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RESUMEN

El sanitario ecolégico seco (SES) es una ecotecnia alternativa para el cuidado del
agua en comunidades marginadas donde el recurso hidrico es limitado. Ademas,
los biosdlidos generados pueden usarse para restauracion de suelos y con fines
agricolas. Para poder reusar estos materiales generados en los SES, debe
determinarse la presencia y cantidad de bacterias del grupo de los coliformes,
conformados por bacterias Gramnegativas de la familia Enterobacteriaceae
presentes en las heces, siendo algunos de los géneros importantes Escherichia,
Salmonella, Citrobacter, Enterobacter y Klebsiella. La cantidad de coliformes
encontrada en una muestra puede ser usada como indicador de insalubridad.
Dentro de los coliformes, Escherichia coli se clasifica en distintos patotipos de
acuerdo a su mecanismo de patogenicidad como ETEC, EPEC, EIEC, STEC, EAEC
y DAEC. En este estudio, se analizaron biosoélidos de SES durante nueve meses en
el ejido El Mirador, Berriozabal, Chiapas. Los coliformes se midieron con la técnica
del nimero mas probable, en tanto que los patotipos de E. coli de investigaron
mediante PCR. Se identificaron coliformes en el 50 % de los biosolidos muestreados
y se aislaron dos cepas de E. coli con el gen de virulencia bfpA del patotipo E. coli
enteropatdgena (EPEC) en sendas muestras de biosolidos. La mayoria de los
biosodlidos obtenidos en los SES pueden usarse como composta de plantas de
ornato. Estos analisis son importantes para determinar la presencia de coliformes
en los biosolidos y plantear estrategias que disminuyan este tipo de
microorganismos en los biosolidos generados con esta ecotecnia, para que puedan

usarse con fines agricolas en estas comunidades marginadas de Chiapas.

Palabras clave: ETEC, EPEC, EIEC, STEC, PCR.
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I. INTRODUCCION

El agua es un recurso vital para el planeta, sin embargo, el ser humano ha hecho
un mal uso de este liquido lo que refleja la contaminacién a lo largo del tiempo
siendo hasta en los siglos XVIII y XIX cuando se comenzaron a aplicar procesos
para tratar de desinfectar el agua (Sierra-Ramirez, 2021).

Se estima que 500 millones de niflos sufren de alguna enfermedad diarreica
derivada de la mala calidad del agua principalmente en paises en vias de desarrollo
como lo son los que se encuentran en Asia, Africa y América Latina. Ademas 3.4
millones de personas mueren anualmente por la misma problemética (McJunkin,
1988; Boelee et al., 2019).

De acuerdo con lo informado por la Comision Nacional del Agua (CONAGUA,
2023) en las ultimas dos décadas se ha incorporado el servicio de drenaje y agua
potable al menos a 35 millones de habitantes a lo largo del territorio mexicano, sin
embargo, aun existen alrededor de 4 millones de individuos que carecen de estos
servicios de los cuales al menos 570 000 personas habitan en el estado de Chiapas.

Las areas urbanas y rurales en constante crecimiento de estos paises
carecen de buenos servicios de drenaje por falta de recursos financieros,
insuficiente espacio disponible en las zonas de construccién de los hogares e
infraestructura no actualizada por parte de los gobiernos municipales (Redlinger et
al., 2001).

Lo anterior ha impulsado la generaciéon de técnicas de saneamiento para
cuidar el agua y aplicar este abordaje en zonas donde el acceso a esta no es facil.
De acuerdo con la Comisién Nacional Para el Desarrollo de los Pueblos Indigenas
(CDI, 2016) las ecotecnias son instrumentos para aprovechar Optimamente los
recursos naturales de una manera sostenible. Una de estas ecotecnias para evitar
la contaminacion del agua son los bafios secos o sanitarios ecolégicos secos (SES),
los cuales emplean material s6lido para mezclarla con las heces, en lugar de utilizar
agua. De esta manera, mediante los bafios secos es posible reutilizar esta materia
organica para hacer compostas, pero se deben llevar ciertos tratamientos para

asegurar la calidad y seguridad microbiana (Schénning y Stenstrém, 2004).



Dado que la implementacion de esta ecotecnia es relativamente reciente en
zonas rurales de Chiapas, se desconoce si hay un procesamiento adecuado para la
generacion de biosolidos obtenido mediante esta ecotecnia, por 1o que en esta
investigacion se pretende analizar la presencia de coliformes fecales en biosélidos
a diferentes tiempos para evaluar la dinamica de este tipo de microorganismos y
determinar el tiempo éptimo para su uso.

Estos datos seran utiles para determinar el tiempo adecuado para emplear el
biosdlido libre de coliformes, lo que incidira en el cuidado de la salud de las personas
en esta localidad, cumpliendo asi con lo planeado por Organizacion Mundial de la
Salud (McJunkin, 1988) la que sefala que el saneamiento es un componente

primario de la atencion a la salud de todas las personas.



Il. MARCO TEORICO
2.1 HISTORIA DE LOS BANOS

Se da por hecho que los espacios para liberarse de la materia fecal y orina siempre
han sido privados y delimitados por una construccion, pero esto no siempre ha sido
asi. El ser humano némada -y como se sigue haciendo en la actualidad en muchos
lugares sin buena infraestructura ni acceso al recurso hidrico- depositaba este
material al aire libre en donde la necesidad de hacerlo lo alcanzaba o en un lugar
determinado por todas las personas del grupo al que pertenecia (Prignano, 2007).

No se tiene registro en donde o quién fue la primera persona en crear un
deposito o artefacto para las heces y orina humana, pero se sabe que este primer
artefacto fue una letrina la cual es un agujero en el suelo en donde se coloca una
base para sentarse y los desechos caen al fondo, este método sigue siendo usado
por 12 % de la poblacion mundial (Climént-Palmer, 2016). En la antigua Roma uno
de los placeres mas grande era el uso de los bafos publicos, ir a uno de estos era
una practica social porque no solo se cumplia con la accion de lavarse o defecar,
sino aqui las personas conversaban. Todo esto fue cambiando en el siglo XV
cuando la concepcién del cuerpo cambié por el dominio del cristianismo en esa
época como un signo pecaminoso y de debilidad convirtiendo el acto de ir al bafio
en algo privado (Acosta-Collazo y Garcia-Diaz, 2014).

La tecnologia que ayudo al buen tratamiento y depdésito de heces fecales en
el siglo XVIII fue el inodoro con cisterna, pero debido a la ventilacion insuficiente
estos se pueden convertir en focos de infeccion por tener rasgos fisicos adecuados
para los microorganismos como una temperatura y humedad estables (Lee y Tham,
2021).

2.2 BANOS SECOS

El uso de bafios secos o0 sanitario ecolégico seco (SES) es una tecnologia de
saneamiento in situ que aprovecha las heces humanas y también es mas barato
dado que no requiere agua, ademas que ocupa menos terreno (Senanu et al., 2021).
Disminuye los altos costos de tratamiento de los sistemas convencionales y el

tratamiento de aguas por parte de las comunidades; por si fuera poco, esta
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ecotecnologia también contribuye a que estas viviendas sean sustentables (Zita-
Lagos et al., 2017).

Se diferencian también de las letrinas puesto que separan los fluidos de la
materia solida evitando los malos olores resultantes de la mezcla de orina y heces
(Fl6rez-Jiménez et al., 2016). Se muestran algunas diferencias entre un inodoro

convencional, una letrina tradicional y el bafio seco o SES (ver cuadro 1).

Cuadro 1. Diferencias ambientales de los SES respecto al inodoro y la letrina.
Modificado de Zufiga et al. (2006).

Caracteristicas | Inodoro Letrina SES
¢ Degrada el | Si, el drenaje tiene el | Si, puede filtrarse | No, las excretas
ambiente? desagle arios,lagos |a los mantos | quedan  aislada
y mares. acuiferos y puede | por lo que se
Contaminacion  de | desbordarse obtiene un
mantos acuiferos. producto inocuo
Destruccion de la
vida acuatica.
¢Ahorro de | No, desperdicia | Si, no requiere | Si, no requiere
recursos? alrededor de seis a | agua agua
12 L de agua potable
por descarga
¢Permite uso | No, debido a la|No, porque es|Si, excreta vy
de nutrientes? | acumulacion de | pozo perdido materia prima
metales pesados en pueden regresar
los lodos residuales como fertilizante y
abono para
plantas de ornato
y acondicionador
del suelo




2.2.1 Percepcion de los SES por las comunidades

Una de las principales causas del rechazo de un producto o avance tecnoldgico por
las personas, es debido al poco conocimiento que se tiene sobre él y como resolvera
la necesidad o problema en cuestion. Es por ello que se debe de hacer una
investigacion para saber intrinsecamente el pensar y sentir de la poblacién hacia la
tecnologia a implementar (Zita-Lagos et al., 2017). En el caso de los SES, al ser
una técnica in situ para el procesamiento de desechos humanos, conlleva a
prejuicios culturales por la falta de conocimiento cientifico hacia esta ecotecnologia
y el manejo de riesgos asociados. Tampoco ayuda la percepcion que se tiene al
aplicar estos tratamientos in situ en zonas rurales y poblaciones vulnerables, porque
automaticamente se asocia a situaciones de pobreza, dejando a un lado la ayuda

en calidad de modo de vida que se obtiene de ella (Garcia-Ubaque et al., 2014).

2.1.2 Componentes de un SES
Los SES tienen diferentes partes que les permiten aplicar su tecnologia. Garcia-
Ubaque et al. (2014) menciona que la parte mas notoria de éstos es la presencia de
dos camaras de almacenamiento, con usos intercalados porque no se utilizan al
mismo tiempo, es decir, primero se usa una y hasta llegar al maximo de su
capacidad, se suspende su uso y se comienza a utilizar la segunda, mientras que
se trata la primera. Asimismo, Flérez-Jiménez et al. (2016) remarcan la importancia
de las cAmaras de separaciéon debido a que mientras una esté en uso, en la otra se
lleva a cabo el proceso de tratamiento, ademas de mencionar un depadsito solo para
heces y otro solo de orina en donde el primero se mezcla con materia seca como
ceniza, tierra negra o aserrin y el segundo solo se deja madurando.

Por otro lado (Zudiga et al., 2006) mencionan que deben tener un ducto de
ventilacion con un diametro de 10 a 15 cm para mantener el ambiente con fluidez

de gases.

2.3 HECES

Se tiene la idea errénea de que las heces humanas son desechos sin alguna

utilizacion, lo que conduce a sistemas de sanitarios que no reciclan esta materia



organica. El reciclaje y aprovechamiento de las heces de los humanos tiene una
importancia agricola, debido a que es un sustrato rico en nutrientes que pueden ser
aportados a las plantas (Magri et al., 2013).

Los principales nutrientes que contienen son potasio (K), fésforo (P) y
nitrégeno (N), debido a que el ser humano aprovecha pequefas cantidades de estos
nutrientes cuando esta en proceso de crecimiento. Estos elementos son usados
para sintesis de proteinas que aportaran a los huesos, nervios y musculos, pero se
aprovechan alrededor de 0.6-6 % de las cantidades consumidas (JOnsson et al.,
2004).

2.3.1 Compostaje

El compostaje es un proceso llevado a cabo por microorganismos diversos mediante
el cual se descompone materia organica mediante una oxidacion bioquimica
generando CO2 y H20, energia calorica y biomasa conocida como composta libre
de patdégenos que puede aplicarse al suelo (Oviedo-Ocafa et al., 2017; Varnero et
al., 2007).

Esta tecnologia es de bajo costo y tiene como garantia que la materia
organica se vuelva a incorporar al ciclo de la cadena de produccion primaria, asi
como mejorar las propiedades fisico-quimicas del suelo y aumentar la productividad
de los cultivos (Vargas-Pineda et al., 2019). Este proceso se ha galardonado en los
altimos afios como la tecnologia més utilizada para la reduccién y transformacion
de materiales residuales (Tortarolo et al., 2008).

El compostaje es considerado como uno de los tratamientos secundarios de

heces fecales (Jonsson et al., 2004).

2.3.2 Proceso de compostaje

Este proceso va directamente relacionado con la temperatura debido a que esta es
la determina qué tanto se cataliza la descomposicion de la materia organica. Con
base en ello se identifican tres fases en el proceso: fase mesdfila, fase termofila y

fase de enfriamiento o mesdfila Il (Bohoérquez-Santana, 2019).



En la fase mesofila el biosélido se encuentra a temperatura ambiente donde
actuan microorganismos aerobios mesofilicos para degradar azlcares y proteinas
de la materia organica, en esta parte se forman fitotoxicos como NH3 y acidos grasos
volatiles de cadena corta metabolizados por los microorganismos (Tortarolo et al.,
2008). Luego en la fase termofilica, la degradacién previa conlleva a un incremento
de temperatura de hasta 40° C, lo que facilita la reduccidn de patdgenos y seleccion
de organismos termofilicos, la actividad biolégica permanece hasta que se
disminuyen los nutrientes (Oviedo-Ocafia et al., 2017). Posteriormente la tasa de
descomposicion termina y por lo consiguiente la temperatura disminuye habiendo

una colonizacion de microorganismos mesofilos (Bohérquez Santana, 2019).

2.4 MICROORGANISMOS PRESENTES EN LAS HECES

En algunos SES el compostaje no es adecuado, ya que solo se almacena y hay una
descomposicion anaerobia, deshidratacion o alcalinizacion, lo cual no asegura una
Optima reduccion de patégenos en la composta obtenida (Fernandez-Curutchet et
al., 2015).

Se hace énfasis cuando se refiere al buen tratamiento de los residuos fecales
porque estos estan relacionados con organismos patdgenos tales como virus,
protozoos, helmintos y bacterias. Existen tres maneras basicas mediante la cual las
heces fecales humanas pueden aumentar el crecimiento de estos microorganismos:
I) como fuentes de microorganismos enteropatégenos en el medio ambiente, Il) al
facilitar los ciclos de vida dependientes de las excretas; y lll) facilitar la reproduccion
de los vectores (OMS, 2019). A continuacion, se describen los microorganismos que

pueden encontrarse en las heces humanas.

2.4.1 Virus

Estos microorganismos estan constituidos de material genético que necesitan
infectar una célula para poder sobrevivir, generalmente se aislan del medio
ambiente a través de una capa de proteinas y debido a que no cuentan con una
magquinaria para replicarse, invaden las de la célula en la que se hospedan en un

determinado momento (Santiago Alarcon y Ojeda Flores, 2018).



En general, los virus que son encontrados en restos de heces fecales
provienen de tres posibles fuentes: |) de la ingestion en secreciones respiratorias
del tracto superior; en este caso la resistencia a un pH bajo o la mezcla con los
alimentos puede abrirle paso hacia el intestino; Il) residuos de células inmunitarias
presentadoras de antigenos infectadas; Ill) la replicacion del virus en las células
intestinales (Foladori et al., 2020).

Se estima que alrededor de 120 virus pueden ser encontrados en las heces
humanas, siendo los grupos mas comunes los enterovirus, adenovirus entéricos y
norovirus. Es de particular interés el virus de la Hepatitis A, debido a que en zonas

urbanas y periurbanas es bastante frecuente (Fernandez-Curutchet et al., 2015).

2.4.2 Protozoos

El reino Protista constituye a organismos unicelulares eucariotas, con organelos
verdaderos cuyos portadores son cosmopolitas incluyendo formas parasitas de
plantas y animales, por su forma se pueden clasificar en esféricos, polimorfos o de
simetria bilateral (Unzaga y Zonta, 2018).

Los protozoarios han sido estudiados arduamente en la Ultima década, en
especial Cryptosporidium parvum y Giardia lamblia o G. intestinalis debido a su alta
resistencia ambiental. Se sefiala que el género Cryptosporidium esta asociado a los
brotes de enfermedades relacionadas con el agua y el género Giardia por su alta
prevalencia como patdégeno (Schénning y Stenstrom, 2004).

Los protozoarios que infectan a los humanos, en especial a los nifios, son de
dificil identificacién cuando estan en forma de quistes. Por otro lado, la deteccién de
los trofozoitos no es posible cuando las muestras no llegan al laboratorio en buenas

condiciones (Chavez-Navarro, 2008).

2.4.3 Helmintos
La palabra helminto se deriva del griego helmins que significa “gusano parasito” y
son organismos multicelulares que poseen organos y sistemas diferenciados que

pueden parasitar a plantas y animales (Kasper y Harrison, 2016).



Los huevos de los helmintos son bastantes persistentes en el ambiente y se
les considera un indicador de la calidad higiénica, siendo de especial interés los
géneros Ascaris y Taenia. Otro de los helmintos de importancia son las uncinarias,
las que causan la anquilostomiasis, enfermedad comuin en zonas tropicales y
subtropicales humedas que afecta alrededor de mil millones de personas en el
planeta; puede haber desnutricion y causar indirectamente la muerte de muchos

nifios ((Schonning y Stenstrom, 2004).

2.4.4 Bacterias

Estos organismos son células procariotas sin un nucleo definido, algunas bacterias
forman endosporas para sobrevivir a ambientes extremos en estado de latencia; de
acuerdo a su forma se pueden clasificar como bacilos (células en forma de baston);
cocos (células en forma redonda) y espirilos (células en forma helicoidal o espiral).
Otra forma de clasificar a las bacterias, de acuerdo a las propiedades de su pared
celular, que es la base de la reaccion de Gram que las clasifica como Gram-positivas
y Gram-negativas (Lizarbe-Iracheta, 2009).

Con respecto a la evaluacion de los riesgos microbianos de los productos
fertilizantes que incluyen a las heces fecales, el lodo residual y el estiércol animal,
bacterias como Salmonella, Campylobacter y Escherichia coli enterohemorragica
(EHEC) son de suma importancia. Por otro lado, Salmonella Typhi y Vibrio cholera
son bacterias que pueden ocasionar enfermedades infecciosas en areas donde se

presenta contaminaciéon del agua y no hay un saneamiento adecuado

2.4.4.1 Campylobacter

El nombre de este género se deriva de las palabras griegas kampylos que significa
curva y de baktron que significa varilla, estas bacterias son bacilos Gram-negativos
con forma de coma o de un espiral curvo; se pueden mover debido a un flagelo
unipolar o bipolar y son microaerdfilos (Orihuel-Lazo et al., 2015). Son capaces de
crecer en condiciones con 5 % de oxigeno, 10 % de dioxido de carbono y 85 % de
nitrogeno, son bacterias mesofilas creciendo a temperaturas de 37° C a excepcion

de C. jejuni que crece a 42° C (Cervantes-Garcia y Cravioto, 2007). En el ser



humano C. intestinalis y C. jejuni causan enfermedades como enteritis, bacteriemia

y septicemia (Herrera et al., 1984).

2.4.4.2 Vibrio
Las bacterias de este género fueron uno de los primeros grupos bacterianos en ser
descritos y conocidos taxonomicamente por Pacini en 1854 (Mufioz et al., 2012),
son bacterias Gram-negativas, pertenecientes a la familia (Cuéllar-Anjel, 2013),
comprendiendo 75 especies de las cuales 12 son consideradas patdégenas para el
ser humano, siendo V. cholerae la que mayor importancia médica ha tenido dado
gue ha provocado ocho pandemias desde inicios del siglo XIX (Aliaga et al., 2010).
Esta bacteria puede ocasionar una leve diarrea hasta una enfermedad grave

con diarrea fulminante, coma y muerte en pocas horas (Castillo et al., 2013).

2.4.5 Familia Enterobacteriaceae

Esta familia alberga bacterias que habitan los intestinos de los vertebrados, pueden
causar enfermedades como cistitis y pielonefritis con fiebre, septicemia, neumonia,
peritonitis y meningitis entre otros padecimientos. Estas bacterias pueden
propagarse tan sélo al contacto con una persona que las hospede, por agua y
alimentos contaminados (Nordmann et al., 2011).

Entre esta familia, Escherichia coli es asociada frecuentemente con
infecciones urinarias, Klebsiella spp y Enterobacter spp en casos importantes de
neumonia, y todas las bacterias pertenecientes a esta familia han estado implicadas
a infecciones del torrente sanguineo, peritonitis, colangitis y otras infecciones

intraabdominales (Paterson, 2006).

2.4.5.1 Salmonella

El nombre Salmonella se origina en honor al anatomopat6logo Salmon, a quien se
le atribuye la identificacion de S. choleraesuis en el intestino de un cerdo. Es un
bacilo Gram-negativo patdgeno intracelular facultativo en condiciones anaerobias,
puede colonizar el intestino de los animales sanos, de los cuales, las heces son el

principal foco de infeccion de los alimentos y el agua. Cuando este patégeno llega
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a los alimentos, se multiplica rapidamente y es por esto que ingerir alimentos puede
llegar a ocasionar una infeccion gastrointestinal conocida como salmonelosis
(Alfaro-Mora, 2018).

En México en la década de los 90 se registraron 215 155 casos de
salmonelosis siendo Tabasco, Coahuila, Chiapas y Quintana Roo los estados que
concentraron los casos, asimismo este género es el que mas ocasiona pérdidas en
la industria avicola (Figueroa-Ochoa y Verdugo-Rodriguez, 2005).

Estas bacterias son fermentadoras de glucosa, pero no fermentan lactosa,
reducen nitratos y no producen oxidasa, el genoma de las especies contiene

alrededor de 4.8 a 4.9 millones de pares de bases (Cardenas, 2016).

2.4.5.2 Coliformes
Esta formado por un grupo de bacterias presente en las heces pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae, son Gram-negativos en forma de bacilos que fermentan
la lactosa, son aerobios o anaerobios facultativos, oxidasa negativos, no forman
esporas y presentan actividad enzimética beta-galactosidasa, algunos de los
géneros que albergan son Escherichia, Citrobacter, Enterobacter y Klebsiella
(Larrea-Murrell et al., 2014).

La cantidad de coliformes presentes en una muestra puede ser usada como
indicador de insalubridad o, dicho de otra forma, de origen fecal, como es el caso
de coliformes presentes en el agua potable (Silva et al., 2004).

2.4.5.3 Klebsiella

Dentro de este género, la especie mas estudiada y con mas importancia clinica es
K. pneumoniae la cual es una bacteria anaerobia facultativa, inmoévil y encapsulada
esparcida ampliamente en los humanos. K. pneumonia coloniza la nasofaringe y el
tracto gastrointestinal. En muestras fecales la deteccion de esta bacteria en adultos
varia de 5 — 38 % y en infantes puede llegar a ser del 100 % (Echeverri-Toro y
Catafio Correa, 2010).
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Esta bacteria puede ser encontrada en un amplio rango de lugares: el suelo,
agua, diferentes plantas, insectos, aves, y diferentes mamiferos en donde puede

ser una bacteria comensal o un patégeno (Wyres et al., 2020).

2.4.5.4 Enterobacter

Son bacterias Gram-negativas, anaerobias facultativas, en forma de baston, no
producen esporas que se pueden identificar por pruebas bioquimicas
convencionales ya que son bacterias mayormente inmoviles, catalasa positiva,
oxidasa y ADNasa negativa, fermentadoras de glucosa, reducen los nitritos, no
reaccionan al indol, descarboxilan la ornitina, no descarboxilan la lisina y son citrato
y ureasa positivo (Davin-Regli y Pages, 2015; Silva y Martinez, 2018).

Estas bacterias pueden ser encontradas en el suelo y agua, son endoéfitas y
consideradas como patdgenas de gran variedad de plantas, asimismo, son
comensales de los intestinos de algunos animales incluyendo al ser humano. En el
ambito clinico, especies de este género como E. aerogenes, E. cloacae y E.
hormaechei son las que mas se aislan derivadas de alguna infeccion clinica sobre

todo en pacientes inmunocomprometidos (Davin-Regli et al., 2019).

2.4.5.5 Escherichia coli

Es un bacilo Gram-negativo de la familia Enterobacteriaceae, anaerobio, aislado en
infantes por primera vez en 1885 por Theodor Escherich, se encuentra normalmente
en la microbiota intestinal del ser humano, usualmente se mantiene de forma inocua,
sin embargo, algunas cepas de E. coli pueden generar infecciones en sus
huéspedes; estas pueden limitarse a las superficies mucosas o pueden distribuirse
en todo el cuerpo ocasionando enfermedades entéricas y diarreicas (Canata et al.,
2016; (Pakbin et al., 2021).

A continuacién, se sefialan los grupos de E. coli de acuerdo al mecanismo de
patogenicidad reconocidos: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enterohemorragica conocida como productoras de toxina Vero o toxina semejante
a Shiga (EHEC, VTEC o STEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli

12



enteropatdgena (EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli adherencia difusa
(DAEC) (Rodriguez-Angeles, 2002).

2456 ETEC

La infeccion por ETEC es causada por comer alimentos y agua contaminados, esto
ocurre constantemente en lugares en donde el acceso a agua potable es escaso lo
que dificulta la limpieza y eliminacion de excretas en las cuales ETEC puede llegar
a sobrevivir mas de seis meses y en el agua forma una biopelicula que facilita su
supervivencia previa infeccion (Zhang et al., 2022).

ETEC es el patotipo de E. coli mas asociado con los decesos de infantes
menores de 5 afios, también se le atribuyen los mayores casos de diarrea del
viajero. ETEC se les denomina a aquellas cepas de E. coli que contienen la
enterotoxina termolébil (LT) y/o la enterotoxina termoestable (ST) las cuales se
adhieren al intestino del ser humano (Gomez-Duarte, 2014).

Por otro lado, ETEC también se ha localizado en animales como porcinos,
caprinos y perros en los cuales ingresa por via oral en el estdmago, el duodeno y el
yeyuno, si bien para que se considere una infeccion de ETEC en humanos la dosis
infectiva debe ser de 108 microorganismos, en animales la dosis infecciosa puede
ser mas baja (Dubreuil et al., 2016).

Hay dos etapas en el proceso de infeccién por ETEC (ver figura 1) la primera
es la adherencia al epitelio del intestino y la segunda en la liberacion de toxinas. La
primera etapa es posible gracias a factores de colonizacion (CF -colonization
factors- por sus siglas en inglés) ubicados en la superficie de la bacteria los cuales
son fimbrias o polimeros de proteinas filamentosas extracelulares los cuales de
acuerdo a su morfologia pueden clasificarse como fimbrial, fibrilar, helicoidal o
afimbrial y se han descrito hasta ahora 25 tipos diferentes (Zhang et al., 2022).

La segunda etapa consiste en liberar las toxinas como LT y ST, LT esta
formada por una subunidad A que esta rodeada por cinco subunidades B idénticas
entre siy ST es un péptido con alrededor de 18 aminoacidos incluidos en su cadena
la cual secreta una toxina que fosforila el canal CFTR (canal regulador

transmembrana de fibrosis cistica, por sus siglas en inglés) llevando a cabo la salida
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de sales y agua que se traduce en una diarrea severa, los estudios han sefialado
que ETEC puede producir LT, ST o ambas (Rios-Muiiiz et al., 2019).

ENTEROCITOS

Figura 1. Mecanismo de patogenicidad de ETEC en el enterocito. Modificado de
Farfan-Garcia et al., (2016).
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2.4.5.7 EPEC

Este patotipo se caracterizo por primera vez en Reino Unido en 1945 durante un
brote de diarrea en lactantes con una alta tasa de morbilidad y mortalidad en
infantes menores de seis meses. Dentro de los factores de virulencia de EPEC estan
el mecanismo de adherencia y esfacelamiento (A/E) compartidos con otros
patdgenos como EPEC de conejo, Citrobacter rodentium en ratones, STEC y
Escherichia albertii. La leche y carne molida son alimentos en donde EPEC puede
estar presente afectar al humano y otros animales (Pakbin et al., 2021).

En paises en vias de desarrollo, EPEC ha causado brotes epidémicos
especialmente en lugares cerrados en donde concurren infantes como lo son las
guarderias y hospitales llegando a tener cifras de 121 455 muertes por este patotipo
el cual tiene un periodo de incubacion de tres a 24 horas en donde la diarrea puede
estar acomparfada de fiebre y vomitos (Farfan-Garcia et al., 2016).

De acuerdo al modelo de patogénesis se reconoce tres etapas que ocurren
consecutivamente: a) adherencia inicial, b) transduccién de sefiales y c) anclaje
intimo. En la primera etapa EPEC crece en microcolonias en la superficie de los
enterocitos, esta unién se da a través de un pilus formador de paquetes (BFP)
codificado por un plasmido (Savkovic et al., 2005).

Después, EPEC envia sefiales intracelulares que son inducidas por un grupo
de proteinas pertenecientes al sistema de secrecion tipo Il (T3SS) y son enviadas
al enterocito. Estas proteinas se encuentran codificadas en el locus de
esfalecimiento del enterocito (LEE) que mediante tres diferentes dominios de
virulencia codifica: 1) el sistema de secrecion tipo lll; 2) proteinas que secreta EPEC
(Esp por sus siglas en inglés); y 3) los genes eae (para la adhesina bacteriana
intimina) y su receptor llamado Tir (receptor de intimina translocado) (Vidal-Graniel,
2003).

Estas proteinas efectoras tienen un papel en el dafio del enterocito: ESpA y
EscF forman conductos para la translocacion de EspB y EspD hacia el enterocito,
Map (proteina asociada a la mitocondria) como su nombre lo menciona esta
presente en los cambios de potencial de membrana, EspF reorganiza la nucleolina

para bloquear el proceso del ARN receptor, EspG altera los microtubulos en células
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epiteliales, EspC est4 involucrada en la citotoxicidad y formacion de pedestales y
poros (Farfan-Garcia et al., 2016).

La ultima etapa se reconoce por la uniébn de EPEC hacia el enterocito
mediante la formacion de pedestales de actina. Tras haberse unido la proteina Tir
con la intimina, ésta se fosforila por la proteina c-Fyn, luego Tir fosforilada recluta e
interactda con proteinas reguladoras del citoesqueleto como WASP (proteina del
sindrome de Wiskott-Aldrich) y el complejo Arp2/3. Estas proteinas se activan y
comienza la polimerizacién de actina en el lugar donde esta el Tir fosforilado lo que
provoca la reorganizacion del citoesqueleto, alterando la forma normal del enterocito

y pérdida de microvellosidades (Vidal et al., 2007).
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Figura 2. Mecanismo de patogenicidad de EPEC hacia el enterocito. Modificado de Farfan-Garcia et al., (2016).
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2.4.5.8 STEC

Las infecciones provocadas por STEC fueron reportadas por primera vez en
Estados Unidos de América en 1982, posteriormente, en el 2011 en Alemania se
produjo un brote de sindrome urémico hemolitico (SHU) provocado por un serotipo
correspondiente a STEC que ocasioné la muerte de al menos 32 personas y mas
de 1 000 personas infectadas (Seni-Pinoargote, 2015). EI SHU es un desorden
multisistémico caracterizado por insuficiencia renal aguda, anemia hemolitica
microangiopatica y trombocitopenia grave, afecta principalmente a infantes de seis
meses a cinco afios de edad, de clase media, con buenas condiciones sanitarias y
ambientales (Rivero et al., 2004). Ademas de ocasionar SHU, STEC comienza con
una diarrea acuosa y sanguinolenta una vez colonizado el intestino, también puede
provocar necrosis intestinal, perforacién colénica y manifestarse como colitis
hemorragica grave (Detzner et al., 2022).

STEC encuentra su reservorio en el microbiota intestinal de animales que son
de importancia alimentaria para el ser humano como es el caso de los bovinos, por
lo que se ha encontrado que alimentos derivados de estos mamiferos como carnes,
leche no pasteurizada y yogures artesanales son productos en donde STEC puede
infectar a los humanos (Bravo y Villalobos de Bastardo, 2002; Seni-Pinoargote,
2015). También se han registrado infecciones de este patotipo a causa de agua
contaminada derivada de heces de rumiantes (Detzner et al., 2022).

El primer mecanismo de patogenicidad de este patotipo es la adherencia al
enterocito, similar al descrito para EPEC segun Farfan-Garcia et al., (2016) quienes
mencionan que este proceso se lleva a cabo por la intimina y el T3SS. Como en
EPEC, la union de la intimina y el Tir promueve la union de STEC al enterocito.

Después STEC libera las exotoxinas Stx1 y Stx2 que son parecidas a las
toxinas producidas por Shigella dysenteriae tipo 1; éstas son responsables de
ocasionar SHU en el huésped que STEC infecta, pero Stx2 se considera mas
importante que Stx1 debido a que contiene un gen que exhibe mayor virulencia
(Detzner et al., 2022).

Stxl y Stx2 migran a las células objetivo por diferentes procesos. La

macropinocitosis (MPC) ocurre cuando Stx entra en contacto con las células que no
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expresan en sus membranas globotriaosilceramida 3 (Gb3) como lo son los
enterocitos, después ocurre la transcitosis, en donde Stx migra de los enterocitos
hacia otro espacio extracelular a través de vesiculas y por ultimo ocurre la
endocitosis cuando se une la subunidad B de la toxina al receptor Gb3, que
mediante invaginacion de la membrana celular la toxina es introducida al citoplasma,
donde la subunidad A induce cambios en la célula como la inhibicion de las sintesis

de proteinas y la apoptosis (Farfan-Garcia et al., 2016).
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2.4.5.9 EAEC

Uno de los primeros registros de este patotipo data de 1985 cuando se aislo de un
nifio en Perda (Nataro et al.,1995) desde entonces se han registrado casos sobre
infecciones solamente en humanos los cuales presentan diarrea acuosa no
necesariamente sangrienta, con moco, fiebre, dolor abdominal, nauseas, vomito y
también infecciones en el tracto urinario, bacteriemia y sepsis. También se le
destaca como la E. coli diarreogénica en individuos infectados con el virus de
inmunodeficiencia adquirida (Rios-Mufiiz et al., 2019; Covefias et al., 2014). En
México, EAEC es el patdgeno bacteriano mas comun aislado de alimentos, dado
gue un saneamiento deficiente aumenta la propagacion de este patotipo (Philipson
et al., 2013).

Una caracteristica particular de EAEC es adherirse a las células epiteliales
HEp-2 con una forma de ladrillos apilados que si bien esta técnica de cultivo celular
es (til para la identificacién de este patotipo, puede llegar a ser bastante costoso y
laborioso en laboratorios de mediana complejidad. Es por ello que las técnicas
moleculares permiten una deteccién mas réapida, siendo los genes mas estudiados
aggR (activador transcripcional), el aap (codificador de dispersina), el AA probe
(codifica una proteina externa) y el gen astA (codificador de la enterotoxina) (Lésch
et al., 2015).

Las cepas de EAEC cuentan con un plasmido de virulencia denominado pAA
de 60 a 67 MDa que codifica las fimbrias de adherencia agregativa (AAF), la toxina
Pet (plasmid-encoded toxin), el regulador transcripcional AggR y la proteina de
dispersina (codificada por el gen aap mencionada anteriormente). En este plasmido
se encuentran también codificados los genes para la proteina criptica shf, la que
fomenta la produccion de biopeliculas en EAEC. El factor de virulencia clave del
plasmido pAA es la proteina AggR que activa un gran grupo de genes de virulencia
gue permiten la adherencia y la produccion de citotoxinas y enterotoxinas (Philipson
et al., 2013; Rios-Muiiiz et al., 2019).

En la adhesion también estan involucradas proteinas de membrana externa
como Hra-1 (Hra: heat-resistant agglutinin 1) con actividad aglutinina y adhesina,

Hra-2 con actividad adhesina y Tia que es homéloga a Hra-1 con actividad invasora
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y adhesina. Por su parte, en la colonizaciéon bacteriana participa un complejo
denominado Aat, el cual se encarga del transporte de la dispersina codificada por el
gen aap, esta dispersina que promueve la colonizacion de la mucosa del intestino
del huésped (Farfan-Garcia et al., 2016).

Se pueden reconocen tres estadios en la infeccion de EAEC hacia su
huésped los cuales estan descritos por Philipson et al., (2013):

Durante la primera etapa, EAEC se adhiere a la mucosa intestinal en un
patron agregativo (AA) caracterizado porque las células adoptan una forma de
ladrillos apilados, mediada por AAF para la propagacion, esta bacteria secreta la
dispersina la cual es hidrofébica (cargada positivamente) lo que promueve
interacciones electrostaticas con la capa externa de lipopolisacaridos de las
bacterias evitando que AAF se adhiera a la membrana bacteriana.

La segunda etapa consiste en la estimulacion de las células epiteliales para
producir moco sobre los enterocitos formando una biopelicula en la que EAEC esta
presente formando microcolinas que le protegen.

En la ultima etapa, EAEC secreta las enterotoxinas y citotoxinas que
provocan una respuesta inflamatoria, esta toxicidad puede derivar en cambios
morfoldgicos en las microvellosidades y aumenta la extrusion de células epiteliales.

Se han identificado tres enterotoxinas: la enterotoxina 1 termoestable de
EAEC (EAST1), la enterotoxina Pet y la enterotoxina 1 de Shigella (ShET1). EAST1
esta codificada por el gen astA y altera la produccion de GMPc, lo cual inhibe el
sistema de transporte Na/Cl que reduce la absorcion de electrolitos, resultando una
secrecion alta de agua en las células criptas (Farfan-Garcia et al., 2016); (Philipson
et al., 2013). Pet genera toxicidad en las células, alterando el citoesqueleto, lo cual
produce un redondeo y desprendimiento de células (Estrada-Garcia y Navarro-
Garcia, 2012). ShET1 parece inducir la secrecion intestinal a través de cAMP y

cGMP, pero su mecanismo no ha sido bastante estudiado (Philipson et al., 2013).
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Figura 4. Mecanismo de patogenicidad de EAEC en el enterocito. Modificado de Farfan-Garcia et al., (2016).
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2.4.5.10 EIEC

EIEC es uno de los patégenos que causa disenteria bacilar, la cual se caracteriza
por dolor estomacal, diarrea acuosa con sangre y moco, pero en algunos casos
puede presentar Unicamente la diarrea; por ello, se confunde con el patotipo ETEC.
Sin embargo, una diferencia en EIEC es que es comunmente identificado en brotes
y Nno en casos unicos, esto se debe a que se puede transmitir de persona en
persona, por ingestion de alimentos contaminados y a traves del agua contaminada
(Rodriguez-Angeles, 2002).

Se han identificado brotes de EIEC en los paises en desarrollo en especial
aguellos donde hay un déficit de saneamiento, aunque Europa también registra
brotes causados por este patotipo, como el brote en Hungria en 1959, en
Checoslovaquia en 1982, en Israel en 1990 y en lItalia en 2012 (Newitt et al., 2016).

EIEC contiene un plasmido de virulencia de mas de 200 kb de nombre pINV
(plasmido de invasion grande) el cual codifica un T3SS que contiene los genes mxi,
spa, genes ipaB, ipaC, ipaD e icsA que se encargan de efectuar la invasion y
diseminacién en las células objetivo (Igbal et al., 2022; Michelacci et al., 2020).

EIEC accede al epitelio intestinal, la bacteria ingresa del lumen hacia la
submucosa a través de las células M en las placas de Peyer, después las bacterias
son fagocitadas por macréfagos (Pasqua et al., 2017). En este sitio la proteina IpaB
lisa la vacuola y se induce una apoptosis via caspasa 1, donde EIEC accede con
libertad y son reconocidas por los receptores CD44 y a5B1 integrina a través de
ipaB y el complejo IpaBCD. Mediante VirG localizada en un extremo de EIEC, se
promueve la aproximacion de la proteina N-WASP, que por medio de la
polimerizacién de actina se forma un complejo VirG*N-WASP*actina lo cual ayuda
a la motilidad de EIEC para propagarse a células adyacentes, junto a VirA
(localizada en el otro extremo de EIEC) permite en paso a células proximales

mediante protuberancias (Farfan-Garcia et al., 2016; Pasqua et al., 2017).
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2.4.5.11 DAEC

El patotipo DAEC esta asociado a enfermedades en el tracto urinario,
complicaciones en el embarazo y diarrea en infantes de 18 meses a 5 afios, aunque
se han presentado casos en donde también ocasiona fiebre (Servin, 2014; Meza-
Segura et al., 2020). DAEC ha sido el patotipo de E. coli mas prevalente que se ha
identificado en personas que han visitado América Latina y en pacientes VIH
positivos provenientes de Peru (Meza-Segura y Estrada-Garcia, 2016).

DAEC expresa las adhesinas Afa, F1845 y Dr codificadas por los genes afa,
daay dra. La mayoria de estas adhesinas se unen al factor acelerador del deterioro
(hDAF o CD55 como también es conocido) o por las moléculas de adhesion celular
del antigeno carcinoembrionario (hRhCEACAM) ambas moléculas localizadas en la
superficie de las células epiteliales intestinales (Meza-Segura et al., 2020). Una vez
qgue Afa/Dr se unen a los receptores del enterocito hDAF o hCEACAM se activa la
qguinasa Src la cual es necesaria para la motilidad y organizacion de hDAF alrededor
de DAEC, se dafia la membrana celular lo que ocasiona un elongacion, dafio en las
microvellosidades y reordenamiento de las proteinas del citoesqueleto lo que
genera una permeabilidad mayor en el enterocito, también ocurre la activaciéon de
MAP quinasa (Mitogen-Activated Protein) que induce la produccion de IL-8 logrando
la migracion de polimorfonucleares favoreciendo el dafio de los enterocitos

mediante las citocinas proinflamatorias (Farfan-Garcia et al., 2016).
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Figura 6. Mecanismo de patogenicidad de DAEC en el enterocito.

Se presentan los diferentes tipos de microorganismos encontrados en las heces de
los humanos (figura 7).
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Figura 7. Microorganismos presentes en las heces humanas.
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IIl. ANTECEDENTES

El estudio de la eficacia de los SES se ha analizado anteriormente, Redlinger et al.,
(2001) hicieron un estudio acerca de la supervivencia de coliformes fecales en este
tipo de bafos en tres comunidades de Ciudad Juarez, Chihuahua. Se cuantificaron
los coliformes fecales, el contenido de humedad de las compostas, la fluidez de
gases, la temperatura y la exposicion solar. El estudio concluye que existen
diferentes maneras de tratar las compostas y una de ellas es la desecacion, la cual
es la mejor opcion para eliminar los coliformes fecales. Sin embargo, esto no es
sindbnimo de una composta estéril, debido a que patégenos que forman esporas 0
huevos podrian quedar latentes.

La implementacion de los SES no ha sido solo en México, estudios como los
de Mindreau-Ganoza et al. (2016) mostraron un tratamiento de las heces fecales
depositadas mediante un proceso de fermentacion acido lactica en Pamplona Alta,
Lima, Perl. Este estudio se enfoca en las etapas para obtener un abono del
compostaje de las heces, menciona que se tiene que tener un pre-tratamiento y de
ello se deposita una mezcla que denominan “Biolac” el cual es un insumo bacteriano
gue contiene Lactobacillus sp., los que fermentan este material organico,
consiguiendo la estabilizacion e inhibicion de patdégenos en las heces fecales.

Por otra parte, Piceno et al. (2017) investigaron la estructura de la comunidad
bacteriana transformada después del compostaje termofilico de desechos humanos
en Haiti. Las muestras se tomaron de compostajes en Port-ar-Prince donde se
recolectan heces provenientes de bafios publicos y privados de los alrededores. Se
hizo una extraccion de ADN y se identificaron familias bacterianas como
Erysipelotrichaceae, Ruminococcaceae y Lachnospiraceae, en tanto que los
géneros fueron Prevotella, Escherichia y Shigella.

Otro estudio realizado en México es el de Xicali-Nava (2018), en el que
analizaron los coliformes fecales e identificaron Salmonella sp. en residuos solidos
provenientes de SES en dos diferentes zonas rurales de Puebla. El estudio concluye
gue a pesar de tener indices significativos de coliformes fecales (1 100 NMP/g) y E.
coli (1 100 NMP/g) en los primeros dos meses del muestreo, estos valores irian

disminuyendo durante 61 semanas hasta llegar a 0 NMP/g para todos los
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coliformes. También se menciona que Salmonella sp. esta presente en las primeras
seis semanas del compostaje y en la séptima semana comienza su inhibicién hasta
llegar en la semana 61 cuando no se encuentre ningun rastro de ella.

En el presente trabajo se pretende aportar la deteccion y aislamiento de
coliformes fecales que pudieran crecer a diferentes tiempos en biosdlidos de los
SES usados por la comunidad EI Mirador, Berriozabal, Chiapas. También resolver
las incégnitas que rodean este propdsito como lo pueden ser en qué mes habrd mas
coliformes, si llegaran a crecer algunas otras bacterias, cuales seran los pardmetros
bioquimicos mas idoneos para tener un biosolido libre de coliformes y otras

bacterias.
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V. OBJETIVOS

4.1 GENERAL

Determinar la dinamica de los coliformes fecales en biosdlidos de sanitarios secos

ecolégicos de “El Mirador”, Berriozabal, Chiapas.

4.2 PARTICULARES

e Determinar las variables dependientes como temperatura, pH y humedad de los
biosodlidos obtenidos periddicamente.
e Cuantificar los coliformes fecales en biosélidos a diferentes tiempos.

e Detectar variantes de E. coli diarreogénicas y Salmonella spp. en los biosdlidos.

e Conocer los datos demograficos de los habitantes de El Mirador, Berriozabal,

Chiapas.
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V. ZONA DE ESTUDIO

La zona de estudio se encuentra en la comunidad “El Mirador”, con coordenadas
16°51°55" "N y 93°21°23"W (ver figura 8) ubicado en el municipio de Berriozabal,
Chiapas. Este municipio estd a 900 m.s.n.m. y colinda al norte con Tecpatan y
Copainala; al sureste con Tuxtla Gutiérrez; al este con San Fernando y al oeste con
Ocozocoautla de Espinoza.

La hidrografia esta constituida por la regién hidrolégica Grijalva-Usumacinta;
la cuenca del rio Grijalva-Tuxtla Gutiérrez; diferentes subcuencas como El
Chapopote, Rio Netzahualcoyotl, Rio Suchiapa, Rio Alto Grijalvay Rio de la Venta;
asi como corrientes de agua perennes como La Florida e intermitentes como El
Sabinal. El rango de temperatura es de 22° a 28° C, con un rango de precipitacion
de 900 — 2000 mm con un clima célido subhimedo con lluvias en verano, una
humedad media de 42.68 % de acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI, 2010).

Berriozdbal cuenta con una gran extension de bosque a pesar de la tala de
arboles y la quema que se propaga en los meses de sequia; cuenta con una
poblacién de 51 722 habitantes, quienes viven con una alta marginacién (Farrera-
Sarmiento et al., 2020).
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Fig. 8. Ubicacién de “El Mirador”, comunidad rural cerca de Berriozabal, Chiapas.
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VI. METODOS

6.1 OBTENCION DE DATOS DEMOGRAFICOS

Se hicieron encuestas estructuradas a todos los pobladores de la comunidad para
conocer caracteristicas de su vivienda, higiene personal, obtencién y resguardo del
recurso hidrico y manejo de los SES (ver anexo 1). Las encuestas se hicieron en la
casa ejidal de la comunidad en dénde las familias pasaban por turnos y se
entrevistaban de uno en uno a todos los miembros, para la encuesta de los infantes

estaba presente un tutor.

6.2 TOMA DE MUESTRAS DE BIOSOLIDOS

Los habitantes de EI Mirador iniciaron el almacenamiento de los biosélidos en mayo
de 2022 y se recolectaron trimestralmente dos muestras de diferentes sanitarios
secos ecologicos (SES) a partir de agosto del mismo afio hasta mayo de 2023 (ver
cuadro 3). La temperatura de los biosolidos se midié aun estando en la camara de
almacenamiento con una sonda térmica (BIG DADDY DIAL THERMOMETER -20 +
104 °C / 0 + 220 °F, France®) insertandolo aproximadamente hasta la mitad de
profundidad del contenedor.

Las muestras se recolectaron con el método del cuarteo de acuerdo con la NOM-
004-SEMARNAT-2002. Para ello se coloc6 una lona de vinil de 5 x 5 m y se extendi6
para depositar el material, posteriormente se mezclé con una pala (cubierta con una
bolsa de plastico) para homogeneizar. Después se dividié en cuatro sectores: A, B,
C y D y se recolectaron partes opuestas: Ay C o B y D hasta tener 1 kg de la
muestra. Se transportaron en una hielera en frio inmediatamente al Laboratorio de
Microbiologia Molecular y Genética del Instituto de Ciencias Bioldgicas (ICBiol) en
la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas (UNICACH).
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Cuadro 2. Fechas de recoleccion de los biosolidos de los SES en El Mirador,

Berriozabal, Chiapas

Fecha Cdédigo asignado a la muestra

26 de agosto de 2022 BSC1
BSC2

25 de noviembre de 2022 BSC3
BSC4

24 de febrero de 2023 BSC5
BSC6

26 de mayo de 2023 BSC7
BSCS8

6.3 DETERMINACION DE SOLIDOS TOTALES

Esta determinacién se hizo de acuerdo a la NOM-004-SEMARNAT-2002, tomando
10 g de la muestra directa y secarlas en un horno a 105° C durante 16 horas.

Posteriormente se obtuvieron los sélidos totales con la siguiente ecuacion:

Solidos totales (%) = [(b-c) / (a-c)] * 100

En donde:

a = masa en gramos del lodo directo de la muestra mas los gramos del recipiente
b = masa en gramos del lodo secado en horno mas los gramos del recipiente

c = masa en gramos del recipiente

La humedad se registr6 de acuerdo al porcentaje faltante para el 100 % en cada
muestra, (por ejemplo, si después de aplicar la formula se obtiene 80 % de ST, la

humedad seria 20 %).
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6.4 MEDICION DE pH

Se tomaron 30 g de cada muestra fresca que se disolvieron en 100 mL de agua

destilada y se midié con un potenciometro (OAKTON ®).

6.5 ENUMERACION DE COLIFORMES MEDIANTE EL NUMERO
MAS PROBABLE (NMP)

6.5.1 Diluciones para coliformes fecales

Se mezclaron la cantidad de biosoélido que correspondia a 4 g de solidos totales en
36 mL de agua de disolucién para obtener una dilucién de 10-1. El agua de disolucién
consiste en un tampén A y tampén B, los cuales contienen 3.4 % de fosfato
monopotasico (KH2PO4) y 0.81 % de cloruro de magnesio (MgClz - 6H20) en agua

destilada, respectivamente.

6.5.2 Pruebas presuntivas

De acuerdo con la NOM-004-SEMARNAT-2002 se prepararon diluciones decimales
seriadas a partir de la primera dilucién (101) descrita en el punto anterior. Se
transfirieron 1 mL a un tubo de ensaye con 9 mL de caldo lauril sulfato de sodio con
purpura de bromocresol al 0.001 % (102) y asi sucesivamente hasta llegar a una
dilucién de 10. Se incubaron a 35 + 0.5°C por 24 - 48 h. Se consideraron pruebas
positivas aquellos tubos que presentaran acidificacion (cambio de coloracién de
puarpura a amarillo) con o sin presencia de gas en el tubo Durham. Las series se

hicieron por triplicado.

6.5.3 Prueba confirmatoria

A partir de los tubos con una prueba presuntiva positiva, se hicieron resiembras en
caldo EC para organismos coliformes fecales (termotolerantes) y se incubaron a
una temperatura de 44.5 °C + 0.2 °C por 24 h £ 2 h para examinar la produccion de
gas en el tubo Durham. Las diluciones se hicieron de la misma manera que en el
punto anterior, pero considerando a los tubos positivos de lauril como la primera
dilucion (101).
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Figura 9. Diagrama para la dilucién, prueba presuntlva y confirmatoria de coliformes fecales provenientes de biosdlidos.



6.5.4 Expresion del nimero mas probable (NMP)

De acuerdo a la NOM-004-SEMARNAT-2002 se obtuvo un codigo considerando
Unicamente las muestras positivas en el medio EC. Asi el NMP se calcula con la
siguiente ecuacion:

NMP = (NMP de tablas) X (10/mayor volumen inoculado).

6.6 CLASIFICACION DE LOS BIOSOLIDOS

Los biosdlidos se clasificaron de acuerdo a la cantidad de coliformes, expresado
como NMP de coliformes en peso seco de acuerdo a la US EPA (1993): tipo A,
cuando la densidad de coliformes fecales fue < 1 000 NMP/g ST; tipo B, cuando la
densidad de coliformes fecales fue <2 000 000 NMP/g ST.

6.7 IDENTIFICACION DE BACTERIAS GRAMNEGATIVAS DEL
GRUPO COLIFORME

6.7.1 Medios selectivos

Partiendo de los tubos positivos en la prueba confirmatoria, se hicieron resiembras
en agar Salmonella-Shigella y MacConkey dado que estos medios se utilizan para
poner de manifiesto caracteristicas distintivas de colonias del grupo coliforme que

se obtienen (Fernandez-Olmos et al., 2011).

6.7.2 Pruebas bioquimicas

Una vez aisladas las colonias recuperadas en los medios selectivos y diferenciales,
se efectuaron pruebas para determinar el perfil bioquimico de las cepas; tales
pruebas consistieron en la deteccién de indol, rojo de metilo, Voges Proskauer,
utilizacion de citrato, movilidad, utilizaciéon de lisina y ornitina, fermentacion de
azucares en agar de hierro y triple aztucar (MacFaddin, 2003). Alternativamente se
uso el sistema miniaturizado comercial API 20 E (BioMerieux, ST Louis, MO, USA)

siguiendo las instrucciones del fabricante.
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6.7.3 PCR para la identificacidon de E. coli con genes de virulencia

Del grupo de coliformes fecales se hizo busqueda intencionada de los distintos
patotipos de E. coli diarreogénica mediante PCR y conformes a lo descrito por
Lépez-Saucedo et al., (2003) y Cerna et al., (2003) E. coli enterotoxigénica (ETEC),
E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli productora de
toxina Shiga (STEC) y E. coli enteroagregativa (EAEC). Se utilizaron cebadores de
oligonucledtidos para locus especificos para cada cepa de E.coli (ver cuadro 3).
Para ello, se prepararon lisados bacterianos en un mililitro de agua desionizada y
se sometieron a bafio Maria a punto de ebullicion durante un minuto. Cada tubo de
PCR contuvo 24 pL de mezcla de reaccion, formada por 12 pL de la mezcla GoTaq
Green Master Mix, 10.5 uL de agua libre de nucleasa y 1.5 pL del lisado bacteriano
mas un microlitro de cada mezcla de primers. Los tubos se sometieron a ciclos de
50° C durante dos minutos (un ciclo); 95° C durante cinco minutos (un ciclo); 95° C,
50° Cy 72° C durante 45 segundos cada uno (40 ciclos); y finalmente 72° C durante
10 minutos en un termociclador, para el caso de EAEC, los ciclos fueron de 50° C
durante dos minutos (un ciclo); 95° C durante cinco minutos (un ciclo); 95° C, 55° C
y 72° C durante 45 segundos cada uno (40 ciclos).

Se usaron como controles los siguientes patotipos que se encuentran
depositados en el cepario de la UNICACH (Gutiérrez-Jiménez et al., 2015): E. coli
enteroagregativa 042 (044:H18), E. coli enteropatdgena E2348/69 (0127:H6), E.
coli secretora de toxina Shiga EDL933 (0157:H7), E. coli enteroinvasiva E11 (0124
NM) y E. coli enterotoxigénica H10407 (078:H11).

Los productos amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al 2.5 %
tefiidos con bromuro de etidio (0.5 pg/mL).
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Cuadro 3. Primers utilizados para la identificacion de E. coli patdégenas (Lépez-
Saucedo et al., 2003); (Cerna et al., 2003).

Categoria | Locus Primers (5'a 3") Tamairio del
de E. coli amplicon (pb)
ETEC It F: GGC GAC AGA TTA TAC CGT GC 450
R:CGG TCT CTATATTCCCTGTT
st FATTTTTCTT TCT GTATTGTCT T 190
R: CAC CCG GTACAAGCAGGATT
EPEC bfpA | F: AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC 324
R: GCC GCT TTATCC AAC CTG GTA
eaeA | F: GAC CCG GCA CAAGCATAAGC 384
R: CCA CCT GCAGCA ACA AGA GG
STEC stxl1 |F:.CTG GATTTAATG TCG CAT AGT G 150
R: AGA ACG CCC ACT GAG ATC ATC
stx2 | F: GGC ACT GTC TGA AAC TGC TCC 255
R: TCGCCAGTTATCTGACATTCTG
EIEC ial F: GGT ATG ATG ATG ATG AGT CCA 650
R: GGA GGC CAACAATTATTT CC
EAEC aap | F:CTT GGG TAT CAG CCT GAA TG 310
R: AAC CCATTC GGT TAG AGC AC
aggR | F: CTAATT GTACAATCG ATG TA 457
R: AGA GTC CAT CTC TTT GAT AAG
AA | F:CTG GCG AAA GAC TGT ATC AT 629
probe | R: CAATGT ATAGAAATCCGCTGTT

F: forward (directo); R: reverse (reverso).
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6.8 ENUMERACION DE SALMONELLA SP. MEDIANTE EL NUMERO
MAS PROBABLE (NMP).

6.8.1 Diluciones con medio de enriquecimiento para Salmonella sp.

Se hicieron diluciones decimales seriadas comenzando con 10!y llegando a 104
Las diluciones se hicieron de la misma manera que para los coliformes fecales,
aungue se us6 como diluyente 36 mL de caldo tetrationato y se incubaron durante
22+ 2 horasa 37°C+0.2° C.

6.8.2 Preparacion de diluciones en caldo selectivo para Salmonella sp.
A partir de los tubos incubados de caldo de tetrationato se hicieron resiembras en
caldo selenito cistina que se incubaron durante 24 + 2 horas a 41° C + 0.2 °C. Se

tomaron como positivos los tubos que viraron a una coloracién anaranjada intensa.

6.8.3 Expresion del numero mas probable.
Se utilizé la misma férmula proporcionada por la NOM-004-SEMARNAT-2002 para

coliformes fecales.

6.9 IDENTIFIACION BIOQUIMICA DE SALMONELLA.

6.9.1 Medios selectivos

Se retomaron los tubos positivos del caldo de selenito cistina, se hicieron resiembras
en agar Salmonella-Shigella que se incubaron a 35° C durante 24 horas. Se tomaron
como colonias sospechosas las de tonalidad translicida (lactosas negativas),

transparente u opacas con o sin centro negro.

6.9.2 Pruebas bioquimicas.
Las colonias recuperadas del medio Salmonella-Shigella se analizaron con las

pruebas bioquimicas mencionadas anteriormente.

6.10 ANALISIS ESTADISTICO.

Las variables dependientes de los biosélidos como temperatura, pH, NMP de

coliformes, humedad y sélidos totales se registraron en una base de datos en Excel
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(https://data.mendeley.com/datasets/d4yhphvi8w/1) y se analizaron mediante

estadistica descriptiva para obtener la media y desviacion estandar. La prueba de
Shapiro-Wilk se usO para analizar la normalidad de los datos. Para determinar
diferencias estadisticamente significativas en los datos de cada biosoélido colectado
a lo largo de los meses, se empled la prueba de Kruskal-Wallis (prueba no
paramétrica), el cual es idéntico a la prueba ANOVA con los datos reemplazados
por categorias. El valor de significancia estadistica se establecié cuando p< 0.05.
Los analisis estadisticos se hicieron con el programa SPSS (version 25), luego de
importar los datos capturados en Excel. Ademas de analizar los datos con el
programa antes mencionado, también se usG como alternativa el programa

Sigmaplot (version 12.0).
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VIl. RESULTADOS
7.1 DATOS DEMOGRAFICOS

A principios del afio 2022, se instalaron los SES en la comunidad El Mirador por
parte de la organizacion interdisciplinaria Operacion Bendicion México, Estos SES
cuentan (Figura 10) con un lavamanos, un mingitorio, una regadera y una taza con
separacion para las heces y orina (Figura 12). Estos SES estan hechos
principalmente de lamina galvanizada con medidas de 1.91 m de alto por 2.83 m de

ancho por 1.90 de profundidad (Figura 11).
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Figura 10. Plano de un SES construido en El Mirador, Berriozabal, Chiapas, (Rivera-

Parra, 2022).
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Figura 11. Disefio arquitectonico de los SES construidos en El Mirador, Berriozabal,

Chiapas (Rivera-Parra, 2022).
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Figura 12. Taza con divisién para orina y heces instalados en los SES de El Mirador,

Berriozabal, Chiapas (Rivera-Parra, 2022).

También se instalaron contenedores en donde se depositan los biosolidos
provenientes de los SES el cual fue denominado “popostero” por la comunidad de
El Mirador. Este popostero (Figura 13) cuenta con dos camaras impermeables

hechas con laminas de metal de 0.73 m de ancho por 0.64 m de ancho por 0.60 m
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de profundidad, aproximadamente; cada camara esta destinada a contener seis

meses de biosodlidos, haciendo en conjunto un afio de captacion.

techo

techo

puerta

puerta

J

Figura 13. Disefio arquitecténico del contenedor “popostero” instalado en EI Mirador,

Berriozabal, Chiapas (Rivera-Parra, 2022).

Se recabaron respuestas de todas las personas (38) usuarias de los SES en El
Mirador, quienes conforman las 12 familias de dicha comunidad. De estas personas,
la mitad son del sexo femenino (50 %) y la otra mitad de sexo masculino (50 %). De
acuerdo con el tipo de vivienda, la mayoria viven en una casa con suelo de tierra

(72.9 %), en tanto que so6lo 10.8 % de las casas tienen piso de cemento. Todas las
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personas conservan el agua de consumo y uso en un tinaco equipado con un
ecofiltro, proveido por la organizacion Operacion Bendicion México (OBM).
Respecto a la higiene personal, menos de la mitad (46.6 %) manifestaron lavarse
las manos mas de cinco veces al dia, en tanto que la mayoria lavan sus alimentos
antes de consumirlos (89.4 %). Por otro lado, 52.6 % de las personas permanece

descalzo dentro de su hogar.

7.2 VARIABLES DEPENDIENTES DE LOS BIOSOLIDOS

La temperatura de los biosélidos fue mas alta en los 3 y 12 meses de

almacenamiento, en tanto que a los 6 y 9 meses fue menor (cuadro 4), (figura 14).

Figura 14. Registro de temperatura en una muestra de biosolido dentro del depésito

de almacenamiento.

El pH fluctué entre 9.7 a 11.2 unidades, sin embargo, estas variaciones no fueron
significativas. Por otro lado, la cantidad de sélidos totales se incrementd de manera
significativa con el transcurso de los meses, es decir, las muestras de 3 meses de
almacenamiento contenian mayor humedad con respecto a las de 12 meses.

Respecto a la cantidad de coliformes fecales, se registraron valores de 26 x 102

46



NMP/g de ST a los 3 meses, de 0 a los seis meses, en tanto que los biosoélidos de

9 meses exhibieron las cantidades mayores de coliformes fecales.

Cuadro 4. Caracteristicas fisicoquimicas y bacteriolégicas de los biosolidos en El
Mirador, Berriozdbal, Chiapas.

Tiempo de almacenamiento (meses) del biosoélido
(N=2 muestras de biosoélido por mes)

Variable 3 6 9 12 P
Temperatura | 22 (0) 20 (0) 18 (0) 24 (0) 0.01
(°C) media
(xDE)
pH 10.1 (0.7) 11.2 (0.6) | 9.7 (2.4) 11 (0.9) 0.60
(unidades)
media (+DE)
Solidos 76 (5.6) 85.5(2.1) | 88.5(2.1) 92.5(0.7) | 0.01
Totales (%)
media (+DE)
Humedad 24 (5.6) 145(2.1) | 11.5(2.1) |7.5(0.7) |0.01
(%) media
(xDE)
Coliformes |26 x  10%|0(0) 12 x 10°|465 x 10%|0.68
fecales (24041.6) (1697056.2) | (65760.9)
(NMP/g ST)
media (+DE)

En la figura 15A se muestra un tubo con caldo lauril sulfato positivo a coliformes
fecales, inoculado con el biosélido BSC1. En la reaccién positiva hay un cambio a
color amarillo (viraje del indicador de pH purpura de bromocresol en medio acido) y
presencia de gas en la campana Durham, resultado de la fermentacion de lactosa
por los coliformes. En contraste, la figura 15B no presenta ningun crecimiento, por
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lo tanto, no hay un cambio de color (se mantiene de color morado claro). En la figura
16A se observa una prueba negativa para coliformes en el caldo EC, en tanto que
en la figura 16B una prueba positiva, nétese la presencia de una burbuja de gas en
la punta de la campana Durham, resultado de la fermentacion de lactosa por parte

de los coliformes.

Figura 15. Prueba presuntiva de coliformes fecales en el caldo lauril sulfato de

sodio.
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Figura 16. Comparacion de prueba negativa y positiva para el medio EC

7.3 CLASIFICACION DE BIOSOLIDOS

Las muestras colectadas a los 3 meses de almacenamiento se clasificaron como
tipo B, en tanto que las de 6 meses tuvieron una clasificacion tipo A. Una de las
muestras de 9 meses tuvo una clasificacion tipo A, en tanto que la otra no se ubico
en alguna categoria por exceder el limite permitido de coliformes fecales.
Finalmente, las dos muestras de 12 meses de maduracion se clasificaron como tipo
B (cuadro 5). En la figura 17A se aprecia que a menor tiempo de compostaje el color
del biosélido un café intenso y en la figura 17B que cuanto mas tiempo de

compostaje ocurre, el color es reemplazado por una coloracion gris opaca.
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Cuadro 5. Clasificacion de los biosolidos de BSC en El Mirador, Berriozabal,

Chiapas.
Almacenamiento en Muestra Clasificacion (NMP/g ST)
meses

3 BSC1 B (43 x 10%)
BSC2 B (9 x 109)

6 BSC3 A (0)
BSC4 A (0)

9 BSC5 A (0)
BSC6 N/D (24 x 109)

12 BSC7 N/D (93 x 109)
BSC8 A (0)

Figura 17. A, Biosolido a los tres meses de almacenamiento; B, mismo material a

los 12 meses de almacenamiento,
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7.4 IDENTIFICACION DE ENTEROBACTERIAS

A partir de las pruebas positivas en el caldo EC, se hicieron resiembras en agar de
MacConkey y crecieron colonias de color rosa mexicano con aspecto mucoso (figura
18). De acuerdo a su perfil bioquimico (cuadro 6) se identificaron como bacterias
del género Enterobacter. Asi en la muestra de biosolido BSC1 se recuperaron E.

agglomerans y E. cloacae, mientras que en la muestra BSC2 sélo E. cloacae.

Figura 18. Colonias rosa mexicano con fenotipo mucoide aisladas de los biosélidos
BSC1y BSC2.
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Cuadro 6. Perfil bioquimico de las enterobacterias aisladas de los biosolidos BSC1 y BSC2.

TSI LIA M I O CITRATO | RM VP Enterobacteria Nombre de
la cepa
A/A K/A + - Enterobacter agglomerans BSC1-E1l
A/A K/A gas + - Enterobacter cloacae BSC1-E2
gas
A/A K/K gas + - Enterobacter spp BSC1-E3
A/A K/A gas + - Enterobacter cloacae BSC1-E4
gas
A/A K/A gas + - Enterobacter spp BSC2-E1
A/A K/A + - Enterobacter spp BSC2-E2
A/A K/A + - Enterobacter cloacae BSC2-E3
gas

TSI (Triple Sugar Iron), agar de hierro y triple azucar; LIA (Lysine Iron Agar), agar de hierro y lisina; M, Movilidad; |, Indol;
O, Ornitina; RM, Rojo de Metilo; VP, Voges Proskauer; A/A, Acido/Acido; K/A, Alcalino/Acido; K/K, Alcalino/Alcalino.
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En la figura 19 se visualizan los resultados de las pruebas bioquimicas. Para TSI,
un resultado A/A significa que el microorganismo presente ha fermentado tanto
glucosa como lactosa y/o sacarosa por fermentacion anaerébica y también en la
oxidativa siendo el organismo responsable anaerdébico facultativo. Para LIA, la lisina
es un sustrato que se utiliza para cuantificar cualitativamente presencia de enzimas
decarboxilasa para que el organismo de lugar a una amina alcalinizando el medio
en condiciones anaerobias, entonces K/A se considera un resultado negativo (no
descarboxilacion de lisina), en tanto que K/K significa que tanto la superficie como

el fondo son alcalinos, por lo tanto, hubo descarboxilacion de lisina.

TSI LIA

it B L it

e
ui ¥
x \J \J J\/IJ

+A/A S| *K/A TK/K
Figura 19. Resultados de pruebas TSIy LIA. En donde: S.1, sin inocular; +A/A,

acido/acido y +K/A, alcalino/acido.

El medio MIO (Figura 20) permite observar: la movilidad, la produccién de
indol y el uso de la ornitina. La movilidad del microrganismo es negativa cuando hay
crecimiento en la zona en donde se inocul6 y es positiva cuando el crecimiento es
alrededor del sitio de inoculacion y por todo el tubo. El indol es positivo cuando se
visualiza un anillo rojo resultado de la presencia de este compuesto organico

biciclico, resultado de la descomposicién de triptéfano (sustrato de la enzima
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triptofanasa bacteriana), finalmente, si la bacteria exhibe la enzima ornitina

descarboxilasa, descompondra a la ornitina alcalinizando el medio.

MIO

| N 1AL ]

M

SI

o-—-—X

=+
=+

+ t o4

+
+

|
0

o —

Figura 20. Resultados de la prueba MIO en donde: S.I, sin inocular; M, movilidad;

[, indol; O, ornitina; +, positivo y -, negativo.

En la figura 21 se puede observar la prueba de Citrato de Simmons, la cual
es positiva cuando el medio pasa de color verde a un azul intenso (contiene el
indicador de pH de bromotimol) debido a la alcalinizaciéon del medio por virtud que
el organismo utiliza al citrato como Unica fuente de carbono para su metabolismo.
La prueba MR-VP (que por sus siglas en inglés significa rojo de metilo y Voges
Proskauer), son positivas cuando aparece un color rojo en el medio. Si la bacteria
metaboliza la glucosa en la prueba de MR se obtienen productos finales como el
acido lactico, acido acético y acido férmico, disminuyendo el pH lo que permite la
aparicion del color rojo intenso. En la prueba VP si la bacteria metaboliza la glucosa
el producto final es el acetil metil carbinol que se evidencia al agregar alfa naftol e

hidroxido de potasio.
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Figura 21. Resultados de las pruebas en los medios Citrato de Simmons, RM y

VP. En donde: S.I, sin inocular e |, inoculado.

Mediante el sistema APl 20 E el biosolido BSC6 se identificé a E. coli (cuadro 7).
Para la muestra BSC7 se identificaron E. agglomerans (cuadro 8) y E. coli.
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Cuadro 7. Perfil bioquimico de E. coli aislada del biosélido BSC6 mediante API 20

E.

Prueba Resultado Suma de
pruebas
positivas

ONPG (orto-nitrofenil-pD-galactoprianosidasa) - 4

ADH (arginina-dihidrolasa) -

LDC (lisina decarboxilasa) +

ODC (ornitina decarboxilasa) + 1

CIT (utilizacion del citrato) -

H2S (produccién de acido sulfhidrico) -

URE (ureasa) - 4

TDA (triptofano desaminasa) -

IND (produccion de indol) +

VP (Voges Proskauer) - 4

GEL (gelatinasa) -

GLU (fermentacién-oxidacién de glucosa) +

MAN (fermentacién-oxidacion de manitol) + 5

INO (fermentacién-oxidacion de inositol) -

SOR (fermentacién-oxidacién de sorbitol) +

RHA (fermentacion-oxidacion de rhamnosa) + 7

SAC (fermentacion-oxidacion de sacarosa) +

MEL (fermentacion-oxidacion de melibiosa) +

AMY (fermentacion-oxidacion de amigdalina) - 2

ARA (fermentacién-oxidacion de arabinosa) +
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Cuadro 8. Perfil bioquimico de E. agglomerans del biosolido BSC7 mediante API

20 E.

Prueba Resultado Suma de
pruebas
positivas

ONPG (orto-nitrofenil-pD-galactoprianosidasa) + 1

ADH (arginina-dihidrolasa) -

LDC (lisina decarboxilasa) -

ODC (ornitina decarboxilasa) - 0

CIT (utilizacion del citrato) -

H2S (produccién de acido sulfhidrico) -

URE (ureasa) - 4

TDA (triptofano desaminasa) -

IND (produccion de indol) +

VP (Voges Proskauer) - 4

GEL (gelatinasa) -

GLU (fermentacién-oxidacién de glucosa) +

MAN (fermentacién-oxidacion de manitol) + 1

INO (fermentacién-oxidacion de inositol) -

SOR (fermentacién-oxidacién de sorbitol) -

RHA (fermentacion-oxidacion de rhamnosa) + 7

SAC (fermentacion-oxidacion de sacarosa) -

MEL (fermentacion-oxidacion de melibiosa) +

AMY (fermentacion-oxidacion de amigdalina) + 2

ARA (fermentacién-oxidacion de arabinosa) +
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Para la prueba ONPG un resultado positivo significa que el microorganismo
inoculado contiene la enzima beta galactosidasa y esta hidroliza al ONPG liberando
o-nitrofenol causando que el medio cambie de incoloro a una coloracion amarilla.
En la prueba ADH, la arginina dihidrolasa produce ornitina, amoniaco y CO:2 a partir
de la arginina elevando el pH provocando que el indicador azul de bromotimol se
torne de color amarillo.

Para la prueba de produccion de H2S, este se genera a partir de tiosulfato de
sodio que en conjunto con sales férricas se forma un precipitado negro, distintivo de
un resultado positivo.

La prueba de ureasa consiste en la hidrolisis de la urea produciendo
amoniaco, lo que incrementa pH ocasionando que el colorante rojo fenol vire de
amarillo a rosa o rojo.

Continuando con la prueba de triptofano desaminasa esta enzima genera
acido indolpiravico a través de la desaminacion de triptéfano lo cual genera un color
marrén en presencia de iones férricos.

En la prueba de gelatinasa se detecta si el microorganismo tiene la capacidad
de licuar la gelatina por medio de enzimas proteoliticas lo cual es visible a partir de
una coloracién oscura.

Finalmente, para las pruebas de glucosa, manitol, inositol, sorbitol, ramnosa,
sacarosa, melibiosa, amigdalina y arabinosa detectan la capacidad del
microorganismo de fermentar estos azucares, esto se identifica debido a que el
indicador azul de bromotimol se torna de color amarillo tras la fermentacion.

Los fundamentos de las pruebas lisina descarboxilasa, la ornitina
descarboxilasa, la utilizacion del citrato, la produccion de indol y en la de Voges
Proskauer tienen fundamento comentado anteriormente.

La figura 22 muestra las coloraciones de cada prueba del sistema API 20 E,

en una prueba negativa y positiva.
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Figura 22. Pruebas bioquimicas que se registran en la galeria APl 20 E. En la parte superior se muestran las reacciones

negativas, en tanto que en la inferior las pruebas positivas.
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7.5 IDENTIFICACION DE BACTERIAS DISTINTAS A

Enterobacteriaceae.

A partir de los biosolidos BSC3 y BSC4 se identificaron una bacteria asacarolitica y
Pseudomonas spp., respectivamente (ver cuadro 9). Para la identificacién se uso
de manera adicional, la prueba OF (oxidacion-fermentacion) suplementando con
glucosa al 1 %. No se identificaron cepas de Salmonella spp. en ninguna de las

muestras de biosolidos.

Cuadro 9. Prueba OF para las muestras de biosolido BSC3 y BSC4

Biosélido OF (abierto) OF (cerrado) Bacteria

BSC3 Negativo Negativo Asacarolitico

BSC4 Positivo Negativo Pseudomonas
spp.

En la figura 23 se muestran los resultados en la prueba OF. Las bacterias
que usan la via oxidativa, descomponen la glucosa en un proceso aerobio
generando poca acidez, mientras que en la via de fermentacion el proceso es
anaerobio y se produce mucha acidez. Estas dos vias, oxidativa o fermentativa se
pueden apreciar en pares de tubos del medio OF, uno abierto (aerobio) y otro
cerrado con aceite de parafina (anaerobio). El colorante azul de bromotimol es el
indicador de pH el cual vira de verde a amarillo si el medio es &cido, resultado del

aprovechamiento del azicar.
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Figura 23. Resultados de la prueba OF.

7.6 IDENTIFICACION DE GENES DE VIRULENCIA DE E. COLI

Mediante PCR se detecté un gen de virulencia en dos cepas de E. coli aisladas en
sendas muestras de biosolidos BSC6 y BSC7. Este gen corresponde al locus bfpA
que es tipico del patotipo EPEC.

En el carril siete de la figura 24, se observa un amplicén en la cepa de E. coli
BCS6 que corresponde al locus bfpA de EPEC; en los carriles anteriores se
observan amplicones que corresponden a genes de virulencia contenidos en cepas

de E. coli usadas como controles positivos de la reaccion.
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Figura 24. Genes de virulencia de E. coli aislada de la composta BSC6, separados
en un gel de agarosa al 2.5%. Carriles: 1; MPM escalera de 100 pb; 2, genes Ity st
de E. coli ETEC H10407 (O78:H11); 3, gen bfpA de E. coli EPEC E2348/69
(O127:H6); 4, gen ial de E. coli EIEC E11 (0124 NM); 5, genes stx1 y stx2 de E. coli
STEC EDL933 (O157:H7); 6, locus AA probe de E. coli EAEC 042 (O44:H18) vy 7,
gen bfpA de E. coli BSC6.

De manera similar a la muestra BSC6, la cepa E. coli aisladas del biosélido

BSC7 exhibié también la presencia del gen bfpA (Figura 25).
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Figura 25. Genes de virulencia de E. coli aislada de la composta BSC7, separados
en un gel de agarosa al 2.5% Carriles: 1, MPM escalera de 100 pb; 2, genes Ity st
de E. coli ETEC H10407 (O78:H11); 3, gen bfpA de E. coli EPEC E2348/69
(O127:H6); 4, gen ial de E. coli EIEC E11 (0124 NM); 5, genes stx1 y stx2 de E. coli
STEC EDL933 (O157:H7) y 6, gen bfpA de la cepa de E. coli BSC7.
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VIII. DISCUSION

El dilema de la distribucién de agua en todo el mundo es cada vez mas preocupante,
tanto para las autoridades como para la sociedad en general debido a que menos
de la quinta parte de la poblacion mundial no tiene acceso a un recurso hidrico de
calidad. En México se estima que este problema esta en un nivel critico ya que este
pais ocupa el puesto 106 de una lista de 122 paises que enfrentan la problematica
del uso descontrolado del recurso hidrico y la contaminacién de éste por causas
diversas (Benez et al., 2010). Chiapas en particular, a pesar de contar con una
cantidad muy grande de recursos hidrologicos, el 51 % de la poblacion vive en areas
en donde el acceso a servicios basicos es limitado y es uno de los estados con
menor porcentaje de acceso a agua entubada (88.9 %) y sistemas de drenaje (89.7
%) (Cortez et al., 2019; CONAGUA, 2023).

Este estudio elaborado en una comunidad remota en Berriozabal, Chiapas,
logra registrar la manera en la que los pobladores de EI Mirador, si bien tienen una
manera de almacenar de forma limpia el agua gracias a un ecofiltro disefiado por la
organizacion Operacion Bendicion México, dependen de la temporada de lluvias
puesto que el agua almacenada proviene del techo de lamina de las casas cuando
ésta se decanta. En cuanto la higiene personal, se registré que la mayoria de los
encuestados no se lavan las manos, lo que puede favorecer la transmisién de
agentes patdgenos hacia los alimentos que éstos consumen. Abney et al. (2021)
mencionan que la contaminacion por fémites puede ocurrir directamente al contacto
con las manos con un area del bafio que no se lavé y desinfectd adecuadamente.

Ademas de implementar las medidas higiénicas de los usuarios en los SES,
los que existen en ElI Mirador cuentan con los espacios arquitectdénicos
mencionadas por diversos autores (Magri et al., 2013; OMS, 2019), como es el uso
de dos camaras de almacenamiento y un inodoro con separador de heces y orina.
Sin embargo, los SES utilizados en ElI Mirador tienen las camaras de
almacenamiento situadas a nivel de suelo y apartadas del bafio, a diferencia de lo
sefalado por otros autores, en los que el SES tiene las camaras de almacenamiento
de forma subterranea por debajo del inodoro. Dicho cambio en la ubicacion de la

camara de compostaje, puede obedecer para evitar la humedad presente en el
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subsuelo y, por ende, fomentando la exposicidon a la luz solar de los biosdlidos
contenidos en las camaras ubicadas a nivel del suelo y cubiertas con una lamina
galvanizada; ello promueve la destruccion de patégenos (Mihelcic, 2018). Esta
practica ha sido usada en SES en El Salvador registrado por Fernandez-Curutchet
et al. (2015) donde registraron temperaturas promedio de 37° C en cada
almacenamiento de biosolidos.

En este estudio se analizaron un total de ocho biosélidos provenientes de
sendos SES, colectados cada trimestre hasta completar el afio de almacenamiento.
El andlisis de los parametros fisicos mostré diferencias significativas en la
temperatura (P = 0.01) y los sdlidos totales (P = 0.01).

La diferencia de las temperaturas en los biosélidos de diferentes meses (un
rango de 18° C a 24° C) en las muestras son pertenecientes a un nivel mesdfilo,
esto se ha registrado en otros estudios como el de Mehl et al., (2011) en donde el
66 % de los SES registraron una temperatura mesoéfila. Este nivel de temperatura
puede deberse a la aireacion, la desecacién parcial para reducir el contenido de
humedad del biosdlido y una relacion éptima del carbono-nitrégeno. El rango de
temperatura de las muestras de biosolidos (18 — 24° C) favorece el crecimiento de
microorganismos mesofilos, por lo que deben de vigilarse otros factores para la
inhibicién de éstos como la humedad y pH, ya que la temperatura per se no eliminara
a los patégenos presentes en las heces (Naughton et al., 2019).

Asi, el saneamiento de las heces en los SES de El Mirador comienza con la
alcalinizacion, puesto que se agrega cal y tierra, lo que incrementa el nivel de pH
(Mihelcic et al., 2018), generando una disminucién de olores caracteristicos,
ausencia de vectores como las moscas y un secado 6ptimo de las heces reduciendo
la carga de patdégenos (Jonsson et al., 2004).

Por otro lado, las muestras de biosolidos revelaron una relacion inversamente
proporcional entre el tiempo de almacenamiento con la humedad. Es decir, en el
primer trimestre la humedad fue de 20 — 28 %, en tanto que al término del afio de
almacenamiento fue de 7 — 8 %. Ademas del tiempo de almacenamiento, esto fue
favorecido por la adiciéon de un material para el secado del biosdélido como lo es la

tierra 'y ceniza, dichos niveles de humedad son los recomendados por otros autores
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para los biosélidos generados en los SES (Fernandez-Curutchet et al., 2015;
Jonsson et al., 2004); ellos sefialan que el almacenamiento de heces a niveles
inferiores a 20 — 25 % de humedad, fomenta la conservacion de los niveles de
nitrégeno y también estos niveles de humedad pueden ser obtenidos facilmente en
SES que separan la orina de las heces y los que cuentan con una doble camara
como los que se encuentran en el area estudiada, a diferencia de aquellos SES que
no separan la orina de las heces y solo cuentan con una camara de
almacenamiento.

Solo en el primer trimestre se registraron coliformes fecales en los biosolidos,
posteriormente no se encontraron coliformes fecales a excepcion de un biosdlido
del tercer trimestre y otro del Ultimo trimestre. La presencia de coliformes fecales en
las muestras de biosdlidos en el primer trimestre, puede atribuirse al poco tiempo
de maduracién, en la que aun las muestras no tienen la suficiente alcalinizacion y
desecacion (humedad de 20 % para BSC1 y 28 % para BSC2). Dado que el pH fue
de 9.60 para el biosélido BSC1 y de 10.65 para el biosélidos BCS2, probablemente
la humead no permitia aun reducir o eliminar la carga de coliformes como lo
menciona Fernandez-Curutchet et al., (2015) y Mihelcic et al., (2018) que si bien, un
pH mayor a 9 reducira los patégenos en un tiempo prolongado, para un saneamiento
seguro se recomiendan niveles de alcalinizacion con un pH mayor a 11.

En cuanto a la carga de coliformes fecales encontrada en el bioso6lido BSC6
colectado en el tercer trimestre, pudiera deberse a que a pesar de tener poca
humedad (7 %), el pH era cercano a la neutralidad (7.97), lo que fomenta un
ambiente propicio para el crecimiento de estas bacterias, coincidiendo con lo
descrito por Fernandez-Curutchet et al., (2015), quienes mencionan que un pH en
rangos de 6 a 8 permite el crecimiento de bacterias y otros organismos patégenos.
Para el dltimo biosdlido con registro de coliformes fecales (BSC7) se infiere que
pudo ser por la contaminacion de un ave de corral la cual entré a la cAmara de
almacenamiento, evento que puede explicar la aparicion de patdgenos, aunque el
biosolido haya registrado datos Optimos para la reduccion de los mismos.

De acuerdo a la carga de coliformes fecales hallados en los biosélidos, éstos

se clasificaron de acuerdo a la US EPA (1993), aungque existen otras clasificaciones
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como el decreto 1 287 de 2014 de Colombia y la NOM-004-SEMARNAT-2002 que,
si bien también se basan en la carga de coliformes, consideran otros elementos
como la carga de helmintos y presencia de metales pesados, variables que esta
investigacion no cubre.

Respecto a los microorganismos encontrados, el género Enterobacter y E.
coli pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, la cual tiene una distribucion ubicua,
tales como el suelo, el agua, las plantas, las frutas, los animales y elementos
derivados de éstos, asi como el tracto digestivo de los humanos. Sin embargo,
también es una familia de importancia médica debido a que provocan diferentes
enfermedades al ser humano y en los animales (Brenner y Farmer Ill, 2015;
Tadesse et al., 2022). También se encontraron bacterias como Pseudomonas spp.
la cual tiene la capacidad de poder colonizar diferentes entornos como los insectos
y estar presentes en el suelo (Silby et al., 2011), aunque también muchas especies
de este género se asocian a contaminantes en fuentes comunes de agua, equipos
médicos y antisépticos (Lebeque-Pérez et al., 2006).

De las cepas de E. coli aisladas, se encontraron mediante PCR la presencia
de genes tipicos del patotipo EPEC. Este hallazgo se halla en concordancia con los
reportes de que, en México, el patotipo EPEC es de gran prevalencia (Vidal et al.,
2007; Mathewson et al., 1987; (Canizalez-Roman et al., 2016), asi como en otros
paises en vias de desarrollo (Gomez-Duarte, 2015; Ochoa et al., 2008), en donde
este patotipo afecta principalmente a infantes y adolescentes con diarrea acuosa.
Una investigacion en infantes de zonas rurales y urbanas de Chiapas, revel6 que
EPEC fue el segundo patotipo mas frecuente (5.6 %), después de EAEC (7.9 %)
(Gutiérrez-Jiménez et al., 2019). El haber aislado EPEC en los biosélidos BSC6 y
BSC7 en el Mirador, probablemente obedezca a que dentro de los usuarios de estos
SES hubo infantes, por ejemplo, en la muestra BSC6 se registraron dos infantes (de
uno y nueve anos); y en la muestra BSC7 se registraron infantes de cinco y siete
afios. Para poder determinar con mayor precision el origen de EPEC, seria
necesario incorporar otros estudios como analisis de heces entre los usuarios de
los SES.
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Este trabajo expone lo recabado por Tilley et al. (2014) quienes mencionan
qgue los SES pueden usarse en cualquier lugar, pero son mas utiles en zonas con
escasez de agua y que el éxito de este sistema de saneamiento depende de la
eficiente separacion de la humedad sobre las heces, asi como el uso de un material
de cubierta adecuado como lo es la tierra y ceniza. También se remarca la utilidad
sanitaria del seguimiento de la disminucion de coliformes fecales en esta ecotecnia
por lo sefalado por la Agencia de los Estados Unidos para el Desarrollo
Internacional (USAID, 2018) quiénes adjudican a las heces humanas como uno de
los principales riesgos de contraer diarrea, debido a que las heces aunque
provengan de personas sanas contienen mas patdgenos humanos que las heces
de los animales y deben de ser el principal objetivo de estudio a menos que haya

evidencia de lo contrario.
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IX. CONCLUSIONES

La mayoria de las viviendas tiene suelo de tierra (72.9 %) y casi la mitad de
los habitantes (47.7 %) acostumbra a estar descalzos en ella.

De manera significativa, la temperatura y humedad de las muestras fue
disminuyendo con respecto al tiempo de almacenamiento, por ende, los
biosolidos totales tuvieron una relacion proporcional al tiempo de
almacenamiento.

En el primer trimestre los biosdlidos exhibieron la mayor cantidad de
coliformes fecales.

Los usuarios de los SES emplean la ceniza vegetal y tierra para mezclar las
heces.

El 75% de los biosélidos analizados pueden ser utilizados como composta
en plantas ornamentales.

No se recuperaron colonias de Salmonella en ninguna de las muestras.

Se recuperaron bacterias de los géneros Enterobacter y Escherichia en el 50
% de muestras de los biosélidos.

Se detectaron genes de virulencia del patotipo EPEC en dos muestras de

biosélidos.
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X. RECOMENDACIONES

Para estudios de la misma indole, se sugiere incorporar otras variables de estudio
como determinar la presencia de metales pesados ya que estos pueden ser
perjudiciales en el crecimiento de las plantas, organismos en el suelo y salud animal
y humana (Garcia-Martinez et al., 2008). Los metales pesados dentro de las
compostas influyen en diferentes aspectos como lo son la hidrosolubilidad,
intercambio idnico, precipitacion, co-precipitacion de 0xidos metalicos y absorcion
por ligandos organicos.

También es importante la deteccién y cuantificacion de otros patégenos como
los helmintos, la NOM-004-SEMARNAT-2002 seflala un método para su
determinacién. Se basa en lavados continuos, combinados con diversas etapas de
filtracion y flotacion, lo que logra la separacion de huevos de helmintos del resto de
las particulas de mayor y menor tamafio, asi como su concentracion.

Es necesario un estudio para la identificaciéon de nutrientes en los biosdlidos
obtenidos para saber si estos serian adecuados de usar como composta para las
plantas en las que se podrian utilizar de acuerdo con el nivel de coliformes permitido
por la US EPA (1993).
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XIl. ANEXOS

Anexo 1. Encuesta para usuarios de los bafios secos o SES.

S — — -

=

@PERACION
BENDICION

UNIVERSIDAD DE CIENCIAS Y ARTES DE CHIAPAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Encuesta para usuarios de bafios secos

Lugar: . Fecha: i

DATOS DEMOGRAFICOS /

Nombre del usuario: __

Sexo: Fecha de nacimiento:

Escolaridad (marque con una cruz):

Analfabeta

Primaria incompleta

primaria

Secundaria

Bachillerato

Universidad

Ocupacion

(Cuantas personas habitan la vivienda?

Tipo de piso de la vivienda: Cemento Tierra Tierra/cemento

(Camina descalzo fuera de casa? NO SI

Durante el dia ;Cuanto tiempo esta descalzo?

Tipo de agua que consume: Garrafén: Hervida: Sin tratar: _Otros:

(Cémo almacena/protege el agua que consume?

(Lavan sus alimentos con agua y jab6n? NO SI

vullllllllllllllllllllll"l"“"
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Anexo 2. Constancia de participacion en el Foro de Programas de Posgrado e

Investigacion “La Generacion y Aplicacién de Conocimiento”, 25 de mayo, 2023.
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Anexo 3. Participacion en conjunto con Operacion Bendicion en la Feria Ambiental
del Colegio de Ingenieros Civiles de Chiapas, 25 de agosto, 2023.
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Anexo 4. Recoleccion del biosélido de uno de los SES ubicados en El Mirador,

Berriozabal, Chiapas.
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