para alcanzar los objetivos deseados.

La concentracién bacteriana que se utilizo fue tnicamente la del tubo No. 3 de Mac
Farlan, seria interesante que se utilizaran menores concentraciones de las que utilice,
observar su la concentracion que utilice fue alta (900 millones por mi), lo que pudo haber
alterado mis resultados.

La Jechuga (sustrato/alimento) dio buenos resultados y posteriormente se podria utilizar en
estudios a futuro.

Las bacterias utilizadas ampliamente sobrevivieron en el tejido de palma y el estiércol de
conejo, lo que nos da la seguridad que las bacterias estuvieron presentes todo el tiempo.

Las bacterias sin bien no se eliminaron en su totalidad al menos, disminuye Ia
recuperacion de las colonias de bacterias ( sobre todo de la porcion media y posterior),
seria complementario a esta tesis si a futuro se hiciera un estudio para cuantificar las
colonias recuperadas de las diferentes porciones del tracto digestivo.

En las excretas las bacterias que se recuperaron fue Salmonelfla y E. coli, no se eliminan en
su totalidad, cabe hacer la aclaracion que el presente estudio fue cualitativo, ya que existe
poca literatura en torno a la capacidad de eliminar bacterias de las lombrices de tierra, por
lo que se sugiere que se continien los estudios referente a este tema.
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