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INTRODUCCION

El agua es el componente mas importante de nuestro planeta y ocupa el 70% de su
superficie. Pero, a pesar de ello, menos del 3% es agua dulce y 66% de este porcentaje
resulta de muy dificil acceso. Por lo que unicamente algo menos del 1% del volumen total

es de facil disponibilidad (WHO, 2006)

El agua de consumo humano ha sido definida en las Guias de Calidad del Agua de Bebida
de la Organizacion Mundial de la Salud- OMS (OMS, 1985) como “adecuada para
consumo humano y para todo uso doméstico habitual incluida la higiene personal”. El agua
no debe presentar ninguin tipo de riesgo que pueda causar irritacion quimica, intoxicacién o

infeccidon microbiologica que sea perjudicial a la salud humana (Vargas, 1996).

El agua es un factor que puede convertirse en un vehiculo para la adquisicion de diversas
enfermedades en el ser humano. Actualmente, existen descritas mas de 20 enfermedades en
las que el agua actiia directa o indirectamente en su aparicion, algunas de ellas con alto

impacto en términos de morbilidad y mortalidad (Sanchez Pérez, et al. 2000).

Conocer la calidad microbioldgica del agua resulta de gran relevancia, dado el riesgo
asociado con la ingesta de agua contaminada con bacterias patdogenas, virus, protozoarios y

helmintos provenientes de las heces fecales de humanos y animales (WHO, 2003).

La calidad del agua se refiere a las condiciones en que se encuentra el agua respecto a
caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas, en su estado natural o después de ser
alteradas por el accionar humano. El concepto de calidad del agua ha sido asociado al uso
del agua para consumo humano, entendiéndose que el agua es de calidad cuando puede ser

usada sin causar dafio (WHO, 2003).

En este contexto, se considera que el agua es de buena calidad cuando estd exenta de
sustancias y microorganismos que sean peligrosos para los consumidores y estd exenta de
sustancias que transmitan sensaciones sensoriales desagradables para el consumo, como el
color, el olor, el sabor o turbiedad. La importancia de la calidad del agua radica en que el
agua es uno de los principales medios para la transmision de muchas enfermedades que

afectan a los humanos (Rose y Grimes, 2001).
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El monitoreo que se realiza para evaluar la calidad del agua desde el punto vista
microbiologico, en donde, es practicamente imposible medir los organismos presentes; por
ello se ha desarrollado un método en el que se consideran bacterias indicadoras. Este es un
Grupo de bacterias cuya funcion es mostrar evidencia de contaminacion fecal proveniente
de animales de sangre caliente. Los criterios para considerar un organismo como indicador
son: a) que el indicador esté presente cuando el patdogeno también lo esté; b) que el
indicador esté presente en grandes cantidades en materia fecal; ¢) que el indicador
responda a condiciones ambientales o procesos de tratamiento de manera similar a los
patdgenos de interés; d) que el indicador sea facil de aislar, identificar y enumerar; e) que
exista una relacion alta indicador-patégeno; f) que el indicador y el patégeno deben

provenir de la misma fuente, esto es del tracto gastrointestinal (Gerba, 2000).

Asi, el grupo de bacterias coliformes se aplica como prueba general de monitoreo de
calidad del agua y se ha utilizado en todo el mundo a lo largo de los ultimos 100 afios para
llevar a cabo estudios de agua potable, contaminacion de sistemas acuaticos, fuentes de
contaminacion de aguas residuales crudas y sistemas de tratamiento de aguas residuales y
aguas recreativas (Rose y Grimes, 2001). También se han propuesto otros microorganismos
para ser usados como indicadores alternativos; tal es el caso del grupo Enterococos y

Escherichia coli, entre otros (Scott et al., 2002).

Hay estudios en los que se evalua la calidad del agua de consumo humano, entre estos

podemos mencionar.

En el 2002, Marchand Pajares, de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Mayor de San Marcos, realizé un estudio, en las que se investigd a los Microorganismos
indicadores de la calidad del agua de consumo humano en Lima Metropolitana, en
esta investigacion que se realizo entre Junio y Diciembre del 2000, se analizaron 224
muestras de agua del sistema de almacenamiento y distribucion de agua en inmuebles y 56
muestras de agua provenientes de pozo. De estas el 17,86% de las muestras de agua de
inmuebles y 73,68% de las muestras provenientes de pozos no cumplieron con las normas
microbiologicas. Ademas de los indicadores tradicionales se encontré Pseudomona

aeruginosa y Estreptococos fecales, hallindose estos microorganismos en muchos de los
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casos, en ausencia de coliformes. Concluyendo que estos dos microorganismos indicadores
pueden ser utilizados como indicadores complementarios de la calidad del agua de uso

humano (Marchand Pajares, 2002)

Zavalaga Talledo, de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann en el 2012, realizé
un estudio con el titulo Calidad Microbiolégica y Fisico — Quimica del agua
embotellada en la ciudad de Tacna, PerQ. En esta investigacion se evaluaron 11 marcas
de agua que fueron seleccionadas por ser las de mayor consumo y publicidad. Los
parametros analizados (E. coli, Coliformes totales, Pseudomonas aeruginosa, pH, turbidez,
color, conductividad, sélidos totales disueltos, cloruros, sulfatos, dureza total, sodio,
aluminio, arsénico, hierro, manganeso y boro) se compararon con los limites establecidos
en la NTS N° 071 — MINSA/DIGESA-V.01 del 2008 (“Norma Sanitaria que Establece los
Criterios Microbiolégicos de Calidad Sanitaria e Inocuidad para los Alimentos y Bebidas
de Consumo Humano™) y el DS N° 031-2012-SA del 2011 (“Reglamento de la Calidad del
Agua para Consumo Humano”). La recoleccion de las muestras se llevdo a cabo en 4
distritos seleccionados (Distrito de Tacna, Distrito Cnel. Gregorio Albarracin Lanchipa,
Distrito de Ciudad Nueva y Distrito de Pocollay) y en diferentes fechas a través de un
muestreo al azar. Se analizd pardmetros fisicoquimicos y microbiologicos relevantes para

la salud humana y exigida por normas existentes (Zavalaga Talledo, 2012).

Los resultados indicaron que el 63,63% de las marcas analizadas no cumplen con la
realidad requerida para este tipo de productos; por lo que se recomienda que el ministerio
de salud no solo elabore y apruebe una norma de calidad para las aguas envasadas segun la
realidad actual, sino también amplie los requisitos que se piden para el registro de estos
productos como son los parametros fisicoquimicos y asi asegurar la calidad de agua

embotellada que consume la poblacion de Tacna (Zavalaga Talledo, 2012).

Otro estudio, realizado por Vanegas Urey y Rojas Hernandez en el 2014, con el titulo
Evaluacién de la calidad de agua de los grifos de la Facultad de Ciencias Quimicas
mediante Métodos Bioldgicos y Fisicoquimicos, Febrero - Mayo 2014. En esta
investigacion se realizé el ensayo microbiologico del Numero mas probable y se comprob6

la ausencia total de Coliformes fecales y totales en cada una de las muestras por lo tanto
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estan dentro de los limites permisibles segun lo declarado por el reglamento de la calidad
de agua para consumo humano en esta prueba, sin embargo se determiné la presencia de
Pseudomona aeruginosa en la muestra 2 y 4, lo que implica que ambas muestras no son
aptas para consumo humano por la alta patogenicidad de esta bacteria una vez que es

injerida y alojada en el cuerpo humano. (Vanegas Urey, Rojas Herndndez, 2014)

El peligro mds comun y difundido, relativo al agua de consumo humano es el de su
contaminacion microbiana con aguas servidas y excretas del hombre y de los animales. Si
dicha contaminacién es reciente y se hallan microorganismos patdgenos, es posible que
dichos microorganismos se encuentren vivos y con capacidad de producir enfermedad.
(VERGARAY y MENDEZ, 1994). Para controlar los peligros se aplican criterios (guias y
estandares) para normar la calidad de las aguas; éstos establecen requisitos que deben
satisfacer las aguas para que puedan ser destinadas al consumo humano sin que afecten su
salud. El cumplimiento de los requisitos de calidad sanitaria debe reducir en forma
significativa los riesgos de contraer enfermedades infectocontagiosas (INHEM, CUBA,
1992). Sin embargo, si los requisitos de calidad sanitaria no son los adecuados, careceran
de importancia para proteger y controlar la calidad del agua y su aplicacion no cumplird

con los objetivos previstos.

El agua de consumo inocua, segin se define, no ocasiona ningun riesgo significativo para
la salud cuando se consume durante toda una vida, teniendo en cuenta que el personal
docente y administrativo lleva afios laborando en esta facultad y que los alumnos pasan la
mayor parte del tiempo en estas areas, sumado a eso, en este mismo afio, se contaminaron
las tuberias de agua potable, ya que hubo una mala manipulacién de los sistemas de
distribucion del agua de consumo en el Campus médico, por lo tanto es de suma
importancia conocer la calidad microbiolégica en las que se encuentra esta agua que es
ingerida dia a dia. Es por eso que este trabajo de investigacion nos daré los datos exactos
desde el punto de vista microbiologico en que se encuentran el agua de consumo,

especificamente en el area de la Facultad de Ciencias Quimicas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La presencia de microorganismos en el agua potable y la formacion de biopeliculas en
los sistemas de distribucion producen la contaminacion bacteriologica. Las biopeliculas
se forman en las tuberias de los sistemas de distribucion cuando las células microbianas
se adhieren a las superficies de las tuberias y se multiplican para formar una capa de
limo, las cuales son microambientes dindmicos, con procesos tales como metabolismo,
crecimiento y formacion de productos. La tasa de formacion de las biopeliculas
dependen de las propiedades fisicoquimicas de la interface, rugosidad de la superficie y
los factores fisioldgicos de los microorganismos fijados, como: bacterias heterotroficas
(coliformes totales y fecales), oportunistas, resistentes a los antibioticos y a los
desinfectantes, pigmentadas, hongos, protozoarios y otros invertebrados. (USEPA,

1992).

El conocer la calidad del agua de esta institucion nos ayudara a determinar la potabilidad
de la misma, basandonos en la falta de mantenimiento, a la mala manipulaciéon de los
Sistemas de distribucion y que estas tuberias han sido usadas desde los afios 70, se

sospecha de una posible contaminacion del vital liquido.

Por tal razén nuestro problema es: (El agua que consume la comunidad universitaria de la
Facultad de Ciencias Quimicas reune las caracteristicas de potable con base a la Norma

NTON 09 003-99 y las Norma Regional Capre, para Agua Potable?
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la calidad microbioldgica del agua de grifos de la Facultad de Ciencias Quimicas
de la UNAN - Leon (Campus Médico), mediante la norma NTON 09 003-99 y las
Norma Regional Capre, para Agua Potable. Marzo — Octubre 2016.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la presencia de Coliformes Fecales y Totales mediante el Método del

Numero mas Probable en las muestras en estudio.

2. Detectar la presencia de Bacterias Aerobias Mesofilas, Escherichia coli y

Pseudomona aeruginosa.

3. Comparar los resultados obtenidos con los limites especificados por la norma

NTON 09 003-99 y las Norma Regional Capre, para Agua Potable.
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MARCO TEORICO

El agua es el componente mas importante de nuestro planeta y ocupa el 70% de su
superficie. Pero, a pesar de ello, menos del 3% es agua dulce y 66% de este porcentaje
resulta de muy dificil acceso. Por lo que unicamente algo menos del 1% del volumen total

es de facil disponibilidad (WHO, 2006).

El agua es esencial para sustentar la vida y debe hacerse disponible a todos los seres
humanos un abastecimiento seguro y accesible. El acceso mejorado del agua de bebida
segura suele producir beneficios tangibles a la salud, por lo que los abastecedores deben
hacer el esfuerzo de obtener una calidad de agua inocua a la salud de los consumidores

(WHO, 2006).

El agua de bebida segura, no representa ningun riesgo significativo a la salud durante la
expectativa de vida del ser humano, sin embargo, los recién nacidos, nifios, personas
debilitadas o aquellas que viven bajo condiciones antihigiénicas y ancianos, son los mas

susceptibles de ser afectadas por la calidad del agua (WHO, 2006).

La gran mayoria de los problemas de salud relacionados con el agua es resultado de la
contaminacién microbiana por bacterias, virus, protozoarios u otros agentes bioldgicos. No
obstante, un niimero apreciable de consecuencias puede ocurrir como resultado de la

contaminacion quimica del agua de bebida (WHO, 2006).

La obtenciéon y el mantenimiento de la calidad del agua y de los servicios de
abastecimiento no solo es responsabilidad del abastecedor, ni del o6rgano de salud
encargado de vigilancia, sino de una serie de instituciones comprometidas con la seguridad
del agua, conduciendo que la calidad del agua sea una responsabilidad de toda la sociedad

(WHO, 20006)

La gestion preventiva para asegurar la calidad del agua de bebida debe tomar en cuenta las
caracteristicas del suministro de agua desde la cuenca hasta el consumidor. A menudo,
muchos aspectos de la gestion de la calidad del agua de bebida estdn fuera de la

responsabilidad directa del proveedor y por ello es necesario tener un enfoque



Evaluacion de la Calidad Microbioldgica del Agua de Consumo en Ciencias Quimicas

multiinstitucional para asegurar que las agencias vinculados directa e indirectamente con el
abastecimiento de agua participen en la gestion de su calidad, aunque estas desempefien

diferentes funciones (WHO, 20006).

El agua es un elemento vital para la existencia humana, de su uso adecuado depende
nuestra salud, alimentacion y produccion agricola (Gray, N.F. 1996). El utilizar agua
contaminada en la preparacion de alimentos u otras actividades nos podria producir un

gran nimero de casos de infeccion (Fernandez, E. 1981)

A nivel mundial alrededor de 1,8 millones de personas mueren cada ano debido a
enfermedades diarreicas (incluido el colera); un 90% de esas personas son nifios menores
de cinco afios, principalmente procedentes de paises en desarrollo. Ademas se ha estimado
que el 88% de las enfermedades diarreicas son producto de un abastecimiento de agua

insalubre, de un saneamiento y una higiene deficientes (OMS, 2004).

CONTAMINANTES DEL AGUA

Existe gran nimero de contaminantes del agua que pueden clasificarse en:
Microorganismos patdgenos. Son bacterias, virus, protozoos y otros organismos que
transmiten enfermedades, como cdlera y tifoidea. Estos microorganismos llegan al agua en
heces y otros restos organicos que producen las personas o animales infectados (Haas

Mora, 2010).

Desechos organicos. Son el conjunto de residuos naturales producidos por los seres vivos.
Incluyen heces fecales y otros materiales que pueden ser descompuestos por bacterias
aerdbicas (bacterias que utilizan oxigeno en los procesos de descomposicion). Cuando este
tipo de desechos se encuentra en exceso, la proliferacion de bacterias agota el oxigeno, y

los organismos ya no pueden vivir en esta agua (Haas Mora, 2010).

Substancias quimicas inorgénicas. En esta clasificacion se agrupan acidos, sales y
metales pesados. Estos contaminantes, en cantidades altas, pueden causar graves dafios a

los organismos e incluso su muerte (Haas Mora, 2010).
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Nutrientes vegetales inorganicos. Este tipo de nutrientes, solubles en agua, son esenciales
para el desarrollo de las plantas; sin embargo, su acumulacion excesiva produce el
crecimiento desmesurado de algas y otros organismos, provocando la eutrofizacion del
agua. Cuando estos organismos y plantas mueren, los microorganismos los degradan, y
consumen el oxigeno existente en el agua, lo que provoca que estas aguas se vuelvan

andxicas (pobres en oxigeno) y sea imposible la vida en ellas (Haas Mora, 2010).

Compuestos orgénicos. Son moléculas que poseen carbono como base de su estructura.
Estos compuestos, sintéticos en su mayoria, son detergentes, disolventes, plaguicidas,
aceites, gasolinas y otros productos derivados del petroleo. Estos compuestos poseen
complejas estructuras moleculares, dificiles de degradar por los microorganismos (Haas

Mora, 2010).

Sedimentos y materiales suspendidos (detritos). Pequenas particulas del suelo son
arrastradas al agua y provocan que se enturbie, es decir, disminuyen la visibilidad y el paso
de la luz a través de ella, al aumentar la cantidad de materiales en suspension. Con el

tiempo, este proceso provoca el azolvamiento de cuerpos de agua (Haas Mora, 2010).

Substancias radiactivas. Son elementos radiactivos o is6topos, que pueden encontrarse de
manera natural en los lugares o ser vertidas en ellos antropogénicamente. La acumulacion
de estas substancias en los tejidos de los seres vivos provoca deformaciones, enfermedades

y muerte (Haas Mora, 2010).

Contaminacion térmica. Algunas fuentes de energia, como las termoeléctricas o las
nucleoeléctricas, y algunos procesos industriales liberan agua caliente en cuerpos de agua,
lo que provoca la disminucidon de oxigeno en el agua y la afectacion de los organismos que

ahi habitan (Haas Mora, 2010).

IMPORTANCIA SANITARIA DEL ESTUDIO MICROBIOLOGICO DEL AGUA.
El agua para consumo humano puede estar contaminada por microorganismos patogenos
de origen fecal como virus, bacterias, y parasitos. Muchas enfermedades importantes se

asocian a contaminacion del agua por desechos humanos. Algunas de éstas enfermedades,
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como las gastrointestinales, ocupan lugares preponderantes como causa de mortalidad
infantil en lugares donde la pobreza y la desnutricion son comunes, siendo los nifios el
grupo de la poblacién mas afectado. Las enfermedades parasitarias causan debilidad
cronica llevando al individuo a un mayor riesgo de sufrir infecciones por otros

microorganismos.

La materia fecal contiene una gran cantidad de bacterias, casi siempre inofensivas, algunas
de éstas son utilizadas como indicadores de contaminacion fecal. En la mayoria de
infecciones por bacterias entéricas patdgenas existe el estado de portador sano, por lo que
en las comunidades donde estas infecciones son comunes, una proporcion de individuos
sanos seran foco de excrecion de bacterias patdogenas, este estado de portador puede variar

de unas semanas hasta toda la vida del individuo.

MICROORGANISMOS PATOGENOS TRANSMITIDOS POR EL AGUA

Por lo general, los agentes patdogenos pertenecen al grupo de los microorganismos, que se
transmiten en las heces excretadas por individuos infectados o por ciertos animales. De
forma que las enfermedades transmitidas por el agua se suelen contraer al ingerirlos en

forma de agua o de alimentos, contaminados por esas heces (via fecal-oral) (Mondaca J.A,

Campos A.V. 2001)

Los patégenos humanos transmitidos por el agua incluyen muchos tipos de
microorganismos tales como: bacterias, virus, protozoos y, en ocasiones, helmintos
(lombrices), todos ellos muy diferentes en tamafio, estructura y composicion (Mondaca

J.A, Campos A.V. 2001)

Bacterias transmitidas por el agua (Véase Anexo N° 1).

Shigellae dysenteriae

Causa la disenteria (diarrea sangrante), una enfermedad que se manifiesta con fiebres

altas, sintomas toxicos, retortijones, pujos intensos e incluso convulsiones.( Mondaca J.A,

Campos A.V. 2001)

10
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Salmonella typhi

Es un bacilo que causa la fiebre tifoidea, una enfermedad sistémica grave que puede dar
lugar a hemorragia o perforacion intestinal. Aunque el agente de la fiebre tifoidea puede
transmitirse también por alimentos contaminados y por contacto directo con personas
infectadas, la forma mas comun de transmisiéon es a través del agua.( Mondaca J.A,

Campos A.V. 2001)

La fiebre tifoidea ha sido practicamente eliminada de muchas partes del mundo,
principalmente como resultado del desarrollo de métodos efectivos para tratar el agua

(Mondaca J.A, Campos A.V. 2001).

Salmonella spp.
Agente de salmonelosis, enfermedad més frecuente que la fiebre tifoidea, pero

generalmente menos severa. ( Mondaca J.A, Campos A.V. 2001)

Vibrio cholerae

Agente etiologico del colera, se transmite habitualmente a través del agua. Sin embargo,
también puede transmitirse por consumo de mariscos u hortalizas crudas. La enfermedad
ha sido practicamente eliminada en los paises desarrollados gracias a la eficaz

potabilizacion del agua. (Mondaca J.A, Campos A.V. 2001)

Escherichia coli
Generalmente las cepas de E. coli que colonizan el intestino son comensales, sin embargo
dentro de esta especie se encuentran bacterias patogenas causantes de una diversidad de

enfermedades gastrointestinales. (Mondaca J.A, Campos A.V. 2001)
Dentro de los E. coli patégenos se incluyen: E. coli enteropatogenico, E. coli

enterotoxigénico, E. coli enteroinvasivo, E. coli enterohemorragico, E. coli

enteroadherente, E. coli enteroagregativo. (Mondaca J.A, Campos A.V. 2001)
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ENFERMEDADES RELACIONADAS CON EL AGUA
Los riesgos vinculados al deterioro y escasez de agua pueden clasificarse en las siguientes
categorias: (Mondaca J.A, Campos A.V. 2001)

» Los transmitidos por el agua (Véase Anexo N° 2)

» Con base en el agua

» Vectoriales relacionadas con el agua

A causa de las enfermedades de origen hidrico y el interés de controlarlas, los estudios
bacteriologicos del agua se han orientado, en su mayor parte, hacia sus aspectos sanitarios.
Uno de los criterios, utilizado para determinar la calidad sanitaria del agua, es la clase y
numero de bacterias que se encuentran presentes. En general, los métodos utilizados estan
disefiados para detectar el grado de contaminacion del agua con desechos de origen

humano y/o animal. (Mondaca J.A, Campos A.V. 2001)

MICROORGANISMOS INDICADORES

Tradicionalmente se han usado ensayos para la determinaciéon de microorganismos
indicadores mas que para la determinaciéon de patdogenos. Los métodos usados para el
aislamiento y el recuento de los microorganismos patdégenos en agua, alimentos, etc.
pueden no ser eficaces debido a que dichos microorganismos se encuentran en muy baja
cantidad, sobre todo en presencia de numeros altos de otros microorganismos, o tienen una

distribucion irregular en el producto. (Mondaca J.A, Campos A.V. 2001)

Aun cuando se cuenta con métodos sensibles, en general son largos y costosos; ademas,
hay patégenos que no pueden determinarse en laboratorios no especializados, como por
ejemplo, el virus de la hepatitis A. Estas dificultades han hecho que se utilicen grupos de
microorganismos de deteccion y cuantificacion mas faciles y cuya presencia en cierto
numero se considera como una indicacion de que la muestra estuvo expuesta a condiciones
que pudieron determinar la llegada a la misma de microorganismos peligrosos y/o permitir

la proliferacion de especies patogenas.( Mondaca J.A, Campos A.V. 2001)

Estos grupos de microorganismos se denominan “indicadores” (Mondaca J.A, Campos

A.V.2001).
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Estos son organismos habitualmente asociados al tracto intestinal (Mondaca J.A, Campos
A.V. 2001), cuya presencia en el agua indica que el agua ha recibido una contaminacion de

origen intestinal.

Bacterias aerobias
Las bacterias aerobias son todas las bacterias heterotrofas, aerobias o anaerobias

facultativas, mesoéfilas y psicotroficas capaces de crecer en un medio de agar nutritivo.

(APHA. 1998)

Este recuento de colonias es util para evaluar el estado de los recursos de agua en su origen
y la eficacia del proceso de tratamiento de las aguas destinadas al consumo humano e
indica la limpieza y el estado de los sistemas de distribucion. De igual modo, permite
detectar cambios anomalos en el nimero de microorganismos en la red de distribucion.
Asi, todo aumento repentino del numero obtenido puede advertir de la existencia de un

foco de contaminacion y requeriria su inmediata investigacion. (APHA. 1998)

COLIFORMES TOTALES Y FECALES

Coliformes

La denominacion genérica coliformes designa a un grupo de especies bacterianas que
tienen ciertas caracteristicas bioquimicas en comin e importancia relevante como

indicadores de contaminacion del agua, alimentos y superficies

Caracteres bioquimicos (Bell, Chris y Kyriaquides, Alec. 1998)
El grupo coliforme agrupa a todas las bacterias entéricas que se caracterizan por tener las
siguientes propiedades bioquimicas:
» Ser aerobios o anaerobias facultativas.
Ser bacilos Gram negativos.
Ser oxidasa negativa.

No ser esporogenas.

YV V YV VY

Fermentar la lactosa a 35°C en 48 horas, produciendo 4cido lactico y gas.
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Habitat del grupo coliformes

No todos los coliformes son de origen fecal, por lo que se hard necesario desarrollar
pruebas para diferenciar los a efecto de emplearlo como indicadores de contaminacion. Se
distinguen por lo tanto los coliformes totales que comprende la totalidad del grupo y los

coliformes fecales, aquellos de origen intestinal (Bell, Chris y Kyriaquides, Alec. 1998).

Desde el punto de vista de la salud publica esta diferenciacion es importante puesto que
permite asegurar con cierta certeza que la contaminacién que presenta el agua es de origen

fecal (Bell, Chris y Kyriaquides, Alec. 1998).

El grupo de microorganismos es adecuado como indicador de contaminacion bacteriana ya
que los coliformes:
» Son contaminantes comunes del tracto intestinal tanto de los hombres como de los
animales de sangre caliente, es decir, homeotermos.
» Permanecen por mas tiempo en el agua que las bacterias patdogenas.
» Se comportan de igual manera que los patdgenos en la manera de desinfeccion.
» Son ampliamente distribuidos en la naturaleza, especialmente en el suelo, semillas

y vegetales.

COLIFORMES TOTALES
Definicion.
Son bacterias de morfologia bacilar, gran aerobias o anaerobias facultativa no formadores

de endosporas, oxidasa negativa y que fermenta la lactosa con produccion de acido y gas

en 24-48 horas a 35 °C. (APHA. 1998)

COLIFORMES FECALES

Definicion.

Son bacterias coliformes, aerobias o facultativas anaerobias, Gram negativas, no
formadoras de esporas, forma bacilar y crece con lactosa y la fermentan a 44.5 °C £ 0.5 °C

con la produccion de 4cido y gas en 48 horas de incubacion. (Jawetz, E, 2010)
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Los miembros de este grupo se comportan como E. coli en relacion con las reacciones
bioquimicas y la morfologia de las colonias. Se diferencian de otros grupos de
microorganismos por la facultad que tienen de crecer en medios que contienen sales
biliares que actuan como agentes selectivos s6lo frente a microorganismos no entéricos.
Los coliformes comprenden al menos tres géneros: E. coli, Klebsiella Enterobacter. Como
los coliformes son habitantes comunes del tracto intestinal, su presencia en el agua puede
indicar una contaminacion fecal. Por ello, a los coliformes se les considera

microorganismos “indicadores” (Jawetz, E, 2010).

Hay tres niveles (fases) para el andlisis de coliformes en el agua

Prueba Presuntiva: esta prueba estima el recuento presuntivo de coliformes porque se
enumeran también las colonias que son similares a las de coliformes (por ejemplo, las que
producen acido o gas de la lactosa). Si un recuento presuntivo de coliformes es bajo, el
analista puede considerar que el producto es captable en relacion con esta prueba y puede
decidir no realizar analisis adicionales. En caso de elevados recuentos presuntivos de
coliformes, el analista puede guiarse por los resultados y optar para el segundo nivel
analitico (es decir, el de confirmacion) (Yousef, A. E., Carlstrom, C., 2006)

Prueba Confirmativa: esta prueba se realiza para confirmar el recuento obtenido en el
test presuntivo. La confirmacion se realiza cuando se someten a los coliformes presuntivos
a otras pruebas y los resultados son positivos. Por ejemplo, si la prueba presuntiva se basé
en la deteccion del gas producido por las bacterias fermentadoras de lactosa, la prueba
confirmatoria puede implicar la deteccion de la formacion de acido en condiciones mas
selectivas. La confirmacion del recuento de coliformes en agua puede llegar hasta el tercer

nivel (es decir, una prueba concluyente) (Yousef, A. E., Carlstrom, C., 2006)

Prueba concluyente: cuando se llega a esta fase, es necesario analizar al menos el 10 %
de los tubos que se confirmaron como positivos. La prueba concluyente se hace con
diferentes intenciones. Puede estar destinada a comprobar si los coliformes encontrados
son, o no, de origen fecal o para comprobar que E. coli estd representado entre los
microorganismos del recuento confirmado de coliformes. (Yousef, A. E., Carlstrom, C.,

20006)
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Escherichia coli

Generalidades

Es un bacilo que reacciona negativamente a la tincion de gram negativo, es anaerdbico
facultativo, movil por flagelos periticos (que rodean su cuerpo), no forma esporas, es capaz
de fermentar la glucosa y la lactosa, catalasa positiva y oxidasa negativa, produce de
manera tipica pruebas positivas la indol, produce hemolisis en agar sangre. El agar EMB se
utiliza para el aislamiento de enterobacterias gram negativas. La presencia del azul de
metileno inhibe a las bacterias gram positivas. Las colonias de Escherichia coli pueden
exhibir un brillo verde metalico caracteristico debido a la rapida fermentacion de la lactosa.
Reducen los nitratos a nitritos. El crecimiento a partir de pequefios indculos (100 células
por mililitro) se inicia a un intervalo de pH entre 4.4 y 8.8 a un rango biocinético de 9-
44°C y en gradientes salinos de 0-6.5% fermenta gran variedad de azlcares, tales como la
arabinosa, el manitol, la glucosa y la xilosa, produciendo una mezcla de acidos, etanol,
CO; e hidrogeno. No produce acetiletilcarbinol diacetilo. A pesar de que la beta-
galactosidasa se encuentra habitualmente presente, la lactosa solamente puede ser
fermentada después de mucho tiempo. La descarboxilacion y desaminacion de
aminoacidos se realiza de formas muy variables dependiendo de las cepas. Debido al
escaso numero de reacciones positivas caracteristicas, la diferenciacion entre cepas
recientemente aisladas de E. coli y cepas de los géneros Citrobacter, Enterobacter, Yersinia
y Shigella, puede precisar de otras reacciones, ademas de la fermentacion de la lactosa, las

pruebas IMViC y la tinciéon de Gram (ICMSF 2000).

Patogenia

La importancia de E. coli como patdégeno humano ha sido reconocida practicamente desde
su descubrimiento y el organismo ha sido relacionado con la diarrea (especialmente en
nifios), con la colitis hemorragica (HC), con la disenteria, con infecciones de la vejiga
urinaria y de los riflones, con la infeccion quirargica de las heridas, con la septicemia, con
el sindrome urémico hemolitico (HUS), con la neumonia y con la meningitis; algunas de
estas enfermedades acaban en muerte. Por lo general, cepas diferentes de E. coli estan
relacionadas con enfermedades clinicas diferentes. E. coli es habitualmente un
representante inofensivo de la micro flora comensal normal de la porcion distal (fina o
terminal) del tracto intestinal de las personas y de los animales de sangre caliente que, en

las personas, incluye a menos del 1% de esta poblacién en cantidades que varian desde 10°
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por gramo de heces. Aunque la mayor parte de las cepas de E. coli no son patdgenas, la
especie contiene cepas que son capaces de causar varios tipos de enfermedades, algunos
mortales, y se sabe que algunas de estas cepas son transmitidas por aguas. Las infecciones
de E. coli se transmiten por tres vias principales: directamente de los animales, que
incluyen los animales de granja y los animales domésticos de compafiia, mediante
propagacion persona a persona y por medio de alimentos o aguas contaminadas (ICMSF

2000).

Tratamiento

El uso de antibidticos es poco eficaz y casi no se prescribe. Para la diarrea se sugiere el
consumo de abundante liquido y evitar la deshidratacion. Cuando una persona presenta
diarrea no debe ir a trabajar o asistir a lugares publicos para evitar el contagio masivo. Sin
embargo en algunas patologias como la pielonefritis hay que considerar el uso de alguna

cefalosporina endovenosa.

Pseudomona aeruginosa

Generalidades

Estan constituidos por bastoncillos aerobios gramnegativo motiles, algunos de los cuales
producen pigmentos solubles en agua. Las Pseudomonas se encuentran distribuidas con
amplitud en el suelo, el agua, las plantas y los animales. La Pseudomona aeruginosa se
encuentra a menudo en niimeros pequefios en la flora intestinal normal y en la piel del ser
humano. Otras especies de Pseudomonas producen enfermedad con muy poca frecuencia.
La Pseudomona aeruginosa se encuentra distribuida con amplitud en la naturaleza, y es
frecuente descubrirla en los ambientes himedos de los hospitales. Pueden colonizar al ser
humano normal, en el cual es un microorganismo saprofito. Produce enfermedad en la

persona que tiene defensas anormales (Jawetz, E, 2010).

Morfologia e identificacion

Microorganismo tipico: La Pseudomona aeruginosa es motil y tiene forma de
bastoncillo, mide aproximadamente 0.6 x 2 um. Es una bacteria gramnegativo y se
encuentra de manera aislada, en parejas y, ocasionalmente, en cadenas cortas (Jawetz, E,

2010).
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Cultivo: La Pseudomona aeruginosa es un aerobio obligado que crece con facilidad en
muchos tipos de medios de cultivo, y produce en ocasiones un olor dulzéon o de uvas.

Algunas cepas hemolizan la sangre (Jawetz, E, 2010).

La Pseudomona aeruginosa forma colonias redondas lisas con color verdoso fluorescente.
Con frecuencia produce el pigmento azulado no fluorescente piocianina, que se difunde en
agar. Otras especies de Pseudomonas no producen piocianina. Muchas cepas de
Pseudomonas Aeruginosa elaboran también el pigmento florescente pioverdina (Jawetz, E,
2010).

Caracteristica del crecimiento: La Pseudomona aeruginosa crece bien a una temperatura
que oscila entre 37 a 42°C su crecimiento a 42°C ayuda a distinguirla de otra especie de

Pseudonomas (Jawetz, E, 2010).

Patogenia
La Pseudomona aeruginosa es patdogena solo cuando se introduce en zonas desprovistas

de defensas normales (Jawetz, E, 2010).

La bacteria se fija a las mucosas o a la piel y las coloniza, las invade de manera local y

produce enfermedad general (Jawetz, E, 2010).

METODOS DE ANALISIS

NUmero mas probable (NMP)

El método se basa en la inoculacion de alicuotas de la muestra sin diluir que pueden ser
volimenes de 50, 10 y 1 mL, 6 de 10, 1 y 0.1 mL, o diluida en caso necesario, en una serie
de tubos por triplicado o quintuplicado con un medio que contiene lactosa (caldo lactosado

o caldo lauril triptosa) (Mondaca J, M.A. Campos A, V. 2009).

La valoracion del contenido microbiano de una muestra de agua por el método del NMP

supone la utilizacion de tablas numéricas que tienen en cuenta los volumenes de agua y las
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cantidades de tubos sembrados en una o mas series (Mondaca J, M.A. Campos A, V.

2009).

Realmente consiste en tratar estadisticamente el nimero de tubos de cada serie sembrada
que resulten positivos después de su incubacion (Mondaca J, M.A. Campos A, V. 2009).

La técnica del NMP comprende siempre una prueba presuntiva y otra confirmativa.

Esto es asi porque una positividad en un tubo de la prueba presuntiva no indica
necesariamente la presencia del grupo bacteriano a determinar (coliformes totales,
Coliformes fecales o Estreptococos Fecales), sino tan solo es una presuncion, que habra de

confirmarse posteriormente (Mondaca J, M.A. Campos A, V. 2009).

Sin embargo, una negatividad en la prueba presuntiva permite dictaminar la ausencia de
dicho grupo bacteriano en el agua examinada. La denominada prueba presuntiva consiste
en una metodologia de tipo general para cualquier grupo de bacterias, mientras que la

prueba confirmativa es especifica (Mondaca J, M.A. Campos A, V. 2009).

Recuento de bacterias heterotroficas totales

Consiste en un método estandarizado para determinar la densidad de bacterias heterotrofas,
mesofilas aerobias y anaerobias facultativas en el agua. Asi se obtiene informacion Util que
se estudia junto con el indice de coliformes; también se usa para controlar un determinado
proceso en el tratamiento de agua o para verificar la calidad del agua tratada, luego de

recorrer toda la red de distribucion (Mondaca J, M.A. Campos A, V. 2009).

Este método se basa en contar el nimero de colonias desarrolladas en una placa de medio
de cultivo solido, en el que se ha sembrado un volumen conocido de agua muestra,

transcurrido un tiempo y una temperatura de incubacion determinados (Mondaca J, M.A.

Campos A, V. 2009).
Prueba de sustrato enzimatico
Para la deteccion simultanea de coliformes totales y Escherichia coli se puede utilizar la

prueba de sustrato enzimatico (Mondaca J, M.A. Campos A, V. 2009).
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En este caso, el grupo de coliformes totales incluye todas las bacterias que presentan la
enzima beta-D-galactosidasa, que hidroliza un sustrato cromogénico (por ejemplo, ONPG)
liberando el cromdégeno. Como E. coli se incluyen todas las bacterias que dan positiva la
reaccion de coliformes totales y que tienen actividad beta-glucuronidasa, que rompe el
sustrato fluorogénico (por ejemplo, MUG), liberando el fluorégeno. Este método permite
llevar a cabo tanto recuentos como ensayos de ausencia/presencia (Mondaca J, M.A.

Campos A, V. 2009).

Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas se basan en la habilidad de las bacterias de producir enzimas
facilmente detectables y en caracteristicas metabolicas especificas de cada
microorganismo. Con este fin, existen en el mercado una enorme variedad de medios de
cultivo diseflados no solo para permitir el crecimiento y multiplicacion de los
microorganismos, sino también para inhibir los de otros (medios selectivos) o resaltar
determinadas caracteristicas metabdlicas (medios diferenciales) (FDA 2000), (APHA
1998).

Estas enzimas involucradas en el metabolismo bacteriano, pueden ser evidenciadas en
medios de cultivo especiales que contienen los substratos sobre los cuales ellas actuan,
junto con un sistema indicador que va a poner de manifiesto la degradacion del substrato o

la presencia de un metabolito especifico (FDA 2000), (APHA 1998).

Prueba de la Catalasa

En los ambientes acuosos, que contienen oxigeno disuelto, como el citoplasma de las
células, aparecen formas toxicas derivadas del oxigeno. Las bacterias que viven en
ambientes aerobios necesitan un equipo enzimatico capaz de neutralizar estas formas

toxicas (FDA 2000), (APHA 1998).

Entre estas enzimas se encuentra la catalasa, que convierte el peréxido de hidrégeno en

agua y oxigeno molecular (FDA 2000), (APHA 1998).
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Prueba de la Oxidasa

La prueba se basa en comprobar la existencia de proteinas citocromo ¢ que forman parte de
algunas cadenas transportadoras de electrones propias del metabolismo respirador. La
presencia de citocromo c se manifiesta por la capacidad del colorante tetrametil-
pfenilendiamina de oxidarse al ceder electrones al citocromo c, apareciendo una coloracion

azul (forma oxidada) (FDA 2000), (APHA 1998).

Esta prueba permite diferenciar el grupo Enterobacteriacea (que carece de citocromo c) del

género Pseudomonas (que posee citocromo ¢) (FDA 2000), (APHA 1998).

Prueba de Indol

Esta prueba se emplea para detectar la presencia de la enzima triptofanasa en las bacterias.
Esta enzima degrada el aminodacido triptéfano a indol, compuesto que se determina en el
ensayo. Para realizar esta prueba, la bacteria se cultiva en un caldo de triptona con NaCl al
0,5 % (medio especialmente rico en triptéfano). Si la bacteria tiene la enzima triptofanasa,
al afiadir al medio el reactivo de Kovacs, este formard un complejo con el indol y se
producird un anillo de color rojo en la superficie del caldo y la prueba sera considerada

positiva (FDA 2000), (APHA 1998).

Prueba de Movilidad
Determina si un organismo es movil o inmovil. Las bacterias tienen movilidad por medio
de sus flagelos, que se encuentran principalmente entre los bacilos; sin embargo algunas

formas de cocos son méviles (FDA 2000), (APHA 1998).

La movilidad bacteriana es otra caracteristica importante en la identificacion final de
especie, se realiza en medios semisdlidos como el SIM. La prueba de motilidad se
interpreta realizando un cuidadoso examen macroscopico del medio para observar una

zona de desarrollo difuso que parte de la linea de inoculacion (FDA 2000), (APHA 1998).

Prueba de Rojo de metilo y Voges-Proskauer
Las bacterias que en anaerobiosis fermentan los azicares pueden realizar esto por distintas

rutas. Las enterobacterias son anaerobios facultativos que utilizaran la glucosa en dos
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fases: primero la metabolizardn aerobiamente, consumiendo rapidamente el oxigeno del
medio, para, en segundo lugar, continuar metabolizdndola por via anaerobia (fermentacion)

(FDA 2000), (APHA 1998).

Esta fermentacion puede ser de dos tipos:

a. Fermentacion &cido-mixta. Los productos finales son acidos organicos (formico,
acético, lactico y succinico) y etanol. Fermentacion caracteristica de los géneros
Escherichia, Salmonella, Shigella, Proteus, Yersinia (FDA 2000), (APHA 1998).

b. Fermentacion butilén-glicélica. Los productos finales son compuestos neutros
como el butanodiol y el etanol, produciéndose acetoina como intermediario.
Fermentacion caracteristica de los géneros Enterobacter, Serratia y la mayoria de

especies Erwinia (FDA 2000), (APHA 1998).

La liberacion de acidos orgéanicos en el primer tipo de fermentacion (dcido-mixta) generara
un acusado descenso del pH que podra ser detectado anadiendo al medio un indicador de

pH como el rojo de metilo (rojo a pH de alrededor 4,0) (FDA 2000), (APHA 1998).

Si la fermentacion que se ha llevado a cabo es del tipo butilén-glicolica, la produccion de
acetoina puede ser detectada anadiendo al medio KOH vy alfa-naftol (prueba Voges-
Proskauer) que reaccionara con este compuesto produciendo un color rojo caracteristico.

(FDA 2000), (APHA 1998).

Prueba de Citrato

Esta prueba indica la capacidad de las bacterias de metabolizar el citrato. El medio Citrato
Simmons contiene citrato como unica fuente de carbono, fosfato de amonio como tnica
fuente de nitrégeno y azul de bromotimol como indicador de pH. Unicamente las bacterias
capaces de metabolizar el citrato (indica presencia de la enzima citrato permeasa) podran
multiplicarse en este medio y, al hacerlo, utilizaran los fosfatos presentes liberando iones
amonio. Estos iones amonio que evolucionan a amoniaco, junto con la eliminaciéon del
citrato (dcido), generara una fuerte basificacion del medio que se manifestard por un

cambio de color del indicador de pH, de verde a azul (FDA 2000), (APHA 1998).
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Prueba de Triple-Azucar-Hierro y Sulfuro de hidrégeno (TSI y H2S)

Determina la capacidad de un microorganismo para atacar los hidratos de carbono glucosa,

lactosa y/o sacarosa, con produccion o no de gases (CO2 y H2), junto con la producciéon o

no de acido sulthidrico (H2S) (FDA 2000), (APHA 1998).

En esta prueba se leen e interpretan las siguientes reacciones bioquimicas: (FDA 2000),

(APHA 1998). (Véase Anexo N° 3).

v
v
v

Fermentacion de la glucosa (K/A).

Fermentacion de glucosa, lactosa y/o sacarosa (A/A).

No fermentacion de los carbohidratos (K/K), la bacteria no utiliza los hidratos de
carbono, produciendo aminas que alcalinizan el fondo y la superficie del medio.
Algunas bacterias no fermentadoras solamente atacan la peptona aerdbicamente
dando un TSI: K/N, es decir no hay cambio en el fondo del tubo.

Produccion de gas: ruptura del medio.

Produccion de H2S: ennegrecimiento del medio.
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DISENO METODOLOGICO:
Tipo de Estudio: Experimental.

Area de Estudio: Laboratorio de Microbiologia DEL Departamento de Farmacia

Industrial, Carrera de Farmacia, Facultad de Ciencias Quimicas.

Universo de Estudio: Aguas de los Grifos ubicados en la Facultad de Ciencias Quimicas.

Tamarno de la Muestra: Corresponde a 16 diferentes muestras que se ubican en diferentes

puntos de la Facultad de Ciencias Quimicas.

Criterios de Inclusion:
a. Los puntos de toma de la muestras para el estudio, estén en el area de la Facultad.

b. Las muestras tienen que ser de grifos donde tomen agua para consumo.

Criterios de Exclusion:
a. Los puntos de toma de la muestras para el estudio, que no estén en el area de la
Facultad.

b. Las muestras no tienen que ser de grifos donde no se tome agua para consumo.

Unidad de Analisis: Agua de los grifos mas utilizados en la Facultad de Ciencias

Quimicas.

Fuente de informacion:
Primaria y secundaria, la primera debido a que es un estudio de experimentacion y la
informacion se obtendrd a través de estos experimentos y la secundaria porque se utilizaran

medios bibliograficos que sustenten los resultados.
Procesamiento y Analisis de la Informacion:

La informacion obtenida se analizd6 por medio de métodos computarizados, utilizando los

programas Microsoft Office: Word 2010, Excel 2010.
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Materiales, reactivos y equipos.

Material Equipo Reactivos
Beacker 100 y 500ml. Balanza Analitica: Modelo HCI Concentrado.
Balones 100, 250 y Surtorious serie TE2145. H20 Destilada.
1000ml. Incubadora doble a 36°C Agua de Grifo
Probeta 100ml. precion Scientific: Modelo 6M. | Caldo Lactosado.
Erlenmeyer de 250 ml. Autoclave para esterilizar los Agar Digerido Caseina y Soya
Gradilla. medios de cultivos Caldo E. coli
Tubos de Ensayos. Cocina Cornig Hot plate pc-100. | Agar Cetrimide
Espétula. Baiio Maria CMS 392-159. KH2PO4
Pipetade 1, 5y 10ml. Agitador Vortex Scientific

Placa petri. Industries Modelo: K550G UL

Asa. Listed.

Mechero Bunsen.

Fosforo.

Papel Aluminio.

Campana de Durham

Variables:

1. Método del Numero mas Probable.

2. Cuantificacion de Bacterias Aerobias Mesofilas.

Operacionalizacion de variables:

Variable Concepto Indicadores Escala
Meétodo del Meétodo para la deteccion y Presencia o Ausencia de | NMP/ ml
NUmero mas | enumeracion en agua de organismos | Turbidez y produccion
Probable Coliformes Totales, organismo de gas.

Coliformes Fecales (termotolerantes)
y Escherichia coli presuntivas,
mediante el cultivo de un medio
liquido en tubos multiples y el
calculo de su NMP en la muestra.
Cuantificacién | Numero de UFC de bacterias Conteo de colonias en la | UFC/mL.
de Bacterias capaces de crecer en un medio agar | placa de agar.
Aerobias nutritivo y verifica la limpieza del
Mesofilas. agua.
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Procedimiento:
1. Recoleccion de la muestra.
Nos presentamos a cada una de las instalaciones y areas en donde tomamos las muestras

del agua de grifo.

Procedimos a recolectar estas muestras usando el equipo necesario, guantes, nazobucos,
gorro y gabacha para evitar cualquier tipo de contaminacion. Las muestras fueron tomadas
directamente del grifo se desinfecto con alcohol y se flameo durante un minuto para

eliminar posibles impurezas presentes en los diferentes grifos.

Se Abrio el grifo, hasta que alcanzara su flujo méaximo y se dejo correr el agua durante dos
minutos. Este procedimiento limpia la salida y descarga el agua que ha estado almacenada

en la tuberia. Se Abrio el frasco de muestreo.

Se lleno el frasco. Hay que Mantener la tapa y la cubierta protectora hacia abajo (para
evitar la entrada de polvo portador de microorganismos). Poner inmediatamente el frasco

debajo del chorro de agua y llenarlo

Se dejo un espacio de aire (aproximadamente un tercio del frasco) para facilitar la
agitacion de la muestra antes del andlisis microbioldgico. Colocar el tapon al frasco.

Enroscar la tapa y fijar

Recolectamos un litro de agua en los recipientes de vidrio de las diferentes areas de
estudios, estos recipientes fueron esterilizados previamente y de taparon y enumeraron

respectivamente cada una de ellas.

2. Preparacion de las muestras.

Una vez que realizamos el ensayo microbiologico, las aguas restantes las almacenamos.
3. Ensayo Microbioldgico para detectar presencia de coliformes totales y fecales.

Test presuntivos para coliformes:

Preparamos las muestras y disoluciones siguientes:
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a)

h)

Elaboramos una disolucion de 1:10 en el laboratorio y de ella se sacaron
disoluciones 1:100 y 1:1000.

Incubamos 9 tubos de calo lactosado (3 diluciones y 3 tubos de diluciones).
Agitamos suavemente cada tubo para una adecuada disolucién con el medio de
cultivo.

3 tubos con 10 ml de caldo lactosado y 10 ml de la muestra.

3 tubos con 5 ml de caldo lactosado y 1 ml de la muestra.

3 tubos con 5 ml de caldo lactosado y 0.1 ml de la muestra.

El tiempo entre la preparacion de la muestra y la inoculacion en el medio no fue
mayor de 15 min.

Se incubaron a 35°C +/- 1°C por 24 horas.

Nota: este procedimiento se realizd para cada una de las muestras.

Interpretacion:

a.

Si el total de tubos son negativos: El examen se da por terminado, reportando la
ausencia de Coliformes totales y fecales en la muestra analizada.

Todos aquellos tubos que den positivos para prueba presuntiva se anotardn
convenientemente y se procederd a realizar la prueba confirmatoria para Coliformes

totales y fecales.

Test confirmativos para coliformes:

Los tubos que resultaron positivos a las 24 horas o 48 horas en el test presuntivo se

transfirieron al caldo BVB para confirmar coliformes.

a)
b)

Se mezclaron por agitacion el tubo del test presuntivo con caldo BVB.

Se incubaron los tubos BVB a 37°C x 48h +/- 2 horas.

Al final observamos la ausencia de efervescencia en los tubos de fermentacion de caldo

BVB.

Interpretacion:

Si se observa turbidez y produccion de gas: La prueba se considera POSITIVA,
debiendo anotar el nimero de tubos positivos para posteriormente hacer el calculo

del NMP.
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g)

h)

Si en ninguno de los tubos se observa produccién de gas, aun cuando se observe
turbidez: Se consideran NEGATIVOS, estableciéndose el Codigo 0,0,0 para efecto
del calculo del Numero mas probable (NMP).

Identificacion de bacterias Aerobias Mesdfilas.

Tomamos 1 ml de la muestra y lo llevamos a un tubo de ensayo que contenia 9 ml
de solucién de fosfato monobasico de potasio; solucion ( 107™)

Luego tomamos 1 ml de la solucién de concentracién 10™ y lo llevamos a otro tubo
de ensayo conteniendo 9 ml de fosfato monobasico de potasio para obtener una
solucién de concentracion 107

De la solucion de concentracion de 10~ tomamos 1 ml y lo llevamos a otro tubo de
ensayo conteniendo 9 fosfato monobasico de potasio para obtener una solucion de
concentracion 107

Incubamos a 37°C +/- 1 por 24 horas.

Posterior a la incubacién tomamos dos asada y se replicaron por duplicado de cada
una de las diluciones y lo colocamos en una placa Petri con agar TSC.

Incubamos a 37°C +/- 1 por 24 horas.

Finalmente tomamos dos asadas de la dilucion 10 y se replicaron por duplicado
en agar Cetrimide, medio selectivo para Pseudomona aeruginosa.

Incubamos a 37°C +/- 1 por 24 horas.
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla N° 1. LUGAR DE TOMAS DE MUESTRAS

N° Toma Lugar de toma
001 Grifo del pantri, departamento de Tecnologia de Alimentos
002 Grifo del lava mano, departamento de Tecnologia de Alimentos
003 Grifo del lavandero, departamento de Tecnologia de Alimentos
004 Grifo sector del aula L-1
005 Grifo frente al aula B-5 (Edificio CCQQ)
006 Grifo de pantri, Decanatura CCQQ.
007 Grifo de Jardin Frente a la Farmacia de CCQQ
008 Grifo servicio higiénico de varones, planta baja. Edificio de CCQQ
009 Grifo servicio higiénico de mujeres, planta baja. Edificio de CCQQ
010 Grifo de cubiculo de aseo, planta baja. Edificio de CCQQ
011 Grifo de sala de estar, segundo piso, Dpto. Farmacia Industrial
012 Primer grifo laboratorio B-10. Dpto. Farmacia Industrial
013 Primer grifo laboratorio B-11. Dpto. Farmacia Industrial
014 Grifo P-54, ambiente de preparacion de reactivos. Farmacia Industrial
015 Grifo laboratorio B-12. Dpto. Farmacia Industrial
016 Grifo de cubiculo de aseo, planta alta. Edificio de CCQQ
017 Grifo servicio higiénico de varones, planta alta. Edificio de CCQQ
018 Grifo servicio higiénico de mujeres, planta alta. Edificio de CCQQ

La recoleccion de la muestra es un punto critico en el procedimiento de la evaluacion de la
calidad del agua. La seleccion del punto de muestreo tendra como requisito principal que la

muestra sea representativo de las fuentes de agua.

El muestreo se realiz6, escogiendo diferentes puntos de toma de agua en la Facultad, se
realizd el muestreo en grifos que estuvieran en constante uso por la comunidad
universitaria. Ademds incorporamos el edificio del departamento de Tecnologia de

Alimentos. (Ver tabla N° 1)
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Tabla N° 2. Determinacién de Bacterias Aerobias Mesofilas

Muestras de Agua de los diferentes grifos de la Facultad de Ciencias Quimicas
N2 de Muestra 10 10° 10° Observacion Especificacion
001 - - - Ausencia <100 UFC/mL
002 - - - Ausencia <100 UFC/mL
003 - - - Ausencia <100 UFC/mL
004 - - - Ausencia <100 UFC/mL
005 - - - Ausencia <100 UFC/mL
006 - - - Ausencia <100 UFC/mL
007 - - - Ausencia <100 UFC/mL
008 - - - Ausencia <100 UFC/mL
009 - - - Ausencia <100 UFC/mL
010 - - - Ausencia <100 UFC/mL
011 - - - Ausencia <100 UFC/mL
012 - - - Ausencia <100 UFC/mL
013 - - - Ausencia <100 UFC/mL
014 - - - Ausencia <100 UFC/mL
015 - - - Ausencia <100 UFC/mL
016 - - - Ausencia <100 UFC/mL
017 - - - Ausencia <100 UFC/mL
018 - - - Ausencia <100 UFC/mL

Lectura: - No hay Crecimiento + Hay Crecimiento

Los recuentos de Bacterias Aerobias Meso6filos en placa son utiles para determinar la
potabilidad de un agua, asi como también la eficiencia de las operaciones para eliminar

microorganismos, como la sedimentacion, filtracion y cloracion.

La determinacion del conteo de bacterias aerobias Mesofilas en una muestra de agua se
realiza, normalmente, por siembra en una placa, de un volumen determinado de agua, por
incubacidon a una temperatura concreta y en un tiempo determinado, y por recuento
posterior de las colonias desarrolladas y con la aceptacion implicita de que cada colonia es
originada por una bacteria de la muestra inicial, por lo tanto, el nimero de colonias

equivaldra al nimero de bacterias en el volumen sembrado.
Las pruebas de recuentos de bacterias aerobias Mesoéfilas en las tres muestras de agua

dieron resultados negativos como se muestran en la tabla #2, es decir, que no hubo

crecimiento de Bacterias.
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De acuerdo a datos bibliogréfico, el agua de buena calidad, para consumo humano, debe
tener cuentas bajas de esta bacterias: < 100 UFC por mililitro, tal y como lo mostraron los
resultados. Por lo tanto desde el punto de vista microbiologico en relacion a Bacterias
Aerobias Mesofilas, las aguas analizadas en el laboratorio estan libre de contaminantes

biologicos.

Tabla N° 3. Prueba Presuntiva para Coliformes fecales y totales

Muestras de Agua de los diferentes grifos de
la Facultad de Ciencias Quimicas
N2 de Muestra 10" 10* 10°
001 - - -
002 - - -
003 - - -
004 - - -
005 - - -
006 - - -
007 - - -
008 - - -
009 - - -
010 - - -
011 - - -
012 - - -
013 - - -
014 - - -
015 - - -
016 - - -
017 - - -
018 - - -

Al realizar el analisis presuntivo del ensayo NMP a las muestras recolectadas se encontro
que las muestra no presentaron Coliformes Fecales y Totales (ver tabla # 1), por lo tanto al
dar negativa dicha prueba no fue necesario la realizacion de la pruebas confirmativas y
complementarias, de acuerdo con los parametros establecidos en las bibliografias la cual
refiere que al dar negativas la prueba presuntiva el examen se da por terminado reportando
la ausencia de Coliformes Totales y Fecales en la muestra analizadas. Por lo cual se
considera que estas aguas son aptas para el consumo, de acuerdo al reglamento de la
calidad del agua para el consumo humano NTON 09 003-99 y las Norma Regional Capre,
para Agua Potable.
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CONCLUSION:

El agua es un recurso muy valioso para una sociedad, ya que para que esta pueda

desarrollarse normalmente debe haber un buen suministro de este liquido vital.

La necesidad de proveer de un agua de calidad microbiolégica aceptable por las normas
técnicas nicaragiienses y las Normas CAPRE, nos obliga a hacer analisis periodicos en su

calidad microbiologica en los diferentes puntos de nuestra facultad.

Nuestro trabajo tuvo como objetivo Evaluar la calidad microbiologica (Coliformes Totales
y fecales y Bacterias Aerobias Mesofilas) del agua de los diferentes grifos que mas se
utilizan en la Facultad de Ciencias Quimicas de la UNAN — Leon, llegando a las siguientes

conclusiones:

El ensayo microbiologico del Numero Maés Probable determind: la ausencia total de
Coliformes Fecales y Totales en las muestras analizadas de agua independientemente de su
procedencia, todas las muestras mostraron la ausencia total de estos microorganismos, por
lo cual es apta para su consumo, segun el reglamento dela calidad del agua para el

consumo humano (NORMAS TECNICAS NICARAGUENSES y las Normas CAPRE)

La deteccion de Bacterias Aerobias Mesofilas (BAM) en las muestras de aguas, es nula, lo

cual la hace apta para su consumo.
Por lo tanto concluimos que de acuerdo a los resultados de cada uno de los ensayos

realizados, el agua de grifo que actualmente se estd consumiendo en las diferentes areas de

la Facultad de Ciencias Quimicas son aptas para el consumo humano.
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RECOMENDACIONES:

De acuerdo a las conclusiones del presente estudio se recomienda lo siguiente:
1. Seguir realizando estudios experimentales, para monitorear la calidad del agua, en
todos los sectores del Campus médico, para asi, poder proporcionar a la comunidad

universitaria que labora y estudia en esta area de estudios agua de calidad.

2. Proponer el estudio para la identificacion de diversos tipos de bacterias que puedan

estar presente en el agua y causen un potencial dafio a la salud humana.

1. Realizar otros métodos analiticos cuantitativos en la cual se lleve a cabo la

identificacion de metales.
2. Proponer a las autoridades encargadas de desarrollar el plan académico e incorporar

en el 4rea de microbiologia y toxicologia ensayos donde se pretenda determinar la

calidad de agua.
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ANEXO N° 1

PRINCIPALES BACTERIAS TRANSMITIDAS POR EL AGUA

Bacterias Fuentes Periodo de Duracion Sintomas clinicos
Incubacion

Salmonella thypi Heces, orina 7 — 28 dias 5 -7 dias Ficbre, tos, nausea, dolor
de cabeza, vomito, diarrea

Salmonella sp. Heces 8 — 48 horas 3 -5 dias Disenteria (Diarrea con
sangre), fiebres  altas,
sintomas toxicos,
retortijones, pujos intensos
e incluso convulsiones

Shiguellae sp. Heces 1 — 7 dias 4 -7 dias Diarrea acuosa, vomito,
deshidratacion

Vibrio cholerae Heces 9 — 72 horas 3 — 4 dias Diarrea acuosa

V. cholerae N°-01 Heces 1 -5 dias 3 — 4 dias Diarrea acuosa

Escherichia  coli | Heces 3 -9 dias 1 -9 dias Diarrea acuosa con sangre

enterohemorragica y moco, dolor abdominal

0157:H7 agudo, voOmitos, no hay
fiebre.

Escherichia  coli | Heces 8 — 24 horas 1 —2 semanas | Diarrea, ficbre, cefalea,

enteroinvasiva mialgias, dolor abdominal,
a veces las heces son
mucosas y con sangre

Escherichia  coli | Heces 5 — 48 horas 3 - 19 dias Dolores abdominales,

enterotoxigena diarrea acuosa, fiebre con
escalofrios, nauseas,
mialgia,

Yersinia Heces y orina 1 — 11 dias (24 — | 1 -21 dias Dolor abdominal, diarrea

enterocolitica 48 horas) con moco, sangre, fiebre,
vomito

Campylobacter Heces 2 — 5 dias (42 — | 7—-10dias Diarrea, dolores

jejuni 72 horas) abdominales, fiebre 'y
algunas veces fecales con
sangre, dolor de cabeza

Plesiomonas Heces 20 — 24 horas 1 -2 dias Ficbre, escalofrios, dolor

shigelloides abdominal, nausea, diarrea
0 vOmito

Aeromonas sp. Heces Desconocido 1 -7 dias Diarrea, dolor abdominal,

dolor de cabeza y colitis,
las heces son acuosas y no
son sanguinolentas
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ANEXO N° 2
PRINCIPALES ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR EL AGUA

Enfermedades Causa y dia de transmision Extension N° de casos” Defunciones
geografica por afio
Desinteria Los protozoos pasan por la via | Todo el mundo 500 millones | *
amebiana fecal — oral por medio del agua y por afio
alimentos  contaminados, por
contacto de una persona a otra
Disenteria bacilar | Las bacterias pasan por la via | Todo el mundo * *
fecal — oral por medio del agua y
alimentos  contaminados, por
contacto de una persona a otra
Enfermedades Diversas  bacterias, virus y | Todo el mundo 4,000 millones | 3—4 millones
diarreicas protozoos pasan por la via fecal — actualmente
(inclusive la | oral por medio del agua vy
disenteria alimentos  contaminados, por
amebiana y | contacto de una persona con otra
bacilar)
Colera Las bacterias pasan por la via | Sudamérica, 384,000 por | 3-4 millones
fecal — oral por medio del agua y | Africa, Asia afio
alimentos  contaminados, por
contacto de una persona con otra
Hepatitis A El virus pasa por la via fecal — | Todo el mundo 600,000 a 3 | 2,400 a
oral por medio del agua y millones por | 12,000
alimentos  contaminados, por afio
contacto de una persona con otra
Fiebre Las bacterias pasan por la via | 80% en Asia, | 16  millones | 600,000
paratifoidea y | fecal — oral por medio del agua y | 20% en América | actualmente
tifoidea alimentos  contaminados, por | Latina, Africa
contacto de una persona con otra
Poliomelitis El virus pasa por la via fecal — | 66% en la India, | 82,000 9,000
oral por medio del agua y | 34% en el | actualmente
alimentos  contaminados, por | Cercano Oriente,

contacto de una persona con otra

Asia, Africa.

4 El nimero de casos se presenta como incidencia (por afio) — el nimero de nuevos casos ocurridos en el afio — 0 como
prevalencia (actualmente) - el nimero de casos existentes en un momento dado.
*Incluidas las enfermedades diarreicas

**No hay defunciones, pero causa 270,000 casos notificados de ceguera anualmente.
ND = No disponible

Fuente: WHO 1996, excepto disenteria amebiana, disenteria bacilar, dracunolosis, dengue y FVR, de WHO 1998
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ANEXO N° 3

LECTURA E INTERPRETACIONES DE RESULTADOS EN AGAR TRIPLE

AZUCAR HIERRO

Clave INTERPRETACION
Color y aspecto Fondo Superficie Inclinada
A Amarillo Fermentacion de GLUCOSA | Fermentacion de
y formacién de ACIDO LACTOSA y/o
SACAROSA con
produccion de ACIDO
G Aparicion de burbujas y | Formacion de GAS a partir
grietas de GLUCOSA
K Rojo Intenso No fermentacion de | No fermentacion de
GLUCOSA y formacion de | LACTOSA ni
ALCALI SACAROSA. Formacion de
ALCALI
N No hay cambio de color | No fermentacion de | No fermentacion de
original (Rojo | GLUCOSA LACTOSA ni SACAROSA
anaranjado)

SH, + Ennegrecimiento

- Sin ennegrecimiento

Formacion de SH,
No formacion de SH,

ANEXO N° 4
LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES DE PARAMETROS MICROBIOLOGICOS.
Origen Parametros Limites de | Valor Valor admisible
Medida recomendable
Agua  Potable | Coliformes NMP/100 ml Neg. <1
de uso humano | Totales
Coliformes NMP/100 ml Neg. Neg
Fecales
ANEXO N°5

LIMITES PERMISIBLES DE PARAMETROS MICROBIOLOGICOS PARA

AGUA POTABLE

Parametro

Limites permisibles

Bacterias Aerobias Mesofilas

100 UFC/ml

Escherichia coli

Ausencia/100 ml

Pseudomonas aeruginosa

Ausencia / 100 ml
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ANEXO 6
GLOSARIO
Aerobio Facultativo: Es un tipo de microorganismo que tolera la falta de oxigeno aunque
su principal fuente de energia la obtiene de la respiracion aerobica.
Agua potable: aquella apta para el consumo humano y que cumple con los parametros
fisicos, quimicos y microbioldgicos establecidos
Bacterias mesofilas aerobias: son bacterias que viven en presencia de oxigeno libre a
temperaturas entre 15 °C y 45 °C
Biocenosis: También llamada comunidad bidtica, ecologica o simplemente comunidad; es
el conjunto de organismos de todas las especies que coexisten en un espacio definido
llamado biotopo, que ofrece las condiciones ambientales necesarias para su supervivencia.
Coliformes: Grupo de bacterias que comprende todos los bacilos aerobios y anaerobios
facultativos, gram negativos, no esporulados que producen 4cido y gas al fermentar la
lactosa.
CAPRE: Comité Coordinador Regional de Instituciones de Agua Potable y Saneamiento
de Centroamérica, Panama y Republica Dominicana. Norma Regional de Calidad del
Agua.
Colonias: Grupos discretos de microorganismo sobre una superficie, en oposicion al
crecimiento disperso en un medio de cultivo liquido.
Cultivo: Métodos para la multiplicacion de microorganismos tales como bacterias, hongos
y parasitos, en el que se prepara un medio dptimo para favorecer el proceso deseado.
Disenteria: Enfermedad infecciosa asociada a dolor abdominal, fiebre, diarrea e
inflamacion y ulceracion.
Escherichia coli: bacterias aerobias o anaerobias facultativas, gram-negativa, no
formadoras de esporas. Es un indicador de contaminacion fecal
Entérico: Relativo al intestino.
Grupo coliforme total: son bacterias en forma de bacilos, anaerobios facultativos,
gramnegativos, no formadores de esporas. Es indicador de contaminaciéon microbiana
Indicador de contaminacion microbiana: son microorganismos no patdogenos
frecuentemente asociados a patdégenos, utilizados para reflejar el riesgo de la presencia de

agentes causantes de enfermedades
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Inocuo: Que no hace dafo.

Parametro: Es aquella caracteristica que es sometida a medicion

Placa vertida: método utilizado para el conteo de bacterias heterdtrofas en el que un
medio sélido fundido y enfriado a 45 °C, se vierte dentro de cajas de petri que contienen
una cantidad definida de muestra. El resultado se expresa en unidades formadoras de
colonias UFC/ml

Pseudomonas aeruginosa: es una bacteria Gram-negativa, aerobica, con motilidad
unipolar. Se encuentra en el suelo, en el agua; prolifera en ambientes himedos, es
altamente resistente al cloro y es un patégeno oportunista

Unidad Formadoras de Colonias (UFC): Expresa el nimero de colonias originadas a

partir de una célula, pares, cadenas o agrupaciones de células
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ANEXO N° 7

DETERMINACION DEL NMP DE COLIFORMES
DETERMINACION DEL NMP DE COLIFORMES EN AGUA Y HIELO POTABLES

Duby— UL =EREIL

. Siembra con asa bacterioldgica de lostubos
Tubos con 10.0 mL de caldo lauri gglfato CLSS + 200 mL demuestra positivos (produccion de gas) en caldo lactosa
de sodio (CLSS) doble concentracion (2X) verde brilante bilis 2% v caldo EC

! !

2 a 3 asadasitubo 2 a 3 asadasitubo
. - |
3rc a5
—l -
24-48h ) _ ) 24 -48h _
NI ZRNI PRIV, & U
Lectura de tubos positivos en Tuboscon 10.0 mL de Lectura de tubos positivos en
Tect 1 n0iLde tablas. NMP de coliformes caldo EC 0 ECMUG tablas. NMP de coliformes
; e totales /100 ml de muestra fecales /100 mi de muestra.
hrillante bilis 2% l
Siembra de tuhos positivos en
placas de Agar EMB para la
hisgueda de Escherichia
colf
ANEXO N° 8

DETERMINACION DE Coliformes fecales

Incubar los
3 asadas tubos en un PRUEBA POSITIVA: Crecimiento con produccion de gas
E— — | baiio de agua
() ad4.5%0.2°C
por24*2h
| Campana de Durbam con gas
Tubos con reaccion Tubos con
positiva para 10 mL de
coliformes totales caldo EC

[~ Turbidez en el medio

. Medio nitido

sin crecimiento

por el crecimiento microbdiano
|~ Campana de Durham sin gas
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ANEXO N° 9
DETERMINACION DE Pseudomona aeruginosa

- /

Presencia de Pseudomona

Incubar a 35°C : :
—_> —) | BCTUgINosa colonias verde
> durante 24 horas amarillentas y fluorescentes
alaluzUVv
< Sembraren Agar Cetrimide
(Por duplicado)
Tuboscon
prueba
positiva
para
Coliformes
Totales
ANEXO N° 10
DETERMINACION DE Escherichia coli
PRUEBA POSITIVA: Fluorescencia azul brillante a 366 nm y
Luz UVa366 nm Reactivo de Kovac's
— EE— formacion de un anillo rojo cereza con el reactivo de Kovac's
Tubos con reaccion Tubos con
positiva para fluorescencia azul
Coliformes Totales brillante a 366 nm
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ANEXO N° 11
RECUENTO DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS

Recuento de Bacterias aerobias Meséfilas.
u 107

9 ml de

SENIK SFVIK
Muestra de Incubara 37°C £1
Aguade Grifo, por 24hrs,
51x107
Agar Cetrimide,
51,000 UFC/ml @"‘ "’@ Incubara 37°C £1
@4—1 _’© por 24hrs,
ANEXO N° 12
PRUEBA DE LA CATALASA
/ PRUEBA PO SITIVA: se produce
1 gota de un apreciable burbujeo de 02.
H:0: al 3% .
§
Tomar y depositar en un :1’
portaobjeto una colonia tipica i
de Pseudomona aeruginosa
Negativo Positivo
ANEXO N° 13
PRUEBA DE LA OXIDASA
1 gota de X
reactivo de PRUEBA PO SITIVA: la colonia se vuelve de
Kovacs . .
—_— colorvioleta (durante los primeros 30-60 seg).
Tomar y extender sobre
un papel filtro una
colonia tipica de
Pseudomona aeruginosa
Negativo Positivo
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ANEXO N° 14
PRUEBA DEL INDOL
o/ PRUEBA PO SITIVA: al agregar el reactivo de
0.2-0.3mL Kovacs se forma un anillo color rojo cereza
de reactivo
—

Incubar a 37 °C de Kovacs en la superficie del caldo.
_—

durante 24 h

Inocular colonias tipicas de

Pseudomona aeruginosa
en 5 mL de caldo triptona

ANEXO N° 15
PRUEBA DE MOVILIDAD

PRUEBA PO SITIVA: crecimiento en todo
el medio, difundido a partir de la linea de

siembra, manifestado porturbiedad.

Incubar a 37 °C
durante 24 h

Inocular colonias tipicas de

Pseudomona aeruginosa
en medio agar SIM

Negativo Positivo
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ANEXO N° 16
PRUEBA DE VOGES PROSKAUER

0.6 mL de a-
Incubar a 37 °C naftol al 5 %
_—
durante 48 h Agitar bien 0.2mL de

PRUEBA PO SITIVA: desarrollo de un

Inocular colonias tipicas de

Pseudomona aeruginosa
en 5 mL de caldo MR-VP

colorrosa arojo rubien el medio. | Esperar 10-15 min. H

ANEXO N° 17
PRUEBA DEL ROJO DE METILO

PRUEBA POSITIVA: el medio de cultivo

/ toma un colorrojo.

5-6 gotas de
Incubar a 37 °C Rojo de metilo
_— > —_—  »
durante 48 h
Inocular colonias tipicas de
Pseudomona aeruginosa
en 5 mL de caldo MR-VP
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.

O WL

Inocular colonias tipicas de
Pseudomona aeruginosa
en medio Citrato Simmons
estriando unicamente
sobre la superficie del bisel

ANEXO N° 18
PRUEBA DE CITRATO
PRUEBA PO SITIVA: crecimiento y cambio de!
colordel medio de verde a azul en el bisel.
Incubar a 37 °C
durante 24-48 h
ANEXO 18

PRUEBA TRIPLE AZUCA Y HIERRO Y SULFURO DE HIDROGENO

2

(»_

,.?;?w
o —
oo«

Inocular colonias tipicas de
Pseudomona aeruginosa
en medio triple aziicar
hierro picando en el centro
del medio y estriando
sobre la superficie del bisel

Incubar a 35 °C
durante 24 h

RESULTADO S: Fermentacion de la glucosa: K/A; Fermentacion
de glucosa, lactosa y/o sacarosa: A/A; No fermentacion de los
carbohidratos: K/K; No fermentacion de los carbohidratos: K/N
(no hay cambio en el fondo del tubo); Produccionde gas: G;

Produccion de HzS: H:S(+) /H:S(-).

u
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ANEXO N° 12

INDICE DEL NMP CUANDO SON UTILIZADAS TRES PORCIONES DE 10 mL,

3 PORCIONES DE 1 mL y 3 PORCIONES DE 0,1 mL DE MUESTRA.

Numero de tubos positivos en cada dilucién

Dilucién 10" Dilucion 102 Dilucién 107 NMP por gramo o mililitro
0 0 <3
0 0 01 3
0 1 0 3
1 0 0 4
1 0 1 7
1 1 0 7
1 1 1 11
1 2 0 11
2 0 0 9
2 0 1 14
2 1 0 15
2 1 1 20
2 2 0 21
2 2 1 28
3 0 0 23
3 0 1 39
3 0 2 64
3 1 0 43
3 1 1 70
3 2 0 90
3 2 1 150
3 2 2 210
3 3 0 200
3 3 1 500
3 3 2 1100
3 3 3 >2400
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ANEXO N° 13
MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS UTILIZADOS

AGUA DE DILUCION
Fosfato monobasico de potasio

Preparacion

34,0 g.

Disolver el fosfato monobésico de potasio en 500 mL de agua destilada, ajustar el pH hasta

7,2 con NaOH IN y completar el volumen a 1 litro de agua destilada.

AGAR CETRIMIDE

COMPOSICION

Peptona de gelatina

Cloruro de Magnesio

Sulfato potasico
N-cetil-N,N,N-trimetiamoniobromuro(Cetrimide)
Agar-agar

Aditivo: glicerina

Agua destilada

pH 7,2. Autoclavar

AGAR TRIPTICASA DE SOYA (TSA)
COMPOSICION

Triptona

Peptona de Soya

Cloruro de Sodio

Agar

Agua destilada csp

pH 7,3

CALDO EC
COMPOSICION

Peptona de Caseina

g/L

20

1,4

10

0,3

13

10 mL
1L

g/L
15

15
1L.

g/L
20
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Lactosa

Mezcla de Sales biliares
Cloruro Sédico

Hidrogeno fosfato dipotasico
Dihidrogeno fosfato potésico

pH 6,9. Autoclavar 15 a 121°C.

CALDO BRILA (CALDO VERDE BRILLANTE BILIS LACTOSA)

COMPOSICION

Peptona

Lactosa

Bilis de buey desecada

Verde brillante

pH 7,2 . Autoclavar 15 minutos a 121°C

CALDO LAURIL TRIPTOSA
COMPOSICION

Triptosa

Lactosa

Cloruro Sédico

Lauril Sulfato Sal Sédica
Hidrogeno fosfato dipotasico
Dihidrégeno fosfato potésico

Agua destilada csp.

pH 6,8 . Autoclavar 15 minutos a 121°C.

g/L

10

10

20
0,0133

g/L
20,0
5,0
5,0
0,1
2,75
2,75
1L
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