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INHIBICION DE ENTEROBACTERIAS EN SUELO REGADO
CON AGUAS ESPECIALMENTE TRATADAS

CARLOS NAKARINO! JORGE JHONCON? MARCEL GUTIERREZ CORREA®

RESUMEN

Las aguas servidas pueden ser reutilizadas después de tratamientos especiaies, p..ej., en lagunas
de sedimentacién. Existe la posibilidad que microorganismos patégenos puedan sobravivir & estos tra-
tamientos. El objetivo de este trabajo fue determinar si las enterobacterias residuales provenientes de
las lagunas de sedimentacion, pueden ser controladas en el suelo por microhongos nativos cuando
gstas aguas son utilizadas para el riego de cultivos,

Se realizaron dos experimentos. En el primero |a humedad fue el factor limitante y, en &l segun-
do, la humedad fue mantenida & niveles constantes. Los resultados indican ia posibilidad de control en
el suglo de las enterobacterias residuales. Se discuten los posibles mecanismos de inhibicion,

SUMMARY

Sewage may be reutilized after special treatments (for example, in sedimentation ponds). The
possibility exists that pathogenic microorganisms may survive these treatments. The objetive of this
research was to determine whether the residual enterobacteria, originating from sedimentation ponds,
are controlied in soll by resident microfungl when treated water is used for herbaceous crops irri-
gation,

Two experiments were performed. One under dry conditions and the other one maintining
constant moisture levels. Results indicate a probable control of residual enterobacteria in soil. Pos-
sible inhibitive mechanism are discussed,

INTRODUCCION El metabolismo microblano es ¢l mecanismo basi-
co en la purificacién natural de las aguas contamina-
La escasez de agua ha creadc serios problemas a la das. La purificacion de tales aguas por medio de tra-
poblacion mundial. Uno de las mas fructiferos inten- tamientos bioldgicos no es, en este aspecto, esencial-
tos hacia la solucion del problema se basa en la reuti- mente diferente de la autopurificacién natural de
lizacién del recurso sgua (Gaudy y Gaudy, 1966). El rios o lagunas (Kabler, 1962).
agua destinada al consumo humano puede ser reuti
lizada después de tratamientos sspeciales como fil- El tratamiento blolégico por filtros de goteo, di-
tros de goteo, fango activado, digestion anaerdbica gestion anaerdhica o lagunas de sedimentacidn redu
0 lagunas de sedimentacién (Gaudy y Gaudy, 1966; ce marcadamente los microorganismos patdgenos de
Kabler, 1962). las aguas servidas, Sin embargo, esta reduccion pue-
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no ser totalimente efectiva (Ksbler, 1962). Esto

dificultaria e! uso de aguas tratacas, tanto para el
consumo humano directo como para el riege de cul-
tivos intensivos de plantas de porte bajo. Aun asi,
existe la posibllidad de que 1os microorganismos patd-
genos sobrevivientes a los tratamientos puedan ser
controlados en el suelo, por microorganismos nati-
vos (Alexander, 1971, 1964).

El! objetivo de este trabajo fue determinar sl las

enterobacterias residuales, provenientes de las lagu-
nas de sedimentacidn, pueden ser controladas en el
suglo por microorganismos nativos,

MATERIALES Y METODOS

~Lugar de muestreo

Las lsgunas de sedimentacian estan localizadas en
¢! distrito de San Juan de Miraflores, Lima (Peru),
Las aguas servidas son colectadas en una primera la-
guna {(primaria) donde parmanecen por ung semans
aproximadamente, Durante este tiempo se produce
una intensa actividad microbiana tendiente a Ia
minerallzacién de la materia organica. Luego, las
aguas pasan s una segunda laguna (secundaria) don-
de la actividad microbiana y la mineralizacion son
relativamente mas lentas.

La zona experimental presenta un area aproximada
de 100 m2 y e8! suelo presenta una rextura arenosa
con escasa cobertury vegetal (griatico 1),

Muestras de suelo

Las muestras de suelo fueron tomadas de la caps
superficial (0.7 em) y colocadas dentro de frascos
gstériles pars los andlisis microbioldgicos. Otras
muestras fueron tomadas para determinar el conte-
nido de humedad por el método gravimetrico
{105° C x 24h)

Para el suelo bajo tratamiento (regado con agua de

la laguna secundarial y suelo control (sin riego)
fueraon tomadas cinco muestras

Anilisis microbiologicos

Coliformes:

Dado que uno de los mejores indices de pureza
microbiolbgica del agua es la determinacion de co-
liformes (Kabler, 1962) hermos prelerido, en este

trabajo, utilizar su deteccion como indice de ente-
robacterias las cuales tienen representantes pato-
genos o potencialmente patégenos. Se hi emplea-
do ia prueba de colimetria con cinco tubos (Mosse!
y Quevedo, 1965),

Bacterias heterotroficas totales:

Para su deteccitn se ha empleado el conteo por el
método de diluciones en placas (Holm y Jensen,
1972) con agar nutritivo, NA (Bacto—Nutrient
Agar, Dilco),
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EXPERIMENTACION,

Microhongos:

Fue empleado &l métode de diluciones en placa
(Holm y Jensen, 1972) con agar papa dextrosa
(PDA) suplementado con oxitetraciclinag hasta
una concentracion final de 0.04 gr/it (Batista
y Pérez, 1964).

Antibiosis:

Los aislamientos méds frecuentes de hongos fueron
probados para determinar su capacidad de produ-
cir antibiéticos in vitro. Los aislamientos fueron
sembrados por incorporacién en placas petri con
PDA e incubades a 30°C durante 3 dias. A par-
tir de estas placas se obtuvieron blogues de 0.5 cm
de didmetro, los cuales Tueron colocados sobre
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placas con NA conteniendo bact@rias Gram (+):
Saimonells anstum, 5 typhimurium, Shigells

flexneri, Proteus vulgaris, P. morgani vy E. coli;

Gram [+ ) : Staphylococcus sureus; iuego de in
cubacian 8 37YC durante 24 h, se determind la
presencis de antiblosis por la formacion de un
halo de inhibicion alrededor de los bloques de
micelio—agar,

Tratamlientos

El suglo bajo tratamianto fue sometido a dos expe-
rimentos (grafico 2). En el primer caso, el suelo
fue regado por inundacién (Lianos y Kjoller, 1876)
durante cinco dias consecutivos y un riego acciden.
tal después de trece dias. Esto permitié hacer de
ia humedad un factor critico, con el objeto de
observar su  efecto sobre los microorganismos
nativos del suelo y sobre los coliformes provi-
nientes del aguo sedimentable.

lar EXPERIMENTO

Dios

2do EXPERIMENTO

Dias
ﬂ RIEGO
¥ MUESTREOD
GRAFICO 2- FRECUENCIA DE RIEGOS ¥ MUESTREOS.

En el segundo caso, s8 tratd de mantener la hu-
medad en niveles relativamente estables, con el
objeto de determinar el efecto de los hongos na-
tivos sobra los coliformes agregados al suslo. Ade-
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mas, en este experimenta fueron realizados ana.
lisis fisico-quimicos del suelo (por el Departa-
mento de Suelos de ln Universidad Nacional Agra-
ria),

Con ¢! objeto de determinar el comportamiento
de la microflora nativa, en ninguno de los dos
experimentos el sueio contro! fue sometido a rie-
40

Frecuancia de muestrgos

El trabajo fue realizado entre los meses de fehre-
ro a abril de 1978, con un intervalo de un mes
entre cada experimento.

En el gratico 2 se muestran las frecuencias de riego
y muestreos para los dos experimentos. En ambos
casos se han reallzado tres muestreos espaciados
quincenalmente,

RESULTADOS Y DISCUSION

Leg. MO 7gr. u.u | humedod del sunio %

GRAFICO N°® 3.- VARIACION DE

AGUAS SEDIMENTABLES FARA

Primer Experimento:

Los resultados obtenidos para este experimento se
muestran en el cuadro 1. Se puede observar que las
bactarias (Heterotréficas totales y coliformes) pre-
sentan un incremento notable respecto a las encon-
tradas en el suelo control. Sin embargo, este in-
cremento esta sujeto al contenido de humedad del
suglo lgrafico 3). Es intergsante observar que, si
bien las bacterias totales presentan un aumento en
#l segundo muestreo (16 dias después del riego ini

cial), la poblacion final 2.83 x 10" unidades forma-
doras de colonia (ufc)/gr de suglo seco (ss) es muy
similar 3 la obtenida an el primer muestreo (2.95 x
108 ufcfgr ss).
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CUADRO No. 2

XX

ANALISIS FISICO-QUIMICOS DEL SUELO BAJO TRATAMIENTO
PARA EL 2do. EXPERIMENTO

MUESTREOS pH M.O. c N P 1S CONDUC
o/o o/o o/o p.p.m. | Kg/Ha ELECT,
mmbhos/
om.
l 7.8 0.41 0.24 0.016 19.75 |3.74 108
I 8.4 0.30 0.17 0.013 8.10 317 078
1] 8.4 0.38 0.22 0.018 11.33 | 316 0.85

CUADRO No.3

RELACION DE ANTIBIOSIS DE LOS HONGOS AISLADOS

(Aislamientos Géneros Antibiosis

| Gram ( ) Gram ( - )
A8 Aspergillus 20/4 29/5
4 Alternaria 0/0 0/0
13 Cephalosporium o/0 0/0
8 Qladosporium 0/0 0/0
3 Ohaetomium 0/0 0/0
19 Fusarium 0/0 0/0
7 Mumicola 0/0 0/0
2 Hyalodendron 0/0 0/0
17 Mucor 0/0 0/0
4 Nigrospara 0/ 0/0
40 Penicillium 19/2 19/2
3 Sepedonium 0/0 0/0
4 SPHAEROPSIDALES 0/0 0/0
3 MYCELIA STERILIA 0/0 L 0/0

*» . a “
Expresada como No, de aislamientos [ )/ No. de especies (+ )
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La variscion de coliformes en este experimento si-
gue el mismo patrén de las bacterias totales, pero
s& ajusta mas a la variacidon de la humedad del,
suelo. En el tercer muestreo los coliformes han

disminuido en un 95 o/o respecto a la poblacion

ol

gncontrada en el primer muestreo, Aparentemen-
te. esta disminucion es debida a la disminucion del
comtenido de humedad de! suelo. En el suelo con-
trol no fueron encontrados coliformes, debido
a la sequedad del suelo 0 # la ausencia de animales
mayores [Kabler, 1962).

Los hongos tuvieron un incremento menos nota-
ble que |as bacterias, pero su variacion estd menos
ligada & la humedad del suelo (Lighthart y Bond.
1978). Mcllveen y Cole (1977), encontraron que
la poblaciéon de hongos de suelo en un campo
cultivado con maiz no incremento cuando este fue
suplementado con sguas servidas,

Segundo Experimento:

Este experimento fue plateado con el objeto de
verificar si la disminucidn de coliformes, encontra-
da on el primer experimento, fue debida exclusiva-
mente a la baja humedad de suelo o a relaciones de
amensalismo (antibiogis).

En el cuadro No. 1 se puede observar que las va-

riaciones de bacterigs heterotroficas totales y co-

{Iformes presentan la misma tendencia, la cual e«
diferente a la encontrada en el primer experimen-
to. De otro lado, la tendencia de estos grupos bac:
terianos no sigue el mismo patrdén presentado por
ta humedad del suelo {grafico 4), ef cual si es segui-
do por los hongos.

»

En &l tercer muesireo los coliformes han disminui-
do en un 93 o/o respecto a la poblacion inicial
Esta disminucion es muy parecida a la encontra-
da en el primer experimento (95 o/e). Sin embar-
go, esta disminucion no puede ser explicads en tér-
minos de humedad del suelo ni disponibilidad de
nutrientes (cuadro 2), puesto que, estos factores
presentan un comportamignto inverso al presenta-
do por los coliformes (y bacterias totales).

L& variacion de los hongos a través de este experi-
mento sigue un compertamiento similar al de la
humedad vy disponibilidad d& nutrientes, Esto
no esta, en absoluto, en desacuerdo con Lighthart
y Bond (1876), debido a que si bian los hongos
son mas xerofiticos, la humedad aumenta su ca-
pacidad de proliferecion.

Antibiosis

Los hongos aislados del suelo fueron investigados
para determinar su capacidad de producir anti-
blosis /n vitro. En el cuadro 3 se muestran los re-
sultados de este experimento, donde se observan

Nuwarino, Jhoncon y Gutiéerez: inhibicion de enterobacterias en suelo
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gue solamentz algunas especies de los géneros As-
pergiilus y Penicillium fueron capaces de producir
sustancias antibacterianas de amplio espectro, esto
ha sido tambidgn observado en alslamientos de otros
suelos (Eicker, 1975).

{Estos resultados de antibiosis in vitro pueden ser
aplicados al suelo? El significado de los fendmenos
de competencia 8n los mecanismos de autorregula-
cion que goblernan la composicion de una comu-
nidad climax han sido sujetos a reexaminacion
(Alexander, 1964). Ha sido demostrado que anti-
bidticos como la estreptomicina y tetraciclinas son
adsorbicdas por la arcilla y no son biologicamente
activos (Martin y Gottlieh, 1952;: Siminoff y Got-
ttlieb, 1951) y, en general, gue los antibidticos no
son producidos naturalmente en el suelo {Gottlieb,
1976). Sin embargo, existe también evidencia que
indica que la eapacidad de producir antibioticos es
de significado ecoldgico y que esta habilidad esta
asociada con los hongos dominantes en el sueio
(Eicker, 1975), Visto de esta manera resulta dif(
cil interpolar los resultados de antibiosis obteni-
dos in vitro a las condiciones naturales dadas en |
suelo,

¢Como puede ser explicada la microblostasis en el
suelo? Se conoce que propagulos microbianos, tan-
to de hongos comao bacterias, no prosperan cuandoe
son inoculados al suelo (Hora, et al., 1977 Davis.
19785 s,b; Brown, 1973]. De otro lado esporas Via-
bles de muchos hongos no germinan én un suelo
natural excepto en la vecindad de nutrientes apro-

piados (Hora, et al., 1977) pudigndose establece:
una correlacion positiva entre la fungistasis y 1o
poblacion de hongos en el suelo (Kanaujia vy
Mishara, 1977: Kanaujia, 1976) v, por lo menos
in vitro, que el antagonismao entre Fusarium y Hel-
minthosporium es influgnciado fuertemente por
¢l sustrato (Gutierrez—Correa, 1975). La bacterios-
tasis en ol suelo parece ser de origen biologico y
estd llgada con la nutricion bacteriana (Ko y Chow,
1978, 1977; Brown, 1973}, Hasta el momento la
microbiostasis puede ser explicada basandose entre
las interacciones entre los inhibidores de origen
bioldgico v nutrientes del suslo (Hora, et al, 1977,
Davis, 1976). La inhibicion de coliformes obtenida
en nuestro trabajo es mejor explicada teniendo en
cuenta la ultima hipoteis con la inclusion de la hu-
medad

CONCLUSIONES

Podemos concluir, por lo menos para las condicio-

nes de nuestro trabajo, que:

1.

Las
aguas tratadas pueden

enterobacterias residuales provenientes de
sar inhibiclas en el suelo,

El complejo formado por hangos, nutrientes y
humedad dei suelo tienen un efecto inhibidor sobre
las enterobacterias.
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