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RESUMEN. El riego con aguas municipales depuradasla bldsqueda de recursos no convencionales. El riego con
supone el uso de un recurso no convencional que puedsguas municipales depuradas es una alternativa interesante,
equilibrar el balance hidrico de una zona, pero debe ipero debe ir acompafiada de un cuidadoso control sanitario
acompafiado de un cuidadoso control sanitario yy medioambiental a fin de minimizar los posibles riesgos
medioambiental a fin de minimizar los posibles riesgos pargara la salud y el medio ambiente (Angelatial, 1999).
la salud y el medio ambiente. Aunque normalmente se Aunque normalmente se utilizan indicadores de
utilizan indicadores de contaminacidn bacterianos, sélocontaminacién bacterianos, sélo algunos géneros resultan
algunos géneros resultan patoger®@amonellaes uno de  patdgenos. El nimero y tipo de microorganismos presentes
los que con mayor frecuencia se encuentra asociado en las aguas residuales estan determinados por diferentes
brotes de enfermedades de origen hidrico. factores, entre ellos, el clima, la estacion del afio, los
El objetivo de este estudio ha sido analizar la persistenci@dbitos sanitarios de la poblacion y la incidencia de
de Salmonellaen la zona no saturada de un suelo agricola ydeterminadas enfermedades en la misSaimonellaes uno
en un cultivos establecido en dicho suelo, cuando se riegde los géneros bacterianos que con mayor frecuencia se
con agua depurada a la que se ha afadido artificialmentencuentran asociados a brotes de enfermedades de origen
esta bacteria. Asimismo se ha intentado correlacionahidrico (Fernandez-Crehuet y Espigares, 1995). La
diversos parametros meteorolégicos con los niveles deleteccion de su presencia, independientemente de la
Salmonellaencontrados. Para ello se ha puesto a punto unaantidad encontrada, hace que los productos en los que se
metodologia propia, cuyos primeros resultados parecedetecta se consideren contaminados e inutilizables, por el
demostrar que este género es capaz de sobrevivir tanto eito riesgo que supone para la salud publica.
suelo como en planta. La radiacidon solar parece ser elEl habitat natural de Salmonella es el tracto
principal parametro responsable de la muerte de lagastrointestinal de los humanos y de diversos animales. Por
bacterias, recuperandose las colonias durante la noche. ello, se presupone que su persistencia y multiplicacion en el
ambiente estan muy limitadas. Sin embargo, los suelos
ABSTRACT. Municipal reclaimed water is a non- agricolas presentan caracteristicas que podrian ser
conventional resource. Using it for agricultural irrigation adecuadas para estas bacterias, especialmente cuando son
the hydrological unbalanced situation of a zone canregados con aguas depuradas, dada la elevada
disappear. However, to decrease the sanitary andoncentracion de nutrientes y los valores de humedad y
environmental risks associated with its use, a carefullytemperatura existentes (Byappanahalli y Fujioka, 1998).
control must be applied. Although the use of many bacteria Para detectar la presencia de esta bacteria se utilizan
indicators is extended, only limited genuses of them aremedios enriquecidos liquidos y, por tanto, con ellos resulta
patogenusSalmonellais one of the most spread patogenus imposible realizar su cuantificacién. Utilizando un medio
genuses associated with water illness. de cultivo en placa no convencional puede abordarse su
The aim of this study is to analyze tBalmonellaability to cuantificacibn aunque sus poblaciones pueden quedar
survive in the non saturated zone of agricultural soils, andenmascaradas por el crecimiento de otros géneros
on the plants growing in it when irrigated using reclaimed bacterianos componentes de la flora natural del suelo.
water artificially inoculated with these bacteria. A El objetivo de este estudio ha sido analizar la persistencia
preliminary study of the climatic factors implied in the de Salmonella en suelos agricolas y en los cultivos
Salmonellasurvival is presented too. Solar radiation seemsestablecidos en ellos, cuando son regados con aguas
to be the main factor implied Balmonellamortality. depuradas a las que se ha afadido artificialmente esta
bacteria. Asimismo se intenta correlacionar diversos

parametros meteorolégicos con los nivelesS@aémonella
encontrados.

1.- Introduccién.

En las zonas aridas y semiéridas del mundo, la escasez de
agua hace necesario un uso racional de la misma e impulsa
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2.- Material y Métodos. recuento en Agar Verde Brillante y Agar McConkey
(primer ensayo) y en Agar Verde Brillante y Agar
2.1.- Caracteristicas del cultivo. Rapapport (sgundo ensayo). En el segundo ensayo se

midié presencia/ausencia 8almonellaademas de sembrar

Se han utilizado maceteros de 80 cm de alturay 93 cm dgara recuento (Sanchés al, 1994; Pascual, 1992). Para
diametro, rellenados con tierra de cultivo 9 meses antes dealizar las pruebas de presencia/ausencia se realiz6 un
la realizacion del primer ensayo, y sembrados con alfalfreenriquecimiento en agua de peptona tamponada a 37°C
(Medicago sativa3 meses antes del primero de ellos. Lasdurante 1&2 horas y a continuacion un enriquecimiento
caracteristicas principales del suelo utilizado son: texturselectivo en Caldo de Rapapport durantec2l&oras,
franco-arcillosa con arcillas expansibles, 1.1% de materisseguido de siembra en Agar Verde Brillante (a 43°C) y
organica, pH 7.6, 1.8 dS/m de conductividad eléctrica erAgar Rapapport.
extracto saturado, 4.62% de caliza, 38 ppm de nitratos, 83
ppm de fésforo (método Olsen), 5.8 meq/100 g de potasio?.4.2.- Suelo.

17.2 meq/100 g de calcio, 7.8 meq/100 g de sodio, vy

niveles bajos de microelementos. Se tomaron muestras de superficie y a dos profundidades
(15 cm. y 45 cm.) en maceteros regados con agua con y sin
2.2.- Variables atmosféricas. SalmonellaEn el primer ensayo (diciembre) se pesaron 25

g. de suelo y se homogeneizaron en 225 mL de Agua de
Se utiliza una Estacion Meteoroldgica Automatica Peptona tamponada. Se realizaron las dilucionés11iy y

(EMA) que cuenta con los siguientes sensores: radiaciéni0* y se sembraron 100L para recuento en Agar Verde
neta, termémetro seco y humedo para el célculo de IBrillante y Agar Mconkey. El método se modificé en el
humedad relativa y temperatura ambiental, sensor dsegundo ensayo (mayo) de manera que se realizaron las
medida de velocidad y direccién del viento y pluvidmetro. mismas diluciones pero el recuento se realiz6 en Agar
La EMA esta programada para la obtenciéon de datos d&erde Brillante (43°C) y Agar Rapapport. En este segundo
cada uno de los sensores cada 5 segundos, almacenandefsayo se estudid6 también presencia/ausencia de

media de los valores obtenidos cada 15 minutos. Salmonella,utilizando la misma metodologia que para las
muestras de planta.
2.3.- Riego. En el segundo ensayo se colocaron ademas placas Petri

abiertas con suelo esterilizado en autoclave y placas
Al agua con que se regaron los maceteros se afadiéerradas con suelo sin esterilizar, sobre un macetero en
Salmonellaa una concentracion final de 124.08(8.000 condiciones de campo. El objeto de la utilizacion de estas
unidades formadoras de colonias por mL (u.f.c./mL) en elplacas fue el de analizar comparativamente el efecto que
primer ensayo y de 560.00085.000 u.f.c./mL en el sobre la persistencia y multiplicacion @&almonellaen
segundo. Se establecié asimismo un macetero control en glelo ejercen la radiacion solar y la flora microbiana
que se realizaron los riegos con agua del mismo origen, a laabitual del suelo. A todas estas placas se les afiadio agua
que no se afiadiSalmonella Antes de afadiBalmonella  con la concentracion dBalmonelladescrita. En ambos
artificialmente se confirmé su ausencia en agua, suelo ¢asos se realizo el recuento y la determinacion de
planta. presencia/ausencia deSalmonella por los métodos
descritos.
2.4.- Analisis microbiolégicos.
2.4.3.- Identificacién bioquimica.
Se realizaron dos ensayos separados cinco meses
(Diciembre / Mayo), cambiando en parte la metodologia en Las presuntas colonias dgalmonellaaisladas en los
el segundo, recogiéndose las muestras a los siguienteﬁgfel’entes medios de cultivo fueron confirmadas mediante
intervalos tras el riego (en horas): 3.5, 11 (justo antes dé! sistema API 20E y su biotipo comparado con el de la
anochecer), 22 (justo al amanecer), 46, 166, 214, 310, 358epa deSalmonellaanadida.
Las muestras fueron siempre compuestas. La temperatura
de incubacién fue siempre 37° C excepto en los casos en
que se indica lo contrario. 3.- Resultados.

2.4.1.- Planta. Las condiciones climaticas durante los dias en los que se
realiz6 este ensayo se presentan en los Figuras 1 y 2. Se
Se tomaron muestras de planta regada con agua con y sibserva que la duracién del dia durante este periodo era
SalmonellaSe pesaron 25 g. de alfalfa y se resuspendieromuy corta y que los valores de radiacion recibida hasta la
en 225 mL de agua de peptona tamponadafinalizacion del mismo no son muy elevados (Figura 1).
homogeneizando posteriormente en un Stomacher. APara el célculo de la radiaciéon acumulada no se tienen en
continuacion se realizaron las dilucione€,100° y 10* en cuenta los valores negativos de radiacion instantanea, que
Triptona Sal y se sembraron 100 de cada dilucién para se explican al tratarse de un sensor que mide radiaciéon neta
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(incidente menos reflejada). Las condiciones de humedadabla 1. Resultados de las siembras para el recuento obtenidos en el

atmosférica y temperatura son favorables aunque @rimer ensayo (diciembre 1998), expresados en miles de u.f.c.
. P L almonelldmL (agua de riego inoculada: 124.880000):

siempre éptimas para el crecimientoSkmonellaen todo

el periodo de estudio, ya que las humedades relativagiempo desde PLANTA

SUELO (prof. Muestra)

superan siempre el 30%, llegando en ocasiones al 100% § riego (dias) sﬂﬂg’eer?}té& ';’“igséﬁ M:gsct::a
las temperaturas nunca descienden de 9 °C ni superan oS, 12620
2r°C.. 1 40£10
RADACKIN META 2 FM FM
w0 e 7 FM FM FM
’ 12 FM FM FM

Siendo FM: Flora mixta habitual

= segundo ensayo (abril 1999), expresados en miles deSafieonelldnL
| ot e E (agua de riego inoculada: 565.888.000):

3 | L] ] Tiempo SUELO (prof. Muestra)

. | ' ' Il FI . 1 ' ‘H | [™ g Tabla 2. Resultados de las siembras para el recuento obtenidos en el
- . oo

Suelo  Suelo no

R L A i Hek desde e estéril en estéril en
Lh _Ji'“. i,ij I‘ Ll 'rl o '.ll"] J.I M ms ."ﬁ' riego lPLANTA Muestra Muestra Muestraplaca Petrplaca Petri
]‘h i | | 'I" e |‘| my '_ (horas) (superficial) (15 cm) (45 cm) abierta cerrada
0 470t90
35 <30
11 FM
L 1 22 36.515 13525 5010 1.59@90
Fig.}. Radiacion neta instantanea y acumulada durante los dias en los que 4¢ <30 <30 337 3.008500
duro el ensayo.
166 FM <30 <30 FM <30 FM
214 FM
Humedad Relatua y Tempambus 310 <30 <30
" - ) 358 <30 <30 FM FM
¥ . i
ot b | |4 - I’ FM: Flora mixta habitual
i p L | " 1, Wl
at-tHY 4 Lo 1 I L
F i I ;
f I| 1y | : .
I | ™ |k - I M. ¥ ¥ L - 4.- Discusion.
| F
! f i 1. - |1|
F o=l , \ - : ,
I 4l ] ) al¥ - El suelo puede jugar un importante papel en la
1 L R 4 1 I 1 1 . ., . .
B | ;Lﬁi R | u contaminacion bacteriana de los vegetales, debido al
h | | i : contacto directo entre suelo y planta. Este papel es alin mas
£ ¥ TR ST - importante cuando el riego se lleva a cabo con agua
’ [ depurada.

Pese a que los resultados obtenidos en el primer ensayo
(Tabla 1) parecian indicar la desapariciéon d8démonella
a partir del segundo dia después del riego, las pruebas de
presencia/ausencia realizadas en el segundo ensayo
Fig.2. Humedad relativa y temperatura del aire durante los dias que duré efemostraron lo contrario. Cuando se realizan siembras para
ensayo. el recuento en placas, el crecimiento de la flora mixta
habitual dificulta la detecciéon dgalmonella.Sin embargo,
. . cuando se realizaron las pruebas de presencia/ausencia en el
En todos los ensayos en que se llevé a cabo el 11890 COlbgundo ensayo, se detectd la presencia de dicha bacteria.
agua CE)n_venmonaI. sin Salmonella . los anal|.S|s Asi, se ha detectado presenciaS#@monellaen plantas de
microbiol6gicos confirmaron la ausencia de colonias de,taita 10 dias después del riego con agua a la que se habia
esta bacteria en todas las muestras de agua, §ue|oyple_mt fadido esta bacteria, o que indica que puede persistir
En el segundo ensayo (mayo), se encontro presencia rante un periodo relativamente largo, pese a que en los
Salmonellaen todas las muestras (planta, superficie deqqtaq0s sobre placa (de las siembras para el recuento) a
suelo, profundidad 15 y 45 cm, placas abiertas y cerradasj, ir ge| segundo dia solo se encontraba flora mixta
que fu_eron regadas con agua a la que se tjabia afiadido e hitual (Tabla 2), por lo que se ha constatado la
bacteria, en todos los dias en que se realiz6 el muestreo. . oancia de realizar pruebas de presencia-ausencia. Esto
Los resultad.o.s de las siembras para el recuento de loésté en concordancia con los resultados de diversos autores
ensayos de diciembre y mayo, en las muestras regadas CPAbdel-Monem y Dowidar, 1990; Turpiet al, 1993;

agua a la que se afiadio artificialmerBalmonella se Hasseret al, 1996) quienes han demostrado la presencia y
recogen en las Tablas 1y 2.
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persistencia deSalmonellay otras bacterias entéricas en  El mayor nimero de u.f.c./mL obtenido tras 22 horas de

suelos, especialmente en los destinados a usos agricolas. realizado el riego en muestras de suelo superficial (no
En estos ensayos, la concentracion Sidmonellaera esterilizado) y las muestras en placa abierta con suelo

mayor en la superficie del suelo y disminuia con laestéril pueden deberse a la mayor desecacion que se

profundidad, debido al efecto filtrante del suelo, lo queproduce en las placas frente a la del suelo en el macetero.

coincide con los resultados de otros autores (Al-

Nakshabandiet al, 1997). Alun asi, se detectaba la

presencia de esta bacteria a profundidades de 15 y 45 cr,- Conclusiones.

15 dias después del riego (Tabla 2). Sin embargo, los

resultados del conteo nos parecen extrafios, lo que nos hac&e ha demostrado que la metodologia puesta a punto para

sospechar que puede existir un problema de metodologia exl conteo deSalmonellaen placa (Agar-Rapapport) resulta

la toma de muestras de suelo a esas profundidades. Otraslecuada.

autores (Rosast al, 1984) han demostrado la presencia de Se ha demostrado que I8almonella es capaz de

un nuamero significativo de bacterias incluso a unasobrevivir en suelo y planta al menos hasta 13 y 10 dias

profundidad de 120 cm, atribuyéndola a la porosidad deflespectivamente, después de realizado el riego con agua

suelo y a la infiltracibn de agua contaminada. En algunosnoculada artificialmente con gran cantidad de esta bacteria.

casos el numero de u.f.c. &almonelladisminuia hasta También, se ha puesto de manifiesto la importancia de

guedar su crecimiento enmascarado por el crecimiento de lleealizar pruebas de presencia/ausencia, ya que en las

flora mixta habitual del suelo (que aparece en las tablamuestras en las que sélo se observaba flora mixta habitual,

como FM). Sin embargo, su persistencia se ponia dee detectd siempre presencidS@monella

manifiesto al realizar las pruebas de presencia/ausencia, Se ha demostrado el efecto de la radiacion solar sobre la

como ocurria en las muestras vegetales. disminucion del ndmero de u.f.c./mL y la capacidad de
Asimismo, se observaron oscilaciones en el niimero deecuperacion de estas bacteria patdgenas durante la noche.

u.f.c./mL deSalmonellaque se detectaban tanto en planta

como en suelo, que podrian deberse a otros factores ademas

de a la radiaciéon solar. Asi, como se observa en la columnAgradecimientosEsta investigacion ha sido financiada por la Comision

de resultados obtenidos en planta de la Tabla 2, existe u terministerial de Ciencia y Tecnologia, proyecto HID97-1203-CO2-01 y

disminucion del nimero de colonias durante las horas en las™

gue se recibe radiacion solar, que disminuyen hasta quedar

enmascaradas por la flora mixta habitual del suelo. Sig%eferencias

embargo, en las muestras recogidas en el amanecer del dia ’

siguiente, el numero de colonias ha aumentado. Esto podrigyge| Monem, M.H. y Dowidar, A. 1990. RecoveringSsimonellafrom

deberse a que durante la noche, en ausencia de radiacion, Yoil in Eastern region of Saudi Arabia KingdaiEgypt Public Health

en un ambiente himedo favorable, &slmonellaviables Assoc, 65: 61-75. _

se multiplicaron. Tras el analisis de estos resultadod\-Nakshabandi G.A, Saqgar, M.M., Shatanawi, M.R., Fayyad, M., Al-

L . Horani, H. 1997.Some environmental problems associated with de use

preliminares, el desarrollo de la poblacién de Salmonella en of treated wastewater for irrigation in Jordahgricultural Water

el tiempo parece que podria aproximarse a una curva delManagement34: 81-94.

tipo “vibracién forzada amortiguada”, en la cual la Angelakis. A.N., Marcos do Monte, M.H.F., Bontoux, L., Asano, T. 1999.

; iz ; 9 [P The status of wastewater reuse practice in the Mediterranean basin: need
amortiguacion es debida a la accién periddica de la for guidelineswat, Res33(10):2201-2217.

radiacion solar. . Byappanahalli, M.N. y Fujioka, R.S. 1998. Evidence that tropical soil
En los ensayos en placas, los resultados obtenidos environment can support the growthEscherichia calWat. Sci. Tech.,
muestran un aumento del nimero de colonias en las placas38: 171-174.

con suelo sin esterilizar y cerradas, aumento que e§emandez-Crehuet, M. Y Espigares, M. 1995. Contaminacion del agua:
y 9 Contaminacion bioldgica. ErEstudio Sanitario del Agual.A. Pérez y

exclusivo de este tratamiento frente al resto, en las que sey espigares (eds.). Capitulo 4. pp.: 51-66. Ed. Universidad de Granada.

observa una disminucién estando todas situadas eRassen, A Jedidi, N.; Kallali, H.; Boudabous, A. y Ennabli, M. 1996.

similares condiciones ambientales. Este hecho parece Isolation of Salmonellain wastewaters and study of indicator bacteria

sl Fa A : ;4 survival in soilsArch. Inst. Pasteur Tunig3: 173-177.

indicar que el efecto de la raQ|aC|on solar en la per.SIStenCI?’ascual, M.R. 1992Microbiologia Alimentaria Microbiologia analitica

de Salmonella es muy superior al de la competencia con la para alimentos y bebidas. Ed. Diaz de Santos.

flora microbiana del suelo. Otros autores (Turpinal, Rosas, |.; Béez, A. y Coutifio, M. 1984. Bacteriological Quality of Crops

1993) encuentran mayor crecimiento en suelo estéril que enlrrigatedAWi}hEW{isteWﬁ_ter g_n ITL]? i(Oo?c:iinOiI?cg Plots, Mexico City,
Ari H exIco. Appl. Environ. MicCronial, . - .

suglo no e.Stenl’ pero .no .e}nu'an €n ninguno de los dos Cas%‘éé\flchis, V.; Allaert, C.; Sala, N. y Torres, M. 19%iracticas

la influencia de la radiacion solar, por lo que sus resultados Microbiologia de Alimento€Ed. Universidad de Lleida.
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