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RESUMEN

El tratamiento de lodos residuales en Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR)
es crucial a nivel global debido a la presencia de microorganismos patégenos y contaminantes
como Salmonella spp., E. coli, virus, parasitos y metales pesados. En ese contexto, el marco
legal, la Norma Oficial Mexicana NOM-004-SEMARNAT-2002, busca reducir el impacto

ambiental y proteger la salud publica.

La deteccion de Salmonella spp. en lodos residuales es crucial, y los métodos tradicionales
como cultivos microbiologicos presentan limitaciones. Se sugiere el uso de pruebas
moleculares como la PCR. En este contexto, el gen hilA es de interés debido a su asociacion
con la virulencia bacteriana en cepas de Salmonella spp.. La PCR del gen hilA permite el
estudio de este gen en muestras biolégicas, ofreciendo una alternativa eficaz a los métodos
tradicionales. En este trabajo se empled la PCR del gen hilA para detectar Salmonella spp.
en muestras de lodos residuales, buscando una deteccion mas rapida y eficiente que las

pruebas microbioldgicas y bioquimicas convencionales.

Los resultados mostraron que las pruebas microbioldgicas, siguiendo procedimientos
establecidos por la NOM-004-SEMARNAT-2002, permiten una identificacion preliminar de
Salmonella spp. en lodos residuales. Por otro lado, la PCR del gen hilA mostré que no es
especifica debido a su presencia en diversas bacterias. La posibilidad de errores en la
especificidad de dicha técnica podria atribuirse a una posible contaminacién cruzada; sin
embargo, no se descarta un posible mecanismo de transferencia horizontal de genes, debido
a que la matriz en donde se encontraron estas bacterias son ambientes dinamicos y

estresantes, como lo son los lodos residuales.

Palabras clave: Salmonella spp., lodos, PCR, hilA, 16S rRNA, pruebas microbioldgicas, API-

20E.



ABSTRACT

The treatment of sewage sludge in Wastewater Treatment Plants (WWTPS) is crucial globally
due to the presence of pathogenic microorganisms and contaminants such as Salmonella spp.,
E. coli, viruses, parasites, and heavy metals. In this context, the legal framework, the Official
Mexican Standard NOM-004-SEMARNAT-2002, aims to reduce environmental impact and
protect public health.

The detection of Salmonella spp. in sewage sludge is crucial, and traditional methods such
as microbiological cultures have limitations. The use of molecular tests such as PCR is
suggested. In this context, the hilA gene is of interest due to its association with bacterial
virulence in Salmonella spp. strains. PCR of the hilA gene allows the study of this gene in
biological samples, offering an effective alternative to traditional methods. In this work, PCR
of the hilA gene was used to detect Salmonella spp. in sewage sludge samples, aiming for
faster and more efficient detection than conventional microbiological and biochemical tests.

The results showed that microbiological tests, following procedures established by NOM-
004-SEMARNAT-2002, allow for a preliminary identification of Salmonella spp. in sewage
sludge. On the other hand, PCR of the hilA gene showed that it is not specific due to its
presence in various bacteria. The possibility of errors in the specificity of this technique could
be attributed to potential cross-contamination; however, the possibility of a horizontal gene
transfer mechanism is not ruled out, since the matrix where these bacteria were found is

dynamic and stressful environments, such as sewage sludge.

Keywords: Salmonella spp., sludge, PCR, hilA, 16S rRNA, microbiological tests, API-20E.



I. INTRODUCCION

El tratamiento de los lodos residuales que se generan como un producto secundario en las
Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR), es de suma importancia a nivel
mundial. Esto se debe a que los lodos residuales contienen microorganismos patégenos como
Salmonella spp., E.coli, virus, parasitos, y ademas, contienen otros contaminantes, por
ejemplo, metales pesados (1) (2), es debido a su alto impacto negativo al medio ambiente
que es necesario tratar estos lodos residuales. Europa y los Estados Unidos lideran el manejo
de los lodos residuales; por el contrario, los paises latinoamericanos presentan algunas

deficiencias en sus tratamientos. (3) (4).

En México, el marco legal para la disposicién y tratamiento de lodos residuales con la
finalidad de disminuir los impactos ambientales y efectos negativos a la salud publica es la
Norma Oficial Mexicana NOM-004-SEMARNAT-2002, donde se establecen las
especificaciones y los limites maximos permitidos de contaminantes en los lodos y biosélidos
provenientes de las PTAR, con el fin de posibilitar su aprovechamiento o disposicion final,

atenuar sus efectos contaminantes para el medio ambiente y proteger la salud publica (6).

Un patogeno importante que se monitorea en los lodos residuales es Salmonella spp., su
deteccidn puede realizarse mediante diferentes métodos. Los métodos mas tradicionales son
los cultivos microbiologicos y las pruebas bioquimicas (7). Sin embargo, estos métodos
presentan limitaciones como la deteccion de falsos positivos. Esto hace necesario buscar y
aplicar nuevos métodos para encontrar resultados mas confiables. Estudios recientes sugieren
el uso de pruebas moleculares como la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). La PCR
es una técnica molecular utilizada para amplificar regiones especificas de ADN. La
amplificacion se logra mediante ciclos repetidos de desnaturalizacion, alineacion y extension
de fragmentos de ADN utilizando una enzima llamada ADN polimerasa. La PCR es esencial

en la investigacion genética, diagnostico molecular y diversas aplicaciones biotecnolégicas

(7) (20).



El gen hilA es de interés en el contexto de la virulencia bacteriana, especialmente en cepas
de Salmonella spp., dicho gen est4 asociado con la regulacion de genes involucrados en la
invasion de células hospedadoras por parte de Salmonella. La amplificacion del gen hilA
mediante PCR permite la deteccion y el estudio de la presencia de este gen en muestras
bioldgicas. La PCR del gen hilA implica disefiar cebadores especificos para esa region del
genoma de Salmonella que lo contiene. Estos cebadores son secuencias cortas de ADN que
son complementarias a las secuencias flanqueantes del gen hilA. Al utilizar estos cebadores
en una reaccion de PCR, se amplifica selectivamente la region del genoma que contiene el

gen hilA, permitiendo su deteccion y analisis (20).

Con la finalidad de poder optimizar la deteccion de Salmonella spp. con mayor rapidez y
eficacia, en este trabajo se empled la PCR como prueba confirmativa, alterna a las pruebas
microbioldgicas y bioquimicas, usando el gen hilA para detectar Salmonella spp. en muestras

de lodos residuales.

II. MARCO TEORICO

1.1 Plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR)

Las Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales son infraestructuras en las que se eliminan
los contaminantes de las aguas residuales mediante procesos fisicos, quimicos y bioldgicos.
El objetivo es que el agua tratada alcance una calidad adecuada para su aprovechamiento en
regadios (parques y zonas agricolas) o descarga en los rios y mares. De esta manera, las
PTAR ayudan a cuidar la salud de las personas que viven en zonas aledafas a las cuencas y

a preservar el medio ambiente (8).
11.1.1. Proceso de tratamiento de aguas residuales

De manera general, el proceso de tratamiento de aguas residuales consta de cuatro etapas (9),

las cuales se muestran en la Figura 1:
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Figura 1. Proceso de tratamiento de aguas residuales en las PTAR.
11.1.2. Produccion de lodos en las PTAR

El lodo es un subproducto resultante del tratamiento de aguas residuales, originado por
actividades domesticas y productivas que generan voliumenes considerables de aguas
residuales. La composicion del lodo varia segun las caracteristicas del agua residual y el
proceso de tratamiento aplicado. Un desafio importante en el manejo del lodo es su alto
contenido de microorganismos patogenos, lo que demanda su estabilizacién (reduccién de

microorganismos patdgenos) antes de su utilizacion o disposicion final. (9) (10) (11).

La Tabla 1 presenta la composicion de varios tipos de lodos generados durante el tratamiento
de aguas residuales. Es importante destacar que las propiedades de estos lodos cambian segun

el proceso especifico del cual provienen.

Tabla 1. Caracterizacion de los lodos generados en diferentes procesos de tratamiento de
aguas residuales.

PARAMETROS PRII_I\?I,EA)\gISOS SECIEJ(RIBS\;IOS DIIC_B(ég?DSOS
pH 55-6.5 6.5-75 6.8-7.6
Contenido de Agua (%) 92 -96 97.5-98 94 - 97
SSV (%SS) 70-80 80-90 55 -65
Grasas (%SS) 12-14 3-5 4-12



Proteinas (%SS) 4-14 20-30 10-20

Carbohidratos (%SS) 8-10 6-8 5-8
Nitrogeno (%SS) 2-5 1-6 3-7
Fosforo (%SS) 05-15 1.5-25 05-15
Bacterias patdgenas 10%-10° 100 — 1000 10 - 100

(NMP/100ml)
Metales pesados (%SS) 02-2 02-2 02-2

SSV: Solidos Suspendidos Volatiles, NMP: Nimero Mas Probable, SS: Sélidos Suspendidos
Fuente: (Llivichuzca, 2016)

Los lodos se pueden clasificar siguiendo algunos criterios (12) (13) (14):

A) Segun el origen del efluente de la PTAR
B) Segun la etapa de depuracion de las aguas residuales en la que se genere el lodo
C) Segun el tipo de tratamiento especifico realizado en la linea de fangos.

11.1.3. Tratamiento de lodos residuales

El disefio de un sistema de tratamiento de lodos de desecho tiene como objetivo principal
minimizar el contenido de agua, materia organica y microorganismos patdgenos, asi
como reducir su potencial de traer vectores de enfermedades. Esto se hace con miras a la

disposicion final segura o la reutilizacion de los lodos.

Hay varios procesos convencionales que pueden ser parte de un tratamiento de lodos

residuales, entre los cuales se pueden destacar (12) (15) (16):

- Espesamiento

- Estabilizacion o digestion
- Acondicionamiento

- Desinfeccion

- Deshidratacion

- Secado térmico

- Reduccion térmica



11.1.4. Microorganismos que se encuentran en los lodos residuales

El lodo de las plantas de tratamiento de aguas residuales puede contener organismos
infecciosos (Ver tabla 2), cuya diversidad y cantidad dependen de varios factores, como
la fuente del agua residual y el tipo de tratamiento. Este lodo a menudo contiene bacterias
patdgenas entéricas, generalmente excretadas en heces humanas. Estudios en diferentes
lugares, como Asia, Canadd y EE. UU., han encontrado una amplia gama de géneros
bacterianos en los lodos, influenciados por factores ambientales como la ubicacion
geogréfica y la temperatura. En EE. UU., Mycobacterium, Clostridium y Streptococcus
fueron patdgenos comunes en lodos de plantas de tratamiento. En paises tropicales, como
México y Colombia, también se ha reportado la presencia de bacterias patogenas en los
lodos (13).

Tabla 2: Microorganismos patdgenos que pueden ser encontrados en lodos residuales.

MICROORGANISMOS ESPECIES O FAMILIA

e  Bacillus anthracis

e  Campylobacter spp.

e  Clostridium botulinum

e  Clostridium perfringens

e  Escherichia coli

e Leptospira spp.

e  Listeria monocytogenes
Bacterias e  Mycobacterium spp.

e  Pseudomonas aeruginosa

e  Salmonella spp.

e  Shigella spp.

e  Staphylococcus

e  Streptococcus

e  Vibrio cholera

e Yersinia enterocolitica




Virus

Adenovirus
Astrovirus
Calicivirus
Coronavirus
Coxsackievirus
Echovirus
Hepatitis A-virus
Parvovirus
Poliovirus
Reovirus
Rotavirus
Virus influenza

Virus tipo Norwalk

Protozoos

Entamoeba histolytica
Giardia lamblia
Toxoplasma gondii

Sarcocystis

Helmintos

Ancylostoma duodenale
Ascaris lumbricoides
Diphyllobothrium latum
Echinococcus granulosus
Taenia saginata

Taenia solium

Toxocara canis
Toxocara cati

Trichuris trichura

Hongos

Aspergillus fumigatus
Aspergillus spp.
Epidermophyton spp.
Geotrichum candidum
Phialophora richardsii

Trichophyton spp.

Levaduras

Candida albicans
Candida guillermondii
Candida krusi

Candida tropicalis
Cryptococcus neoformans

Trichosporon




Fuente: (Llivichuzca, 2016)

1.2. Salmonella spp.

Salmonella spp. y Escherichia son géneros relacionados, compartiendo un 50% de
homologia en su ADN, aunque Salmonella spp. tiende a ser patdégena en contraste con
Escherichia. Salmonella spp. es una bacteria Gram negativa en forma de baston, no
formadoras de esporas, a menudo mdviles mediante flagelos peritricos. Son aerobias-
anaerobias facultativas, fermentan glucosa con produccion de gas, no fermentan lactosa,
reducen nitratos a nitritos y poseen caracteristicas bioquimicas y seroldgicas definidas.
La mayoria de las cepas, excepto S. typhi, son aerégenas y utilizan citrato como fuente
de carbono. También realizan reacciones bioquimicas especificas como
descarboxilacion de lisina, arginina y ornitina, y producen sulfuro de hidrégeno.
Presentan reacciones caracteristicas en pruebas como rojo de metilo, Voges-Proskauer e
Indol. Sin embargo, no desaminan fenilalanina, no hidrolizan urea ni licuan gelatina

rapidamente en medios nutritivos. No producen DNAasa ni lipasa (14) (15).

Salmonella se subdivide en siete especies que se diferencian entre si mediante la
hibridacion ADN/ADN o por las propiedades bioquimicas:

S. entérica

- S.salamae

- S.arizonae

- S.diarizonae
- S. houtenae

- S. bongori

- S.indica

Cada especie del género Salmonella se subdivide en serovariedades con
caracteristicas inmunoldgicas basadas en tres antigenos superficiales: O de pared
celular (somatico), H flagelar y Vi (capa externa de polisacaridos) presentes en las
cepas que causan fiebres tifoideas. Aunque existen mas de 2300 serotipos en la



familia de Salmonella, Salmonella enteritidis y Salmonella typhimurium son los méas

comunes en casos de salmonelosis.

Las bacterias del género Salmonella estan presentes en afluentes de rios
contaminados, heces secas de animales y lodo residual en el ambiente, lo que conlleva
un riesgo de diseminacion. En grupos de animales destinados al consumo humano,
estas bacterias pueden sobrevivir varios meses y dispersarse por el polvo, generando

una contaminacion ambiental acumulativa (17).

11.2.1. Caracteristicas de crecimiento y supervivencia

El género Salmonella estd compuesto por microorganismos resistentes y altamente
adaptables a condiciones ambientales extremas. Se proporciona en la Tabla 3 las
condiciones de temperatura y pH caracteristicas para este género (17).

Tabla 3: Condiciones limites para el crecimiento de Salmonella.

CONDICIONES MINIMO OPTIMO MAXIMO
Temperatura °C 5.2 35-43 46.2
pH 3.8 7-75 9.5

Fuente: (Alfaro, 2018)

Las cepas mesofilas de Salmonella typhimurium expuestas a estrés térmico prolongado
pueden desarrollar mutaciones que les permiten crecer a temperaturas mas altas, como
54°C. Aunque el mecanismo exacto no esta claro, se ha observado que dos mutaciones
independientes habilitan a S. typhimurium para crecer activamente a 48°C y 54°C. La
capacidad de adaptacion fisiolégica de Salmonella spp. demuestra su habilidad para
multiplicarse en condiciones de pH extremadamente bajos (por debajo de 3.8) y altos (por
encima de 9.5). La resistencia a medios acidos también puede conferir resistencia a otras
condiciones adversas, como el estrés térmico y osmotico elevado, asi como la exposicion

a agentes antibacterianos (17).
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11.2.2. Patogenicidad

Ciertas serovariedades de Salmonella, como S. typhi, estan especializadas en hospedarse
en humanos y suelen causar el sindrome septicémico-tifoideo. Otras serovariedades
causan gastroenteritis en humanos. La fiebre tifoidea es comun en paises en desarrollo,
mientras que, en paises desarrollados, la gastroenteritis por Salmonella spp. es una causa
importante de enfermedad transmitida por alimentos. Las serovariedades varian segun la
ubicacion geogréfica e incluyen S. typhimurium, S. enteritidis y otras. Salmonella sp se
adhiere a células epiteliales del ileon y células M, que carecen de ciertas caracteristicas
estructurales, facilitando la entrada. Utiliza un mecanismo Ilamado "disparo” para invadir
células del hospedero, causando cambios en el citoesqueleto y formando ondulaciones en
la superficie. Proteinas efectoras como SipA, SopE, SopE2 y SopB estan involucradas en

estos procesos.

Las Islas de Patogenicidad (IP) como conjuntos extensos de genes que contribuyen a un
fenotipo especifico de virulencia, generalmente manifestandose en momentos clave del
proceso infeccioso. En ciertas bacterias entéricas, la adquisicion de una sola IP puede
convertir un microorganismo comensal en patdgeno, lo que puede explicar la emergencia
de nuevos patdgenos a partir de cepas no virulentas. Sin embargo, adquirir una IP no
siempre garantiza la conversion a patdgeno, ya que la virulencia depende del

microorganismo receptor y su hospedador.

Las Islas de Patogenicidad de Salmonella spp. (SPIs) son grupos largos de genes en el
cromosoma bacteriano que codifican determinantes para interactuar especificamente con
el hospedador y son necesarios para la virulencia en modelos animales. Las SPIs, como
otras islas genéticas, tienden a tener un contenido de GC menor que el resto del
cromosoma y a menudo se insertan en genes que codifican ARNLt. Esto sugiere que se
adquirieron horizontalmente de fagos o plasmidos, permitiendo que especies rapidamente
adquieran funciones de virulencia complejas. Algunas SPIs inestables muestran
secuencias asociadas a elementos genéeticos moviles como integrasas, transposasas y
genes fagicos (16) (17) (40).
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11.2.3. Genes para la identificacion de Salmonella spp.

El gen invA es crucial para la virulencia de Salmonella spp. y esta relacionado con la
invasion del epitelio intestinal. También es utilizado por otros patdgenos intestinales
como Shigella sp. Esta presente en todas las variedades invasoras y se encuentra
codificado en el cromosoma bacteriano en la regidén conocida como Isla de Patogenicidad
1 de Salmonella spp. (SPI1). Esta region también codifica proteinas del sistema de
secrecion tipo Il1. El gen invA se utiliza ampliamente en la deteccion de Salmonella spp.

en alimentos debido a su estabilidad genética (54).

Por otro lado, el gen hilA (hiper invasive locus) fue descubierto debido a su capacidad de
conferir hiperinvasion a Salmonella sp cuando se sobreexpresa. Este gen codifica un
regulador que activa promotores de genes como inv, spa, sip y org. También se localiza
en la Isla de Patogenicidad | de Salmonella sp, la cual regula el sistema de secrecidn tipo
Il involucrado en la invasion de células intestinales. La deteccion del gen hilA en
diversas serovariedades de Salmonella. sugiere similitud en la regulacion de genes de
virulencia. Un estudio us6 PCR multiple y convencional para diagnosticar hilA,
demostrando alta especificidad (100%) y ventajas para la deteccién de contaminacion por

Salmonella spp. en huevos (40) (49).
11.2.4. Técnicas de deteccion de Salmonella spp.

La deteccion de Salmonella spp. puede realizarse mediante diferentes métodos. Dentro
de los métodos tradicionales, se encuentran los cultivos en medios selectivos y la
posterior caracterizacion de colonias mediante pruebas bioquimicas. Estos métodos
requieren mayor inversion de tiempo para obtener los resultados. EI método ideal debe

tener una alta especificidad y al mismo tiempo ser rapido y econémico (18).

11.2.4.1. Cultivos microbiolégicos

Este procedimiento es utilizado para realizar deteccion, aislamiento e identificacion de

Salmonella spp..
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Enriquecimiento selectivo: Se realiza en medios liquidos de enriquecimiento, los cuales
promueven el crecimiento de bacterias compatibles con Salmonella spp. e inhiben la
proliferacion de bacterias intestinales y coliformes. Este paso vendria a ser la primera
etapa para la deteccion de Salmonella spp.. Dentro de los medios liquidos, encontramos
(18):

e (Caldo de Tetrationato: Medio selectivo que provee fuente de carbono,
nitrégeno, vitaminas y aminoacidos. También contiene sales biliares que inhiben
microorganismos Gram positivos, ademas, el tetrationato es formado por la
reaccion del tiosulfato con la solucion yodo-yoduro que inhibe la proliferacion de
bacterias de la flora fecal.

e Caldo Selenito Cistina: Contiene selenito de sodio que actlia como inhibidor de
microorganismos Gram positivos y retarda el desarrollo de otras bacterias Gram
negativas, como las coliformes. También contiene el aminoécido L-Cysteina, que
modera el efecto toxico del selenito, a la vez aporta radicales sulfuros y favorece
el crecimiento de Salmonella spp.. Ademas, contiene peptonas que aportan
amino&cidos, vitaminas y sales minerales esenciales. Finalmente, contiene lactosa

que acttia como fuente de energia.

Medios selectivos: Esta etapa permite la diferenciacion de colonias de Salmonella spp,
deteniendo el crecimiento de otras bacterias. Dicha diferenciacion radica en la
composicion de los medios, como por ejemplo la presencia de sustancias inhibitorias, que

permiten aislar y diferenciar colonias de Salmonella spp.. con aspectos caracteristicos.

Estos medios selectivos pueden ser: Agar MacConkey, Agar Salmonella-Shigella (SS),
Agar Triple Azucar Hierro (TSI), Agar Lisina Hierro (L1A), Agar Verde Brillante, Agar
Entérico Hekton, entre otros, siendo los medios mas empleados: Agar XLD, Agar SB
(18)(19).

11.2.4.2. Pruebas bioquimicas

Dentro de las pruebas microbiolégicas, las pruebas bioquimicas permiten determinar las

caracteristicas metabolicas de las bacterias a identificar. Entonces, tras haber obtenido,
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en las pruebas microbioldgicas, las presuntas colonias morfolégicamente compatibles
con Salmonella spp. se procede a realizar las diferentes pruebas bioquimicas (ver Tabla
4)

Cabe resaltar que al igual que las pruebas microbioldgicas, estas pruebas también tienen
un tiempo de espera prolongado para poder leer los resultados, que varia entre 18 a 48h.
No obstante, algunas de estas pruebas bioquimicas pueden realizarse de forma rapida tras
incubacion de 2 a 6h (19).

Tabla 4. Presuntas colonias morfolégicamente compatibles con Salmonella spp.

RESULTADO
TEST NEGATIVO POSITIVO
ONPG Incoloro Amarillo
ADH Amarillo Rojo/anaranjado
LDC Amarillo Rojo/anaranjado
oDC Amarillo Rojo/anaranjado
CIT Verde palido/Amarillo Azul-verde/azul
H2S Incoloro/grisaceo Deposito negro/fin liserado
URE Amarillo Rojo/anaranjado
TDA* Amarillo Marron-rojizo

Incoloro/verde
*
IND palido/amarillo Rosa

VP Incoloro Rosa/rojo

GEL No difusion Difusion pigmento negro
GLU Azul/azul verdoso Amarillo/amarillo grisaceo
MAN Azul/azul verdoso Amarillo

INO Azul/azul verdoso Amarillo
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SOR Azul/azul verdoso Amarillo
RHA Azul/azul verdoso Amarillo
SAC Azul/azul verdoso Amarillo
MEL Azul/azul verdoso Amarillo
AMY Azul/azul verdoso Amarillo
ARA Azul/azul verdoso Amarillo

*Prueba inmediata

11.2.4.3. Métodos moleculares de identificacion bacteriana

Dado que las pruebas microbioldgicas y bioquimicas presentan ciertos inconvenientes en la
identificacion, ya que no todas las cepas de una misma especie presentan caracteristicas
homogéneas, sino que una misma cepa puede generar distintos patrones en ensayos repetidos,
ademas, existen limitaciones en las bases de datos de dichas pruebas. Los métodos
moleculares a través del tiempo se han desarrollado, siendo estos métodos mas sensibles,

especificos y de un tiempo de deteccion mucho mas corto.
— Meétodos de extraccion y purificacion del ADN

La aplicacion de métodos moleculares empieza con la extraccion de ADN integro y puro. La
pureza y el rendimiento de los &cidos nucleicos extraidos son un elemento clave para el
rendimiento en aplicaciones posteriores, tales como la PCR y la secuenciacion molecular
(19) (20).

Los Kits de extraccién de ADN genémico manual varian dependiendo del tipo de muestra.
Entre ellas tenemos al kit de extraccion Powersoil, que se utiliza para aislar altos
rendimientos de ADN microbiano no puro de todo tipo de suelos, tales como lodos, arcilla,
compost, etc. Por otro lado, tenemos el kit de extraccion Promega, que se utiliza para aislar

ADN microbiano a partir de cepas puras.

Durante la purificacion del ADN, todas las muestras pasan por una serie de etapas en comudn

de manipulaciones: lisis celular, limpieza, inactivacion de nucleasas, union de &cidos
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nucleicos, lavado y elucion. El acido nucleico debe purificarse sin ningun contaminante,

incluidas proteinas, &cidos nucleicos no deseados u otros componentes no deseados (20) (21).

Pruebas Moleculares - Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

A lo largo del tiempo se han desarrollado métodos méas especificos y sensibles para

detectar Salmonella spp. Siendo uno de estos métodos la PCR (Reaccion en Cadena de

la Polimerasa), reaccién enzimatica in vitro que amplifica millones de veces una

secuencia especifica de ADN durante varios ciclos repetidos en los que la secuencia

blanca es copiada. Para esta reaccion ocurra, es necesario la actividad de la enzima ADN

polimerasa que trabaja a altas temperaturas y tiene la capacidad de sintetizar naturalmente
el ADN de las células (22) (23) (24).

Los elementos necesarios para esta reaccion son:

El molde (ADN), la secuencia de ADN que se va a amplificar.

La enzima ADN polimerasa, tiene como funcion sintetizar las nuevas cadenas de
ADN que llevan la secuencia blanco.

Los primers, son secuencias de oligonucleétidos que delimitan la secuencia
blanco que se desea amplificar y son complementarios a esta.

Los nucledtidos libres, desoxirribonucleétidos trifosfatados (dNTPs: adenina,
timina, guanina y citosina) necesarias para la union complementaria de las
cadenas sintetizadas.

El i6n magnesio (Mg®), un exceso de este ion tiende a producir amplificaciones
inesperadas, mientras que concentraciones insuficientes generan un bajo
rendimiento.

Solucion amortiguadora o buffer que regula el pH de la reaccion para el
funcionamiento de la ADN polimerasa, puede ser: Acido acético, Tris, EDTA
(TAE).

H->O (agua destilada), disolvente de la reaccion.

Todos estos elementos van a interactuar en tres principales etapas de las que se compone

la PCR: desnaturalizacién, hibridacion y extension.
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e Desnaturalizaciéon: Las cadenas de ADN son separadas debido a las altas
temperaturas (95°C) durante 20 - 30 segundos. Una vez que las cadenas estan
separadas, se prosigue al siguiente paso.

e Hibridacién: Los primers se alinean al extremo 3’ de las cadenas obtenidas en la
desnaturalizacion y se unen a su secuencia complementaria en el ADN molde, es
importante que la temperatura de hibridacion sea 6ptima, para ello debe oscilar
entre 50 - 60°C.

e Extension: ElI ADN polimerasa actua sobre la cadena sintetizada
(complementaria) a partir de la cadena molde y los primers. Dicha enzima inicia
una reaccion catalitica; es decir, sintetiza una nueva cadena de ADN
complementaria a la hebra molde, se adicionan los ANTP’s complementarios para
formar las cadenas completas de ADN. Este paso se realiza a una temperatura de
72°C, puesto que es la temperatura Optima para cumplir su funcién de dicha

enzima (25).
I11. HIPOTESIS
La técnica molecular de la PCR del gen hilA es una prueba confirmativa méas rapida y

especifica para la deteccion de Salmonella spp. que las pruebas microbioldgicas con base a

la normatividad mexicana para la disposicion segura de lodos residuales.

IV. OBJETIVOS

V.1 OBJETIVO GENERAL

- Demostrar que la PCR del gen hilA es una herramienta técnicamente eficaz y
alterna a las pruebas confirmativas (microbioldgicas y bioguimicas)
establecida por la norma mexicana, NOM-004-SEMARNAT-2002, para la

deteccion de Salmonella spp. en lodos residuales.
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V.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- ldentificar Salmonella spp. mediante las pruebas microbioldgicas, en los
agares selectivos XLD y SB, como también por medio de pruebas
bioquimicas, API-20E, con base en los pardmetros establecidos en la NOM-
004-SEMARNAT-2002 en lodos residuales.

- Comparar la PCR del gen hilA con las pruebas microbioldgicas para la
confirmacion de presencia de Salmonella spp. en lodos residuales.

- ldentificar Salmonella spp., aisladas en agares XLD y SB, mediante la

secuenciacion del gen 16S rRNA.

V. METODOLOGIA

V.1 Marco legal

El marco legal de este proyecto estd basado en la normatividad mexicana NOM-004-
SEMARNAT-2002 en donde se siguieron los protocolos indicados para la identificacion de

Salmonella spp. en muestras de lodos y biosolidos.

V.2. Toma de muestra del lodo primario

La toma de muestra de lodo residual primario se realiz6 aproximadamente a las 11:00 am
cada 15 dias durante los meses de marzo y abril del afio 2022 en la Planta de Tratamiento de
Aguas Residuales (PTAR) Cerro de la Estrella, ubicada en la colonia San Juan Xalpa en
Iztapalapa, Ciudad de México-México. Se utilizd un balde esterilizado de 4L para sacar el
lodo y llenar una galonera esterilizada de 20L, previamente se tamizO para retirar las
particulas de grandes dimensiones, para ello se empled un tamiz de 0.5 cm, con la finalidad
de obtener una consistencia de lodo uniforme. A continuacion, la galonera fue llevada al

laboratorio del Instituto de Ingenieria Ambiental a condiciones de temperatura de 4°C para
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su posterior tratamiento. Se tomaron un total de 4 muestras, las cuales se denominaron como

lote 1, lote 2, lote 3y lote 4.

V.3. Concentracion del lodo

El lodo extraido de la PTAR se dejé sedimentar aproximadamente por 18h en el cuarto frio
del Laboratorio del Instituto Ingenieria Ambiental a una temperatura de 4°C. Transcurridas
las 18h, se retird el sobrenadante con una jeringa y una manguera, posteriormente se

almacend en bidones.

V.4, Enriquecimiento y aislamiento de Salmonella spp. en agares selectivos

Las pruebas de enriquecimiento y aislamiento se realizaron siguiendo los protocolos para la
cuantificacion de Salmonella spp. de la Norma Mexicana NOM-004-SEMARNAT-2002.
Sin embargo, es importante resaltar que algunas etapas del procedimiento se han adaptado
para los fines de este proyecto. Como es el caso de las diluciones sucesivas, el cual es un
procedimiento que se usa para la cuantificacién de Salmonella spp. por el método de Nimero
Mas Probable (NMP), pero en este proyecto no se realizd la cuantificacion, sélo la
identificacion.

El enriquecimiento se realiz6 inoculando 20 mL de lodo primario en 36 mL de Caldo de
Tetrationato, luego se agité suavemente utilizando un vortex a 800 rpm, seguidamente se

incubd por 24 horas a 37 °C.

Luego, transcurrido el tiempo de incubacion, se prepararon las diluciones sucesivas (107, 10°
2,103, 10"y 10°) transfiriendo 1 ml de Caldo de Tetrationato (previamente inoculado con
lodo primario) en 9 ml de agua de dilucion. En cada dilucién se homogeneizé agitando
ligeramente (800 rpm) con un vortex. Es importante efectuar la agitacion siempre de la misma
manera, para obtener resultados comparables y utilizar una pipeta estéril diferente, para cada

una de las diluciones.
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Como medio selectivo se utilizé el caldo de Selenito Cistina, para ello se adiciona por
triplicado 1 ml de cada una de las diluciones preparadas en tubos conteniendo caldo selenito

cistina correctamente etiquetados, seguidamente se incubé durante 24 horas a 41°C.

Finalizado este tiempo, se observo el cambio de coloracion en la muestra. Un color
anaranjado se considera resultado positivo o en caso contrario, negativo. A partir de los tubos
positivos, se realizo el aislamiento de las colonias mediante la siembra por estria sobre la
superficie de placas de los medios diferenciales selectivos Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD)
y Sulfito de Bismuto (SB), se incubd durante 24h a 37°C. Transcurrido el tiempo, se
identifico aquellas colonias que presentaban una morfologia tipica de Salmonella spp. como

también las que no.

En la siguiente Tabla 5 se muestra la interpretacion de los resultados de colonias sospechosas
para Salmonella spp. en medios selectivos segun la NOM-004-SEMARNAT-2002

Tabla 5. Interpretacion de los resultados de colonias sospechosas para Salmonella spp. en
medios selectivos segun la NOM-004-SEMARNAT-2002.

AGAR CONTROL POSITIVO
SB Colonias negras con o sin brillo metalico, rodeadas de un halo
café que posteriormente se transforma en negro.
VB Colonias rojas o rosas rodeadas del medio rojo.
XLD Colonias rojas, generalmente presentan el centro negro.
SS Colonias translucidas, transparentes 1 opacas y algunas veces
con centro negro.
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V.5. Pruebas Bioquimicas

Es importante resaltar que las pruebas bioquimicas son cominmente reconocidas como una
parte integral de las pruebas microbioldgicas, debido a su papel en la identificacion y
caracterizacion de microorganismos. En esta etapa, para la identificacion bioguimica, con
ayuda de un asa de siembra se recogio la muestra del agar selectivo donde creci6 la colonia
sospechosa para Salmonella spp. y se sembrd por estria en una placa que contenia agar
nutritivo. Se incub6 a 35°C+0,2°C durante 24 horas, esto con la finalidad de tener las colonias
mas aisladas.
Pasado este lapso, a partir de las colonias correctamente aisladas, se realiz6 la Tincion Gram,
posteriormente se observo la coloracion y las caracteristicas morfo-coloniales de la cepa. En
el caso de la obtencidon de bacterias Gram negativas, se procedid a realizar las pruebas
bioquimicas (API-20E). Es importante mencionar que solo se realizaron 8 pruebas API-20E
debido a un tema logistico. El criterio para escoger las cepas fue aquellas que en medios
selectivos (agares XLD y SB) presentaban caracteristicas no tipicas para Salmonella spp.,
adicionalmente se escogieron 2 cepas con caracteristicas morfologicas tipicas de Salmonella
spp..
Se suspendio el crecimiento obtenido en 5 mL de solucién salina de NaCl 0.85%,
seguidamente se homogeneiz6. A continuacion, se procedié a inocular en el sistema API-
20E conforme la siguiente metodologia:

- Los tubos de las pruebas CIT, VP, GEL fueron llenados hasta la clpula con la

suspension bacteriana.
- Los demaés tubos de las pruebas fueron llenados, pero no hasta las ctpulas.
- Las clpulas de las pruebas ADH, LDC, ODC, URE y H2S fueron llenadas con aceite
mineral estéril para obtener anaerobiosis.
- Incubar a 35£2°C por 18-24 h.

Pasado el tiempo de incubacion se afiadieron los reactivos en los tubos correspondientes y
posteriormente se interpretaron los resultados, es decir se generd un codigo de identificacion

caracteristico para cada especie.
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Finalmente, para la determinacién del género y especie de la cepa aislada, se consulté el
Manual de API para su identificacion.

V.6. Prueba Molecular

Las pruebas moleculares fueron realizadas en el Laboratorio de Biologia Molecular del
Instituto de Ingenieria Ambiental, el cual tiene ambientes diferenciados y adecuados para
cada experimento.

Se inici6 la prueba aumentando la biomasa de las cepas aisladas inoculando en tubos con 10
mL de caldo BHI con ayuda de un asa de siembra; posteriormente, los tubos se incubaron a
36°C de 24 horas. Se extrajo ADN a partir de 1 ml de cultivo en caldo BHI con el Kit de
Extraccion Promega siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacién, se midio la
pureza del ADN recientemente extraido utilizando el equipo Nanodrop. Una vez que se
verifico la obtencidn de una buena calidad y cantidad del ADN con el equipo ya mencionado
se procedi6 a realizar la PCR mediante el siguiente procedimiento:

- Se encendio la luz UV de la cabina de flujo laminar para PCR entre 20-30 minutos,
conteniendo micropipetas, puntas de 10 uL, 20 uL y 1000 uL, tubos Eppendorf de 0.2
mL, guantes, marcador indeleble y deméas materiales necesarios para la prueba
molecular.

- Transcurrido el tiempo indicado, se procedio a esterilizar con alcohol la superficie
para evitar cualquier contaminacion como posibles trazas de ADN.

- A continuacion, se procedio a descongelar los reactivos. Una vez que estos fueron
descongelados, se mantuvieron en coolers con hielo para evitar la degradacion de
dichos reactivos.

- Se preparé la PCR en la cabina de flujo laminar con puntas con filtro esterilizados de
la siguiente manera: En un tubo Eppendorf esterilizado (un tubo Eppendorf por cada
muestra de ADN) se adicionaron 5 uL de GoTaq Green Master Mix, 0.5 uL de cada
primers (forward y reverse), 2 uL del ADN de la muestra y 2 uL de Agua MiliQ.
Luego se sometid a una agitacion ligera utilizando el vortex.

- Los tubos Eppendorf preparados fueron colocados en el termociclador y se programé

a las condiciones ya establecidas para el gen a usar.
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En tanto se realizaba la amplificacion, se preparé el gel de agarosa. Para ello se peso6
0,25 g de agarosa, disolviéndose en 25 ml de Tris Acetato-EDTA (TAE) para lograr
una concentracion del 1%. A continuacion, se calentd en un microondas por 1 minuto
para que se disuelva, observando que no se formen burbujas.

Se esperaron unos minutos para que la solucién de agarosa se enfriara un poco y se
le adiciono 2,5 uL de gel red, reactivo fluorescente que se intercala entre los pares de
bases de los &cidos nucleicos. Es importante almacenar dicho gel 1o menos expuesto
alaluz.

Se consider6 el ADN de Salmonella Enterica 35664 como control positivo,
Escherichia coli ATCC 25922 como control negativo y como control de reactivo
Agua MiliQ. Una vez realizado la amplificacion en el termociclador, se llevo el gel a
la cdmara de electroforesis conteniendo el tampon TAE para poder llevar a cabo la
electroforesis (luego de haber colocado las muestras y el marcador de peso molecular)
a 115 voltios por 20 minutos.

Transcurrido el tiempo indicado, se transporté el gel de agarosa al fotodocumentador,
en donde se pudo realizar la visualizacion del ADN amplificado. En la PCR del gen
hilA se observé un amplicon aproximadamente a 200 pb, mientras que para la PCR

del gen 16S rRNA, se observd un amplicon a 1500 pb.

PCR del gen hilA

Para realizar la PCR del gen hilA, se utiliz6 el GoTag-Green Master Mix y los primers: hilA-

Forward y hilA-Reverse, los cuales fueron disefiados en un estudio previo (52), siendo la

secuencia de los primers la siguiente:

- hilAF: 5 CAACCTACGACTCATACA 3
- hilAR: 5 GCGTAATTGATCCATGAG 3'
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Las condiciones usadas para la amplificacion del gen hilA fueron las siguientes:
Tabla 6. Condiciones para la amplificacion del gen hilA.

Proceso Temperatura (°C) | Tiempo (minutos)
Desnaturalizacion inicial 95 5
Desnaturalizacion 95 1
Alineacion 65 1
Extension 72 1
Extension final 72 10
NuUmero total de ciclos 30

PCR del gen 16S rRNA

La PCR 16S-rRNA se realizo a partir de los ADN extraidos, se amplifico el gen 16S-rRNA
utilizando los primers 27F y 1492R, los cuales fueron disefiados en un estudio previo (53),
siendo la secuencia de los primers la siguiente:

- 27F: 5' AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3

- 1492R: 5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3'

El experimento se realiz6 bajo los siguientes parametros:

Tabla 7. Condiciones para la amplificacion del gen 16S-rRNA

Proceso Temperatura (°C) | Tiempo (minutos)
Desnaturalizacion inicial 95 7
Desnaturalizacion 95 1
Alineacién 55 1
Extension 72 1
Extension final 72 10
Numero total de ciclos 30
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A continuacion, se realiz6 una corrida de amplicones obtenidos en la PCR 16S-rRNA en gel
de Agarosa. Se purificd los productos de PCR usando el QIAquick PCR Purification Kit-
QIAGEN siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, los productos de PCR
purificados fueron enviados a servicios externos en Macrogen-Korea para su secuenciacion

por el método de Sanger utilizando el primer 1942R.

Una vez que se obtuvo las secuencias se siguio el siguiente procedimiento:

- Se analizd la calidad de las secuencias mediante la visualizacion de los
cromatogramas con el software BioEdit 7.0.5.3.

- Las secuencias fueron exportadas en formato fasta y reunidas en un bloc de notas.

- Serealiz6 un alineamiento de secuencias con el Software Clustal X 2.1 y se exportd
el alineamiento en formato fasta.

- Las secuencias alineadas fueron recortadas en los extremos con el software SeaView
5.0.1; en el extremo izquierdo se recortaron alrededor de 15 pb y en el extremo
derecho alrededor de 150 pb que corresponden a picos no especificos segun el paso
1. Las secuencias alineadas-recortadas fueron exportadas en formato fasta.

- Se eliminaron los gaps de las secuencias alineadas-recortadas con el software Clustal
X 2.1y se exportd las secuencias en formato fasta.

- Se realizé la asignacion taxonémica de las secuencias recortadas sin gaps mediante
la herramienta en linea BLAST del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica
(NCBI) disponible en https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi.
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VI. RESULTADOS

Los resultados descritos a continuacion muestran los resultados de los 4 lotes de lodos
primarios evaluados. En la determinacion de Salmonella spp. con caldo de Selenito-Cistina,
se observo un vire a color naranja, lo cual fue indicativo de la posible presencia de Salmonella
spp. en lodos primarios. A partir de estos resultados obtenidos, se pudo aislar 23 cepas, es
decir las pruebas microbioldgicas nos permitieron identificar 23 colonias mediante el uso de
2 medios de cultivos selectivos para Salmonella spp. (XLD y SB). En el medio XLD se logré
aislar 13 cepas, de las cuales se pudo identificar que 5 cepas presentan caracteristicas
morfologicas de Salmonella spp. las 8 cepas restantes presentan caracteristicas morfoldgicas
desconocidas. Y en medio SB se aisl6 10 cepas, de las cuales se pudo identificar que 7
presentan caracteristicas morfoldgicas de Salmonella spp. las 3 cepas restantes presentan

caracteristicas morfologicas desconocidas. Los resultados se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Resultados de las pruebas microbioldgicas de los 4 lotes de lodos primarios.

N° Lote N Medio Morfologia macroscopica

Cepa
LOTE1 C1 XLD Colonia roja con centro negro. Tipica de Salmonella
LOTE1 C2 XLD Colonia puntiforme, color crema. No tipica para Salmonella
LOTE1 C3 XLD  Colonia puntiforme, color crema mas claro. No tipica para Salmonella
LOTE1 C4 SB Colonia negra con brillo metélico. Tipico de Salmonella
LOTE2 Ci1 SB Colonia negra con brillo metélico. Tipico de Salmonella
LOTE2 C2 XLD Colonia roja con centro negro. Tipica de Salmonella
LOTE2 C3 XLD  Coloniacircular, color crema con brillo. No tipica para Salmonella
LOTE2 C4 XLD Colonia puntiforme, color crema. No tipica para Salmonella
LOTE2 C5 SB Colonia negra sin brillo metalico. Tipico de Salmonella
LOTE2 C6 SB Colonia negra con bordes irregulares. No tipico de Salmonella
LOTE3 C1 XLD Colonia roja con centro negro. Tipica de Salmonella
LOTE3 C2 XLD Colonia puntiforme, color crema. No tipica para Salmonella

LOTE3 C3 XLD  Coloniacircular, color crema con brillo. No tipica para Salmonella
LOTE3 C4 SB Colonia negra con brillo metalico y halo café. Tipico de Salmonella

LOTE3 C5 SB Colonia puntiforme marrén claro. No tipico de Salmonella
LOTE3 C6 SB Colonia negra con brillo metélico. Tipico de Salmonella
LOTE3 C7 XLD Colonia roja con centro negro. Tipica de Salmonella
LOTE3 C8 XLD  Coloniacircular, color crema con brillo. No tipica para Salmonella
LOTE4 C1 SB Colonia negra sin brillo metalico. Tipico de Salmonella
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LOTE4 C2 SB Colonia puntiforme marrén claro. No tipico de Salmonella
LOTE4 C3 SB Colonia negra con brillo metélico. Tipico de Salmonella
LOTE4 C4 XLD Colonia roja con centro negro. Tipica de Salmonella
LOTE4 C5 XLD  Coloniacircular, color crema con brillo. No tipica para Salmonella

Por otro lado, se caracterizaron taxondmicamente 8 cepas mediante el uso de una prueba
bioguimica miniaturizada API-20E. Los resultados se presentan en la Tabla 9. La cepa C2
del Lote 1, C2 y C3 del Lote 2 y C4 del Lote 3 fueron identificadas como Salmonella spp., a
diferencia de la C4 y C6 del Lote 2 y C5 del Lote 3 fueron identificadas como Providencia

stuartii y C5 del Lote 4 fue identificada como Proteus mirabilis.

Tabla 9. Resultados obtenidos en la prueba bioquimica miniaturizada AP1-20E realizada en

las 8 cepas.

Identificacion

N T

LOTE 1 C1l XLD --

LOTE 1 C2 XLD Salmonella spp.
LOTE 1 C3 XLD --

LOTE 1 C5 SB -

LOTE 2 C1l SB -

LOTE 2 C2 XLD Salmonella spp.
LOTE 2 C3 XLD Salmonella spp.
LOTE 2 C4 XLD Providencia stuartii
LOTE 2 C5 SB -

LOTE 2 C6 SB Providencia stuartii
LOTE 3 C1 XLD --

LOTE 3 C2 XLD --

LOTE 3 C3 XLD --

LOTE 3 C4 SB Salmonella spp.
LOTE 3 C5 SB Providencia stuartii
LOTE 3 C6 SB -

LOTE 3 Cc7 XLD --

LOTE 3 C8 XLD --

LOTE 4 C1 SB -

LOTE 4 Cc2 SB -

LOTE 4 C3 SB -

LOTE 4 C4 XLD --

LOTE 4 C5 XLD Proteus mirabilis
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VI.1 Prueba de amplificabilidad del ADN

El ADN utilizado para la prueba de especificidad para Salmonella spp. de la PCR del gen
hilA fue previamente extraido de 15 bacterias resistentes a antibidticos (no Salmonella spp.)
aisladas de lodos primarios de la PTAR Cerro de la Estrella. Debido a que el ADN se
encontraba en conservacion a -20 °C. Primero se realizd una prueba para conocer si aun era
amplificable; para ello, se realiz6 una PCR del gen 16S rRNA utilizando los primers 342F y
907R (ver Figura 2)
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Raoultella ornithinolytica
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Escherichia coli
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Enterobacter sp.
Citrobacter freundii
Klebsiella oxytoca
Escherichia coli
Salmonella enterica
Escherichia coli

Stenotrop
H:0 (-)
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Figura 2. Prueba de amplificabilidad del ADN para géneros distintos a Salmonella spp..
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VI.2. Prueba de especificidad de la PCR del gen hilA

Posteriormente se realizd la PCR con los primers hilA F: 5 CAACCTACGACTCATACA
3‘y hilAR: 5' GCGTAATTGATCCATGAG 3°.

Como se muestra en la Figura 3, el gen hilA amplifica para Salmonella enterica (donde se
observa una banda muy marcada) y no para otras especies bacterianas aisladas a partir de los

lodos primarios, aunque, se observa una banda tenue para Diaphorobacter nitroreducens.

Stenotrophomonas acidaminiphila
| Acinetobacter calcoaceticus
Raoultella ornithinolytica
Diaphorobacter nitroreducens
Chelatococcus daeguensis

S
Q
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S
g
3
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S
Q
g
3
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=
o
Q

Pseudomonas putida

| Aeromonas hydrophila
Escherichia coli
Clostridium perfringens
Dechloromonas sp
Enterobacter sp.
Citrobacter freundii

Wy Klebsiella oxytoca

W Escherichia coli

S. enterica (+)

Figura 3. Prueba de especificidad de la PCR del gen hilA.

VI1.3. PCR del gen hilA para las cepas bacterianas aisladas de lodo primario

Los resultados de la PCR del gen hilA realizada a las cepas aisladas en las pruebas
microbioldgicas, provenientes de lodos primarios, se presentan en la Figura 4, se encuentra
sefializado por 4 recuadros de diferentes colores, siendo el recuadro rojo para identificar a las
cepas obtenidas del lote 1, el recuadro naranja para identificar a las cepas del lote 2, el
recuadro verde para identificar a las cepas del lote 3 y el recuadro celeste para identificar a

las cepas del lote 4.

Debido a los primers usados para el gen hilA en esta prueba, para todas aquellas cepas que
amplifican se observa una Unica banda (amplicon) de una longitud de 200 pb (Figura 4).

Respecto a los resultados de amplificacion, se observaron 3 tipos: bandas que amplifican,
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bandas que no amplifican y bandas que amplifican tenuemente, esta ultima es considerada
como un resultado negativo. En el lote 1, se observa que todas las cepas (C1, C2, C3y C4)
amplifican. En el lote 2, amplifica para las cepas C1, C2 y C3, en las cepas C4 y C6
amplifican tenuemente, y en cuanto a la C5, no se le realizé la PCR. Respecto al lote 3, las
cepas C1, C3, C4, C5y C7 amplifican, a diferencia de la cepa C2 que no amplifica, a la C6
no se le realizo la prueba, la C8 amplifica tenuemente. En cuanto al lote 4, las cepas C1, C3
y C4 amplifican, la cepa C2 no amplifica y la C5 amplifica tenuemente. Finalmente, se

observa un amplicon para el control negativo, E. coli.

o
-
—
O

)
c3L2
CAL2
C6L2
CIL3
C2L3
C3L3
CAL3
5
C7L3
CSL3
CiL4
L4
C3L4
CAL4
CSL4

Figura 4. PCR del gen hilA para las cepas bacterianas aisladas de LP. Los recuadros rojo,
amarillo, verde y azul representan los lotes 1, 2, 3y 4 respectivamente.

V14, Caracterizacion taxondmica mediante la secuenciacion del gen 16S-

rRNA

Las asignaciones taxondmicas se realizaron con base a los alineamientos con Nucleotide
BLAST de NCBI. Ademas, los porcentajes de identidad de estos Gltimos fueron altos; del 94

al 100%. Los resultados se observan en la Tabla 10.

Tabla 10. Resumen de resultados de pruebas microbioldgicas, bioquimicas y moleculares.
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N
Lote

N

Cepa

Maedio

Morfologia
macroscopica

Tincidn Identificacidn
Gram taxonomica API-20E

PCR con el
gen hilA

Idlentificacién taxondmica Porcentaje

hasacdos en el gen 165
FRIA

cle identicacd
{%) BLAST

Foto de la
colonia

LOTE 1

LOTE 1

LOTE 1

LOTE 1

C1

HD

HD

HD

3B

Colonia mja con centro
negrmo. Tipica de
Salmorell
Colonia puntiforme, alor
crema. Mo tipia para
Salmorelb
Celoni puntifeme, coler

crEme mAs cla e, Notipa mm
Saimore In

Colonia negra con brillo
metdlico. Tipico de
Salmorell

- Salmonella spp.

Amplifica
Amplifica
Amplifica

Amplifica

Salmonella enterica

Salmonella enterica

100.00

98,98

LOTE 2

LOTE 2

LOTE 2

LOTE 2

LOTE 2

LOTE 2

C1

3B

HD

HD

HD

3B

5B

Colonia negra con brillo
metdlico. Tipico de
Salmorelb
Colonia mja con centro
negrmo. Tipica de
Salmorelb
Colonia circular, color
crema con brillo. Mo
tipica para Salmorella
Colonia puntiforme, alor
crema. Mo tipia para
Salmorelb
Colonia negra sin brillo
metdlico. Tipico de
Salmorelb
Colonianegra con bordes
irregulares. Mo tipico de
Salmorella

- Solmonella spp.

- Solmonella spp.

- Providencia stuartil

- Providencia stuartii

Amplifica

Amplifica

Amplifica

Mo am plifica

Mo amplifica

Salmorella enterica

Salmorella enterica

Frovidencia spp.

Providencia spp.

100.00

100.00

100.00

100.00

LOTE 3

LOTE 3

LOTE 3

LOTE 3

LOTE 3

LOTE 3

LOTE 3

LOTE 3

C1

HD

HD

#D

3B

3B

3B

#D

HD

Colonia mja con centro
negro. Tipica de
Salmorelb
Colonia puntiforme, alor
crema. No tipia pam
Salmorelb
Caolonia circular, color
crema con brillo. Mo
tipica para Salmorella
Colonia negra con brllo
metdlicoy halo café.
Tipico de Salmorella
Colonia puntiforme
marmin claro. Mo tipico
de Salmorella
Colonia negra con brillo
metdlico. Tipico de
Salmorell
Colonia mja con centro
negro. Tipica de
Salmorell
Colonia circular, color
crema con brillo. Me
tipica para Salmorella

- Salmonella spp.

- Providencia stuartii

Amplifica

Mo amplifica

Amplifica

Amplifica

Amplifica

Amplifica

Mo am plifica

Salmaonella enterica

Enterobacter sp.

Providencia stuarti

Salrmonella =p.

Providencia stuarti

Salmonella enterica

Providencia stuartii

96.25

96,02

94,07

93,20

96,597

97.75

98,78

|

LOTE 4

LOTE 4

LOTE 4

LOTE 4

LOTE 4

C1

3B

3B

3B

HD

HD

Colonia negra sin brillo
metdlico. Tipico de
Salmorell
Colonia puntiforme
marrdn claro. Mo tipico
deSalmorella
Colonia negra con brillo
metdlico. Tipico de
Salmorell
Colonia mja con centro
negro. Tipica de
Salmorelb
Colonia circular, color
crema con brillo. Mo
tipica para Salmorella

- Proteus mirabitis

Amplifica

Mo amplifica

Amplifica

Amplifica

Mo am plifica

Salrmonella sp.

Providencia stuartif

Salmonella enterica

Proteus mirabilis

99,50

99,50

100.00

99,80
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VI.5. Anélisis estadistico Kappa

El andlisis estadistico Kappa se realizé tomando como referencia a la combinacién del API-

20E y del secuenciamiento del ADN del 16S rRNA con la PCR con el gen hilA, en las cuales

la variable fue la deteccion de Salmonella spp. y la no deteccion de Salmonella spp. Se

analiz6 un total de 17 cepas de los 4 lotes (Ver Tabla 11).

API-20E y
PCR 165 rRNA

Los resultados del analisis estadistico fueron los siguientes:

> Kappa=0.761

Tabla 11. Analisis estadistico Kappa

PCR hilA
Salmonella spp. | No Salmonella spp. Total
Salmonella spp. 9 0 9
No Salmonella spp. 2 6 8
Total 11 6 17

> SE de kappa = 0.154
> Intervalo de confianza del 95%: De 0.458 a 1.000
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VII. DISCUSION

El contenido de Salmonella en los lodos primarios se debe a que las aguas residuales
provienen de las aguas residuales domeésticas; es decir, Salmonella spp. estad presente en
varios alimentos de consumo cotidiano como carne de pollo, res, cerdo, huevos, frutas,
vegetales e incluso en los alimentos procesados (26) (27) y las heces de pacientes con
Salmonellosis, ya que la bacteria se aloja en el intestino de animales y humanos y es
expulsado a través de éstas, generando su propagacion (50) (51). Al realizar nuestras
actividades cotidianas desechamos las aguas servidas a los desaglies con una elevada carga
bacteriana (incluida Salmonella spp.), estas aguas contaminadas llegan a las PTAR, donde el
tratamiento primario de estas implica la sedimentacion de la materia suspendida en las aguas

y genera lodos primarios con microorganismos patdégenos como Salmonella spp.

Respecto a los resultados obtenidos en los cultivos con el caldo de selenito cistina. Para todos
los lotes del lodo primario, se obtuvo un cambio de coloracion de color amarillo palido a
naranja con presencia de turbidez, este resultado se interpreta como un resultado positivo
para la presencia de Salmonella spp. o alguna otra bacteria que se vea favorecido por ese
medio. Es importante destacar que este cambio de color no es especifico para Salmonella
spp., debido a que otras bacterias también pueden producir sulfuro de hidrégeno y generar
un resultado positivo (35). Ademas, es importante resaltar que las muestras de lodo primario
son muestras que contienen diversas bacterias (39). En ese sentido, es posible que un cambio
de color (resultado positivo) no sea exclusivo Salmonella spp., sino también pueden estar

presente otras bacterias productoras y no productoras de sulfuro de hidrégeno (32) (33) (34).

Los agares XLD y SB son agares selectivos (28); es decir, favorecen el crecimiento de
Salmonella spp.. El agar XLD es un medio selectivo diferencial, que se utiliza para aislar y
diferenciar patdgenos entéricos Gram negativos como Salmonella spp. y Shigella spp., de
modo similar, el agar SB es un medio selectivo que sirve para aislar e identificar
preliminarmente Salmonella spp. a partir de aguas residuales, suministros de agua, alimentos
y otros productos sospechosos de contener estos patdgenos. En ese sentido, se esperaria que
en estos dos medios se inhibiera el crecimiento de otras bacterias a excepcion de Salmonella

spp. y Shigella spp.(36)(37), sin embargo, al evaluar las caracteristicas de forma y color
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(morfologia macroscdpica), ver Tabla 10, se observo que crecieron bacterias con fenotipos
distintos a los esperados para Salmonella spp. (Ver la Tabla 5). Estos resultados nos indicaron
que los agares XLD y SB no fueron tan selectivos y favorecen el crecimiento de otras
bacterias, incluso hay estudios en los que el agar XLD es usado para cultivar bacterias del

género Proteus (38).

La PCR del gen hilA se pudo haber realizado directamente del lodo primario utilizando el kit
de extraccion PowerSoil, sin embargo en experimentos previos se demostré que no
amplificaba el mencionado gen, probablemente debido a que la cantidad de ADN en el medio
no era lo suficiente para ser detectado por la PCR, es por ello que se optd por el
enriquecimiento de las cepas en medios como Caldo de Tetrationato y Selenito Cistina, tal y
como lo indica la NOM-004-SEMARNAT-2002.

Previo a la prueba de la PCR del gen hilA a las muestras obtenidas, se realizo la prueba de
amplificabilidad (Figura 2) y la prueba de especificidad (Figura 3) para tener un control
negativo y positivo adicionalmente. Las muestras de ADN no pertenecen a ninguna bacteria
obtenida en los lotes 1, 2, 3y 4, sino que fueron obtenidas a partir de lodo primario en un
proyecto de caracterizacion de analisis metataxonémica “Removal of bacterial pathogens and
antibiotic resistance bacteria by anaerobic sludge digestion with thermal hydrolysis pre-
treatment and alkaline stabilization post-treatment™ (39), es por ello que se realiz6 la prueba
de PCR del gen hilA para comprobar la amplificabilidad del ADN de dichas bacterias. Esta
prueba dio como resultado que los ADNs de las bacterias obtenidas en el proyecto
mencionado aun se encontraban amplificables y viables para realizar la prueba de
especificidad con el gen hilA. Estos resultados se muestran en la Figura 3, donde se observa
una banda ligera que pertenece a la especie Diaphorobacter nitroreducens, cabe mencionar
que dicha especie no se manipul6 junto al ADN de Salmonella spp. a diferencia de este

proyecto.

Respecto a la banda tenue que se observa para Diaphorobacter nitroreducens, indica que el
gen hilA estaba presente en el ADN de esta especie, por lo que nos da un indicio de la baja
especificidad de dicho gen para serovares de Salmonella, sin embargo, la literatura cientifica

menciona que este gen pertenece a la Isla de Patogenicidad 1 (SPI-1) de Salmonella spp., por
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lo que no podria encontrarse en otras bacterias. Cabe resaltar que las muestras de los estudios
mencionados no fueron tan contaminadas como lo son los lodos residuales (40) (41) (42).
Adicionalmente, en la literatura cientifica no se encontrd informacién de que este gen hilA
forme parte del ADN de Diaphorobacter nitroreducens, lo que nos da sospecha que
probablemente el gen hilA haya sido adquirido por transferencia horizontal de genes por estas
bacterias ya que estas muestras fueron extraidas de lodos primarios, en las cuales se pueden
encontrar una variedad de bacterias incluidos Salmonella spp. Otra posibilidad es que el ADN

de estas bacterias encontradas hayan sido contaminadas con el gen hilA.

Los resultados que se muestran en la Figura 4, las cuales corresponden a la PCR del gen hilA,
muestran que amplifica para las cepas C1-L1, C2-L1, C3-L1, C4-L1, C1-L2, C2-L2, C3-L2,
C1-L3, C2-L3, C3-L3, C4-L3, C5-L3, C7-L3, C1-L4, C2-L4, C3-L4 y C4-LA4. Estas bandas
que amplifican indican que el gen hilA estaba presente en Salmonella spp. e incluso en
bacterias identificadas como Providencia stuartii, y Proteus mirabilis. No es de esperar que
el gen hilA se encuentren en bacterias que no son Salmonella, debido a que este gen forma
parte de la Isla de Patogenecidad 1 en bacterias de la especie Salmonella enterica y sus
diferentes serovares, también se observa que amplifica nuestro control negativo (E. Coli);
una de las razones probables de este resultado puede ser debido a que en alguna etapa del
procedimiento experimental haya habido una contaminacién, ya que la PCR es una técnica
muy sensible (49). Dicha contaminacion pudo haber sucedido durante la preparacion de la
reaccion de PCR, una de las fuentes de contaminacion pudo provenir directamente de las
muestras bioldgicas analizadas. Probablemente al trabajar con el ADN de aquellas cepas que
no son Salmonella_spp. conjuntamente con el ADN de Salmonella spp., esta Ultima pudo
contaminar el ADN de las demas muestras, generando amplicones inespecificos; como es el
caso de las bandas tenues de las cepas: C4-L2, C6-L2, C8-L3 y C5-L4, estas bandas
probablemente se deban a una posible contaminacion con una muestra minima de material
genético de Salmonella spp. hacia otras cepas diferentes a Salmonella spp. previo a la PCR.
La literatura cientifica menciona que las bandas tenues pueden deberse a diversos factores
como por ejemplo la baja concentracion del material genético, la degradacion del ADN o que
el ADN se haya salido por un extremo del gel (55). En esta investigacion, probablemente se

deba a una baja concentracion de material genético, esto debido a una contaminacion con el
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gen hilA hacia otras muestras que no contienen este gen. Es por ello que en esta investigacion,
las bandas tenues han sido consideradas como resultados negativos.

Es importante el uso de guardapolvos y manguillas desechables, asi como guantes de talla
adecuada para evitar una contaminacion cruzada en esta etapa del procedimiento
experimental. Ademas, se deben abrir cuidadosamente los microtubos para evitar una posible

contaminacion.

Otra posibilidad del porqué se encontro el gen hilA en otras bacterias que no son Salmonella
spp. es porque probablemente el gen hilA pudo haber sido transferido horizontalmente desde
Salmonella hacia las otras bacterias. Cabe precisar que los lodos son muestras que contienen
gran diversidad de bacterias, en las cuales hay mucha interaccién entre las bacterias y el
medio, es decir se encuentra en un estado dinamico. Estudios recientes han demostrado que
cuando las bacterias sufren estrés fisico-quimico, las membranas celulares se vuelven mas
permeables, lo que genera que se promueva la transferencia horizontal de genes (43) (44)
(45) (46) (47). En ese sentido, es probable que este fendmeno haya ocurrido con el gen hilA,
ya que se encontrd este gen en bacterias que no son Salmonella spp.. Adicionalmente, es
importante resaltar que el gen hilA, es parte de las islas genémicas (SPI) de Salmonella spp.,
adquiridas por microorganismos a través de transferencia genética horizontal. Estas SPI se
encuentran en organismos patdgenos, pero no en organismos no patdgenos de especies
relacionadas. Estas se caracterizan por ser elementos genéticos moviles de entre 10 y 200 kb,
y pueden contener genes que contribuyen a la virulencia del patégeno (48).

Algunos estudios de PCR del gen hilA para la deteccion de Salmonella spp. en muestras de
alimentos como huevos de aves de corral y carnes, asi como muestras de sangres (diagndstico
de fiebre entérica por Salmonella spp.) han mostrado una alta sensibilidad y especificidad
(41) (49) (52). A diferencia del presente estudio, en el cual se trabajé con muestras de lodos
residuales, las cuales se encontraban muy contaminadas y con una elevada carga bacteriana.
Adicionalmente, otro estudio propone la PCR del gen invA para la deteccion de Salmonella
spp., en este caso el estudio fue realizado en muestras de lechugas, en donde sugiere el uso
del gen invA para futuros estudios de deteccion de Salmonella spp. en alimentos y agua

contaminada, la cual es de interés para la salud publica (54).
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Por otro lado, los resultados que se muestran en el Anexo 1, sobre la PCR del gen 16S rRNA,
nos permiti6 identificar a las 17 cepas bacterianas aisladas de lodos primarios. Existen 3
cepas interesantes (C2 y C3 del Lote 1y C3 del Lote 2), las cuales en el analisis morfoldgico
de las cepas en las pruebas microbiologicas mostraron que aparentemente no se trataba de
Salmonella spp., sin embargo, en la PCR del gen 16S rRNA, estas cepas fueron identificadas
como Salmonella spp.. Un resultado parecido se obtuvo en la prueba bioquimica y la PCR
del gen hilA, que identificd a las cepas C2 del Lote 1y C3 del Lote 2 como Salmonella spp..
Este resultado refuerza la hipotesis de que las pruebas microbiolégicas no son tan confiables

para la identificacion de Salmonella spp. en lodos primarios.

Adicionalmente, la PCR del gen 16S rRNA nos brind6 informacion sobre el porcentaje de
identidad de las cepas. Un porcentaje de identidad bajo es indicativo de que probablemente
se encuentre contaminada con el ADN de otras bacterias. Como se muestra en el Anexo 3,
en el segmento de ADN 270 a 320 pb de la secuencia del gen 16S rRNA de una cepa
encontrada en un lodo tratado que fue ajeno a este estudio, donde se observan picos
inespecificos (traslapados entre si), lo cual da un indicio que estamos tratando con mas de un
ADN bacteriano. A diferencia de lo que se observa en el anexo 4, en el segmento de ADN
de 270 a 320 pb de la secuencia del gen 16S rRNA de C2-L1, en donde se observan picos
mas uniformes y definidos, lo cual es un reflejo del alto porcentaje de identidad (94% - 100%)

como se obtuvieron en este estudio.

Son necesarios méas estudios que demuestren la transferencia horizontal de genes en lodos
primarios durante el tratamiento de aguas residuales, como es el caso del gen hilA, asi como
investigaciones (secuenciacién genomica) que demuestren que dicho gen puede estar

contenido en el ADN de bacterias como Providencia stuartii y Proteus mirabilis.

Finalmente, los resultados obtenidos al realizar el andlisis estadistico Kappa tomando como
referencia a la combinacion del API-20E y del secuenciamiento del ADN del 16S rRNA con
la PCR con el gen hilA se obtuvo un coeficiente de correlacion de 0.761, este valor del
coeficiente de correlacion nos indica que hay un acuerdo sustancial entre ambas técnicas para
detectar Salmonella spp. en lodos residuales. Un valor de Kappa >0.8 indicaria un acuerdo

perfecto entre ambas técnicas, por el contrario un valor de Kappa<0.000 nos indicaria un
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desacuerdo total entre ambas técnicas. El resultado obtenido en este analisis estadistico
Kappa ( Kappa = 0.761) es coherente, ya que las pruebas bioquimicas API-20E y la PCR son
especificas para la deteccion de Salmonella spp, ademas esta Gltima técnica, incluso es mas
sensible y especifica para detectar la presencia de Salmonella spp. en una muestra de lodo

residual mediante la deteccion del gen hilA en una muestra de material genético. (49).
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VIII.

CONCLUSIONES

Las pruebas microbioldgicas, en los medios selectivos agar XLD y SB, nos
permitieron identificar preliminarmente Salmonella spp. Estos resultados fueron
confirmados mediante las pruebas bioguimicas API-20E.

La PCR del gen hilA es una prueba alterna confirmativa a las pruebas microbiol6gicas
para la deteccion de Salmonella spp. en muestras de lodo primario.

El andlisis estadistico de Kappa entre las pruebas API-20E combinado con el
secuenciamiento del ADN 16S rRNA y la PCR con el gen hilA para identificar
Salmonella spp. en lodos primarios mostr6é una correlacion sustancial.

La secuenciacion del gen 16S rRNA a partir de las cepas aisladas en agares XLD y
SB permitio identificar Salmonella spp. y otras bacterias encontradas, con un elevado

grado de porcentaje de identidad.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios de repetibilidad para identificar las posibles causas
(contaminacion, transferencia horizontal, entre otros) del porqué se encontré el gen
hilA en el ADN de bacterias que no son Salmonella spp.

Se recomienda realizar la secuenciacion genoémica del ADN de cada cepa identificada
en muestras de lodo primario, con el fin de corroborar la presencia del gen hilA dentro
del ADN de dichas cepas.

Se recomienda ser meticulosos durante el desarrollo de los procedimientos
experimentales. Ademas, es importante el uso de mandiles y manguillas desechables,
guantes de talla adecuada, de igual manera se recomienda trabajar en ambientes
diferenciados y adecuados para cada procedimiento con el objetivo de disminuir el

riesgo de contaminacion de la muestra.
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XIl.  ANEXOS

Anexo 1. Resultado de la secuenciacion del ADN de las cepas encontradas por el método de

Sanger utilizando el gen 16S rRNA.

CEPA NOMBRE CIENTIFICO Q. cover Identidad Long: de
(%) (%) secuencia (pb)
C2-L1 Salmonella enterica 100 100 985
C3-L1 Salmonella enterica 100 98.98 985
C2-L2 Salmonella enterica 99 100 977
C3-L2 Salmonella enterica 100 100 977
C4-L2 Providencia sp. 100 100 977
Ce6-L2 Providencia sp. 99 100 977
C1-L3 Salmonella enterica 94 96.25 1000
C2-1.3 Enterobacter sp. 99 96.02 1000
C3-L3 Providencia stuartii 96 94.07 998
C4-L3 Salmonella sp. 100 99.9 1020
C5-13 Providencia stuartii 96 96.97 1000
C7-L3 Salmonella enterica 97 97.75 1027
C8-13 Providencia stuartii 96 08.78 1000
C1-L4 Salmonella sp. 100 99.9 966
C2-L4 Providencia stuartii 99 99.9 987
C3-L4 Salmonella entérica 99 100 1010
C5-L4 Proteus mirabilis 100 99.8 1010
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Anexo 2. Segmento de ADN de 270 a 320 pb de la secuencia del gen 16S rRNA de una cepa
extraida de lodo tratado.
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270 280 290 300 310 320
AGGTCATAAGGGGCAGGAT AATTTGACTTCTCCCCCCCTTTCCTCCGGTTTGTCA

Anexo 3. Segmento de ADN de 270 a 320 pb de la secuencia del gen 16S rRNA de C2-L1
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270 280 290 300 310 320
TGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGAT GACTTGACGT CATCCCCACCTTCCTCC
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