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RESUMEN

El agua es una sustancia esencial tanto para la vida, como para la propia civilizacion
humana. Se denomina agua potable o agua para consumo humano, al agua que
puede ser consumida sin restriccion. En Leon, existen distintas empresas dedicadas
a la distribucién de agua potable, las cuales intentan ofrecer el vital liquido a la mejor
calidad, en la mayor cantidad de lugares posibles (tanto en el casco urbano como
areas rurales). La presente investigacion se realizo en el sector de la bocana de Las
Pefiitas teniendo 7 muestras de agua de grifos correspondientes a 7 casas de este
sector. Cada muestra corresponde a 500 mL de agua potable. El objetivo de este
estudio es evaluar la calidad microbiologica del agua potable abastecida por la
Empresa Aguadora de Las Pefitas y Poneloya SA (EMAPEPOSA) al sector
correspondiente. Se realizaron los diferentes ensayos microbiolégico como son:
recuento de Coliformes totales en las muestras de agua potable utilizando la técnica
de NMP, identificacion de presencia de Coliformes fecales, Pseudomonas aeruginosa
y cuantificacion de bacterias aerobias mesdfilas donde se demostré si el agua
abastecida por la Empresa Aguadora Las Pefiitas y Poneloya SA (EMAPEPQOSA) al
sector de la bocana de Las Pefiitas es apta para su consumo segun lo establecido por
la Norma Técnica para el disefio de abastecimiento y potabilizacién de agua (NTON
09003-99) y la USP 40.
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Evaluacion microbioldgica del agua abastecida por la empresa EMAPEPOSA

INTRODUCCION

El agua es una sustancia esencial tanto para la vida, como para la propia civilizacion
humana, es el vehiculo idéneo donde se desarrollan las complejas reacciones
bioguimicas que hacen posible el desarrollo de cualquier ser vivo. (Fernandez Cirelli,
Alicia, 2012).

Se denomina agua potable o agua para consumo humano, al agua que puede ser
consumida sin restriccion. El término se aplica al agua que cumple con las normas
de calidad promulgadas por las autoridades locales e internacionales. (Fernandez
Cirelli, Alicia, 2012).

El control sanitario del agua de consumo humano es un objetivo prioritario de la
salud publica. La legislacion nacional debe estar destinadas a garantizar que el agua
de consumo sea salubre y limpia, eliminando o reduciendo la concentracion de
contaminantes microbiologicos y fisico-quimicos que puedan afectar a la salud

humana. (Fernandez Cirelli, Alicia, 2012).

Segun la Organizacion Mundial de la salud “casi la cuarta parte de las camas
disponibles en todos los Hospitales del mundo, estan ocupadas por enfermos cuyas
dolencias se deben a la insalubridad del agua “. Esto quiere decir que cuando el
agua, por contacto con la tierra o con el hombre, ha modificado su composicién,

puede convertirse en un peligro y ocasionar grandes dafos. (Crana. 2011)

La preocupacion por la calidad del agua ha venido desarrollandose en los ultimos
afos, entre los estudios que se han realizado sobre el tema en su mayoria han sido

realizados en la ciudad de Leon.
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En el ailo 2012 un estudio realizado por Ortega Vargas, Ruiz Delgado y Torres
Montoya titulado: ““Control de calidad de agua de pozo, La Ceiba, Leén”", demostré
que las muestras analizadas presentaban bacterias aerobias mesoéfilas en
cantidades superiores a 300UFC/mL concluyendo que estas aguas eran inadecuada
para el consumo humano, ademés encontraron presencia de Coliformes totales en
un numero mayor al permisible en agua para consumo humano, al igual que

presencia de Coliformes fecales y Pseudomona aeruginosa. (Ortega, César 2012).

En el 2013 un estudio realizado por Osorio Martinez, Rayo Laguna y Rodriguez
Escoto, estudiantes de la UNAN-Le6n titulado: “"Estudio microbiolégico de agua de
pozo del barrio El Calvarito Leon febrero 2013""; dio como resultado que las
muestras analizadas presentaban contaminacion por Coliformes fecales y
Pseudomona aeruginosa lo cual pone en riesgo la salud de las personas que
consumen esta agua pudiendo ser un factor que predisponga a infeccién renal,
gastrointestinales y problemas dermatolégicos. Se encontrd Coliformes totales en
cantidades superiores a 1100NMP/mL excepto la muestra 1.1 (9ONMP/mL) no
cumpliendo con la normativa CAPRE indicando que esta agua deberd ser tratada
para ser apta al consumo humano. (Osorio, Kathia; Rayo, Yudy; Rodriguez Alba,
2013).

Otro estudio realizado en el afio 2014 por Camacho Nufiez, Lopez Romero y
Martinez Aleman, estudiantes de la UNAN-Managua: titulado: “Calidad
bacteriologica del agua potable del municipio el crucero departamento de Managua
en el periodo de julio — diciembre 2014” demostré que al aplicar la técnica de DPD1
se obtuvo que un 10% de las muestras analizadas presentaron concentraciones <
0.5 mg/L y en un 90% de estas muestras no se observd cloro residual. El 17% de
las muestras procesadas presentaron contaminacion de Coliformes totales, 7%

Coliformes termo tolerantes y 3 % Escherichia coli, en el cudél se indicé que el agua
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gue consumen los habitantes del barrio Carlos Fonseca Amador no es apta debido
a la presencia de Escherichia coli y esta no cumple con los rangos establecidos por

la norma CAPRE. (Camacho, Beleyda; Lopez, Jahoscka; Martinez, Noritza, 2014)

En el afio 2019 un estudio realizado en UNAN-LEON por Zuleyka Aguilar, Alexander
Altamirano, Darling Arbizu titulado: “Evaluacién de la calidad microbiolégica de agua
purificada comercializada en bolsas plasticas en las ciudades de Ledn y Chinandega
en el periodo de junio-julio 2019” demostrd que no es apta para consumo humano,
dado a que en los andlisis realizados se constatd que estas contienen Coliformes.
Las muestras recolectadas en Chinandega si son aptas para consumo humano, por
cumplir con los requisitos que establece la norma NTON 03 040-03 y la norma
CAPRE. (Aguilar, Zuleyka; Altamirano, Alexander; Arbizu, Darling, 2019).

En Ledn, existen distintas empresas dedicadas a la distribucion de agua potable, las
cuales intentan ofrecer el vital liqguido a la mejor calidad, en la mayor cantidad de

lugares posibles (tanto en el casco urbano como areas rurales).

El Balneario de Las Pefiitas — Poneloya, ubicado aproximadamente a 18 km de la
ciudad de Leon, Nicaragua, cuenta con abastecimiento de agua potable por medio
de la empresa privada EMAPEPOSA, y un pozo comercial que esta ubicado en la
ciudadela, ambas fuentes son monitoreadas por el Ministerio de Salud y la Alcaldia

Municipal de Leon.

Como investigadoras, observamos que el control de calidad del agua es muy
importante, ya que esta, es vehiculo de transmision de enfermedades producidas
por patdgenos intestinales, como bacterias, virus, protozoos y helmintos; o por

contaminacion fisicoquimica debido a la aparicion de sustancias no deseables o que
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siendo elementos de la composicion habitual del agua superan la concentracion
méaxima admisible. Para llevar a cabo la inspeccion, vigilancia y control es necesario
realizar un seguimiento de las caracteristicas fisicoquimicas y principalmente
microbiolégicas del proceso de potabilizacion de agua, con el fin de comparar con

los valores normativos.

Por tal razon como futuras profesionales en el area de la salud, hemos decidido
realizar este estudio, con el fin de comprobar la calidad del agua consumida por la
poblacién del sector conocido como la bocana de Las Peiiitas, en el cual
comprobaremos si es apta para su consumo, con el objetivo de contribuir a detectar

de manera temprana factores que puedan afectar la salud de los habitantes.
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OBJETIVOS

General

Evaluar la calidad microbiolégica del agua potable abastecida por la Empresa
Aguadora de Las Pefiitas y Poneloya SA (EMAPEPOSA) al sector de la bocana de
Las Peiiitas.

Especificos

. Realizar recuento de Coliformes totales en las muestras de agua potable utilizando

la técnica de NMP.
. Identificar la presencia de Coliformes fecales y Pseudomona aeruginosa.

. Cuantificar bacterias aerobias mesdfilas en las muestras de agua potable en

estudio.
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MARCO TEORICO
¢ Qué es el agua?

El agua es un compuesto que se forma a partir de la union, mediante enlaces
covalentes, de dos &tomos de hidrégeno y uno de oxigeno; su férmula molecular es

H20 y se trata de una molécula muy estable.

El agua es un liquido vital para los seres vivos y esta relacionada directa o
indirectamente con las actividades que el hombre realiza en pro de su bienestar y
sobrevivencia, por tal razon es un recurso natural imprescindible para la humanidad.
El agua apta para el consumo humano es aquella que cumple con los parametros
de calidad entre ellos la salubridad, caracteristicas organolépticas, ausencia de
microorganismos patdgenos y cualquier agente quimico que sea capaz de alterarla,
volviéndola nociva para la salud. El uso de agua expuesta a diversos contaminantes
trae consigo la aparicion de enfermedades convirtiéndose en un problema de salud
publica que muchas veces se puede revertir implementando medidas sanitarias por
parte de las autoridades competentes e involucrando a la poblacion afectada. Es el
principal componente de nuestros cuerpos; tenemos entre un 65 -75% de agua, esta
presente en todas nuestras células, sangre y tejidos. Sin el agua nuestro cuerpo no
funciona igualmente pasa con todas las plantas, animales y microorganismos.
(Fernandez Cirelli, Alicia, 2012).

Nuestro planeta estd compuesto por un 97% de agua salada y un3% de agua dulce.
Este 3% esta distribuido en rios, acuiferos subterrdneos y en la lluvia, pero la
mayoria se encuentra congelada en los picos de las montafias muy altas y sus polos.
Solamente el 1% de esta cantidad de agua dulce es util para nuestro consumo. El
agua util para el consumo humano es aquella que es agradable al paladar, sin olor
ni sabor, fresca, transparente y que no contiene microorganismos ni sustancias
quimicas, que pueden poner en peligro nuestra salud. (Coin Fao Organization,
2015).
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La falta de agua potable ocasiona que la poblacion deba obtenerla de diversas
maneras. La mas comun es por medio de perforaciones precarias o poco profundas
de pozos, provocando con el tiempo filtraciones y mezclas con los desechos
cloacales. Esto ultimo se vincula directamente con la ausencia de saneamiento
bésico, ocasionando graves efectos en la salud. La carencia de suministro de agua
y de saneamiento basico facilita la propagacion de todo tipo de enfermedades. (Coin

Fao Organization)

En el proceso de recoleccion, transporte, almacenamiento y manipulaciéon el agua
se puede contaminar presentando asi graves riesgos para la salud. Debemos tener
cuidado con el manejo que hacemos del agua, ya que la podemos contaminar con
microorganismos (bacterias, virus y pardsitos) que transmiten numerosas
enfermedades como el célera, fiebre tifoidea, paratifoidea, diarreas, hepatitis y
disenteria. Otra forma de contaminar el agua es con sustancias quimicas que
usamos regularmente como cloros, desinfectantes, detergentes, insecticidas,

pinturas y gasolina.

Dada la importancia del agua para la vida de todos los seres vivos y debido al
aumento de la demanda de ella por el crecimiento de la humanidad, estamos en la
obligacion de proteger este recurso y evitar toda contaminacion sobre la fuente del
vital liquido. Existen proyecciones que indican que, si seguimos con los mismos
patrones de uso, dentro de poco tiempo tendremos faltantes de agua potable en
diferentes partes del mundo.

El acceso al agua para consumo es derecho humano, lo que significa que el
gobierno tiene que proveernos de agua en condiciones de igualdad y equidad,
ademas su suministro debe ser de calidad, cantidad y continuidad. (Coin Fao

Organization)
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Caracteristicas del agua

Caracteristicas fisicas: son las propiedades que se pueden ver, sentir u oler. Por
ejemplo: la turbiedad, el color, la temperatura, el olor y el sabor. El agua para
consumo humano debe ser transparente, incolora y sin sedimentos. Tampoco debe

tener sabor ni olor y debe ser fresca al paladar.

* Color: es la tonalidad que adquiere el agua debido a la presencia de
sustancias organicas naturales, producidas por la descomposicion de

material vegetal o de sustancias minerales como el hierro y el manganeso.

* Turbiedad: es la propiedad que tiene el agua de impedir el paso de la luz. Se
debe a la presencia de particulas soélidas organicas e inorganicas, tan
pequefias que no tienen el peso suficiente para sedimentar por accion de la
gravedad, tales como arcillas, limos y colonias de bacterias. Estas particulas
se denominan coloides y deben ser removidas del agua mediante la
sedimentacion, filtracion y la desinfeccién, dado que pueden cubrir a las

bacterias y otros microorganismos, impidiendo su destruccion.

+ Sdlidos: muchas sustancias solidas pueden ser incorporadas al agua,
disolviéndose o0 permaneciendo en suspension y alterando sus
caracteristicas. Los sélidos suspendidos pueden ser sedimentables como las
arenas o0 no sedimentables como las arcillas y los limos. (Dr. Rafael Marin
Galvin. 2015).

Caracteristicas quimicas: estas caracteristicas se deben a las diversas sustancias
guimicas disueltas en el agua. La alcalinidad, la dureza y el pH son propiedades
guimicas del agua muy importantes para decidir el tratamiento mas adecuado, las

sustancias requeridas para tratarla y hacerla apta para el consumo humano.
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También deben controlarse para evitar corrosion e incrustaciones en las redes y

accesorios.

Algunas sustancias quimicas se presentan en el agua en forma natural como el
arseénico, el flaor y el manganeso, o agregadas por actividades del hombre, como
los nitratos, los metales pesados y los pesticidas, pueden ser nocivas para la salud
humana y deben ser removidas antes de utilizar el agua para consumo humano. (Dr.
Rafael Marin Galvin. 2015)

Caracteristicas bacterioldégicas: estas caracteristicas estan dadas por los
microorganismos presentes en el agua. El agua para consumo humano debe estar
libre de los microorganismos y parasitos que pueden causar enfermedades como
diarrea, colera, gastroenteritis, amebiasis, entre otras. (Espinola, Ariel; Portillo
Liliana. 2018):

Potabilidad:

El mayor efecto en la calidad de vida de la poblacion es la dotacion de un sistema

de abastecimiento de agua potable.

g
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> El abastecimiento de agua potable

Algo tan sencillo para nosotros como abrir el grifo y que salga por él agua limpia y
apta para el consumo no es tarea sencilla para los 1.400 millones de personas que
carecen de agua potable en el mundo, segun datos de la ONU. Disponer de agua
potable de calidad en cantidad suficiente es una necesidad para nuestro adecuado

desarrollo. Pero también lo es un uso solidario y eficiente de este bien escaso.

> El largo camino del  abastecimiento del agua:

El abastecimiento de agua para su uso doméstico comprende una serie de fases:

1. Captacion.

2. Potabilizacion.

3. Almacenamiento.

4. Distribucion y transporte.
5. Vigilancia y control.

6. Usos urbanos.

Captacion

Es el origen del abastecimiento. El agua bruta puede provenir de aguas superficiales

(rios, lagos, embalses, canales...) o de aguas subterraneas (pozos, manantiales).
Cuanta mayor calidad tenga, menores seran los tratamientos de potabilizacion a los
gue tendrd que someterla. En ocasiones se construyen depdsitos de reserva de
agua bruta, que aseguran el suministro durante un cierto tiempo en caso de cortes

de la fuente de abastecimiento. (Remtavares. 2009)

10
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Potabilizaciéon

Se realiza en la planta potabilizadora y es el conjunto de tratamientos que permiten
gue el agua sea apta para el consumo humano y pueda beberse con garantia de

calidad. La desinfeccion es el tratamiento mas importante. (Remtavares. 2009)

Almacenamiento

El almacenamiento del agua ya tratada debe realizarse en depdésitos protegidos,
bien conservados y limpios. Con frecuencia se construyen depdésitos elevados para
asegurar la distribucion por gravedad desde el depdsito de almacenamiento de agua
tratada. (Remtavares. 2009).

Distribucion y transporte

Las redes de abastecimiento y suministro de agua deben tener la menor pérdida
posible y circular por el suelo a mayor altura que las redes de aguas residuales, para

evitar su contaminacién en caso de pérdidas de aguas sucias. (Remtavares. 2009)

Vigilancia y control

Se realizan andlisis quimicos y biol6gicos de diversos parametros del agua para
asegurar su calidad y potabilidad tanto a la salida de la planta como en diversos

puntos de la red de abastecimiento. (Remtavares. 2009)

Usos urbanos

Domésticos, industriales, publicos...

11
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Procesos de Potabilizacion del Agua

El agua quimicamente pura, no existe en la naturaleza, debido a que ella, en su ciclo
hidrologico, absorbe, arrastra y disuelve gases, minerales, compuestos vegetales y
aln microorganismos, que le comunican caracteristicas muy particulares. La calidad
de las aguas naturales depende, directamente de la mayor o menor concentracion
y variedad de esas sustancias extrafias presentes en su composicion. Cuando el
agua se evapora de la superficie de la tierra y de las masas de agua encuentra y
absorbe en su ascenso gases presentes en la atmésfera tales como oxigeno,
anhidrocarbdnico, polvos y otras impurezas del aire. Al retornar a la tierra arrastra
en suspensiones o soluciones arcillas, bacterias, sales y otras materias organicas y
minerales; los productos de la descomposicién de materias orgéanicas nitrogenadas,
sulfurosas y carbohidratos, tales como amoniaco, hidrégeno sulfurado, o didxido de
carbono. La presencia, en mayor o menor proporcion, de las sustancias antes
mencionadas le comunican propiedades que pueden hacerla desechar como fuente
de abastecimiento o por lo menos obligan a aplicarle una serie de procesos
correctivos para que cumpla con los requisitos de calidad para el consumo humano
o de composicion quimica para otros usos. Estos procesos se clasifican en:

pretratamiento, tratamiento y desinfeccion. (Aragén. 2019)

Pretratamiento

Los pretratamientos mas simples que pueden utilizarse son la captacion indirecta,
ya sea como pre filtro vertical u horizontal, sedimentacion laminar, filtracion gruesa
rapida y desarenadores. Pueden emplearse independientemente, combinados entre

si 0 con otros procesos para obtener mejores resultados.
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La primera operacion de pretratamiento consiste en la eliminacion de los sdlidos de
gran tamafio que pueda contener el agua en punto de captacion, por ejemplo, hojas
o ramas de arbol, piedras, etc. Para ello, se utilizan rejas y/o tamices que retienen
los sélidos. Cuando el contenido en arenas y solidos similares en suspension es
elevado, se emplean canales desarenadores en los que los solidos sedimentan por
gravedad. (Aragon. 2019)

Tratamiento

A continuacién, el agua suele someterse a un proceso de aireacion, dejando caer el
agua en una cascada, cuyo objetivo es incrementar la proporcion de oxigeno

disuelto, facilitando la depuracion por medio de bacterias aerobias.

En el pre tratamiento es habitual incluir una oxidacion primaria, por ejemplo, con
diéxido de cloro (ClOz2), cuyo objetivo principal es destruir las sustancias organicas

precursoras de trihalometanos, actuando también como etapa de pre desinfeccion.

Esto se realiza con el objetivo de conseguir:

4+ Remocion de sabores y olores (algas)

4+ Remocion de gases disueltos que perjudican la calidad del agua (gas

sulfhidrico y sulfuroso)

+ Elevacion de pH del agua por la eliminacion de dioxido carbono hasta su

punto de equilibrio (bajar la corrosividad)

+ Oxidacion de ciertas sustancias existentes en el agua (bicarbonato ferroso y

Manganoso)
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Posteriormente se procede a una filtracion rapida que consta de los procesos de
coagulacion, floculacién, sedimentacion vy filtracion. La filtracion rapida es de alta
eficiencia remocional es apta para tratar aguas con turbiedades entre 250 y 1500
UTN. (Aragon. 2019)

+ Mezcla rapida (Coagulacién) y Mezcla lenta (Floculacién):

La adicidon de sustancias como sulfato de alimina o polielectrolitos a través de
agitaciones mayores a los 500 s-1, con un tiempo definido, permite que particulas
con idéntica carga eléctrica, que de manera natural se repelen y no sedimentan, se
desestabilicen, coagulen y con agitacién lenta formen floculos capaces de

sedimentar.

Antes entrar a la etapa de decantacion, se ajusta el pH mediante la adicion de acidos
(clorhidrico, sulfarico) o de alcalis (hidréxido sédico, hidréxido célcico) y se afiaden
al agua agentes coagulantes (sales de hierro o aluminio), que dan lugar a cationes
multivalentes con cargas positivas que compensan la carga negativa de las
particulas coloidales y por lo tanto eliminan las fuerzas de repulsion entre ellas,
facilitando su coalescencia para dar lugar a particulas de mayor tamafio. Asimismo,
se afiaden agentes floculantes (polielectrolitos) con el fin de aglutinar las particulas
formadas en la coagulacion para dar lugar a la formacién de floculos de mayor
tamafio que se separan mas facilmente por decantacion en la etapa posterior de

decantacion, al descender a mayor velocidad. (Aragén. 2019)

< El sencillo mecanismo de la decantacion o sedimentacion floculenta:

Separa por gravedad las particulas en suspension que transporta el agua,
consiguiendo un flujo de agua con la menor turbulencia posible, de manera que las
particulas mas densas decantan y sedimentan en el fondo. Las menos densas flotan

y van a parar a la superficie, de donde se eliminan.

14



Evaluacion microbioldgica del agua abastecida por la empresa EMAPEPOSA

En esta etapa los floculos formados por la accion de los agentes coagulantes y
floculantes sedimentan en tanques de forma circular o rectangular, obteniéndose
por la parte superior el agua clarificada y extrayéndose por el fondo una corriente de

lodos que contienen los floculos solidos.

Una variante es la denominada decantacion lastrada, en la que se utilizan particulas
de arena para incrementar el peso y tamano de los floculos, aumentando la
velocidad a la que decantan en el seno del agua y reduciendo sensiblemente el

tiempo necesario para la decantacion. (Rem Tavares junio 2019)

% La filtracién: quedar atrapados.

Las aguas previamente decantadas se hacen pasar por un medio poroso, quedando
retenidas particulas sélidas en suspension de diferentes tamafos en funcion de las
caracteristicas del filtro. En general no consiguen eliminar elementos disueltos como
los contaminantes quimicos, pero si muchas sustancias que le dan turbidez al agua,

incluso huevos de parasitos.

Los filtros mas utilizados en potabilizacion son los de arena y los de carbén activado
(estos ultimos ademas pueden eliminar diversos contaminantes por un proceso
quimico llamado adsorcion). Pueden ser filtros abiertos, que filtran por gravedad, o

filtros cerrados, a presion.

La desinfeccidén

Es la fase mas importante, ya que garantiza la eliminacion de los microorganismos
presentes en el agua que pueden causar gran numero de enfermedades. Existen

diversos métodos fisicos (calor) y quimicos (cloro, ozono, sales metalicas) para

15



Evaluacion microbiolégica del agua abastecida por la empresa EMAPEPOSA

LR

desinfectar el agua, pero el mas utilizado en abastecimiento es la cloracion, ya que

es barato, sencillo, eficaz, tiene accion residual y facil determinacion.

La desinfeccion puede conseguirse mediante tratamiento con productos quimicos o
mediante aplicacion de radiacién, como lo son: Diéxido de Cloro (ClOz2), Ozono (Oz2),
radiacion ultravioleta (UV) y la cloracion que es la que se utiliza en nuestro estudio.
La cloracion es el procedimiento quimico mas utilizado para desinfectar el agua,
consistente en utilizar cloro o alguno de sus derivados, como los nipocloritos de sodio
(liquido), cloro gas o de calcio. La utilizacion de cloro presenta la gran ventaja de su

bajo coste, pero puede dar lugar a la formacion de subproductos de caracter

peligroso, como los halometanos. (Aragoén, junio 2019)

POTABILIZACION DEL AGUA

Sustancias
Coagulantes
EARACEION COAGULACION FLOCULACION

DECANTACION

SR

DESINFECCION Cloro
— u Ozono

FILTRACION

Fuentes de agua de consumo humano

Es ampliamente conocido que una de las principales fuentes de agua de consumo
humano es el agua subterranea y actualmente esta siendo receptora de las
consecuencias provocadas por las diferentes actividades que lleva a cabo el ser

humano haciendo de este un recurso altamente vulnerable al acceso de la misma.

(Chang Gomez, J. 2016)
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Las diferentes fuentes de agua pueden ver mermada su calidad por dos tipos de

contaminacion segln su origen:

+ Contaminacion natural o geoquimica.

+ Contaminacién antropogénica (causada por el hombre).
+ Por lo general, el agua subterrdnea extraida de los pozos de agua es buena
para beber. A medida que el agua pasa por las diferentes capas del suelo se

va purificando poco a poco.

* Los organismos que causan enfermedades, como bacteria y virus, van siendo
filtrados y digeridos por animalitos diminutos de los suelos. También muchas
sustancias quimicas dafiinas desaparecen antes de llegar al agua

subterranea. Algunas excepciones ocurren cuando:

+

Un pozo no ha sido construido o mantenido apropiadamente.

4+ Un pozo indirectamente permite la entrada de escurrimiento.

+ Un pozo usa agua proveniente de areas donde ha habido numerosos
tanques sépticos, agricultura intensiva o desperdicios quimicos. (Chang Gémez,
J. 2016)

Calidad del agua de consumo humano.

El sabor no es un buen indicador de la calidad del agua. Aunque el agua tenga un
sabor muy bueno y sea muy cristalina, puede que tenga quimicos toxicos u
organismos que pudieran traer enfermedades. A su vez, un agua que no sepa bien

puede ser de buena calidad. (Chang Gomez, J. 2016)

El agua apta para consumo humano puede contaminarse cuando entra al sistema
de distribucion, a través de conexiones cruzadas, rotura de las tuberias del sistema

de distribucion, tuberias de aguas negras ubicadas por encima de las tuberias de
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agua potable, conexiones domiciliarias inadecuadas, cisternas y reservorios
defectuosos, grifos dafiados y durante el tendido de nuevas tuberias o reparaciones
realizadas sin las minimas medidas de seguridad. De igual manera, la construccién
defectuosa en las estructuras de pozos, depdsitos y ausencia o irregular
mantenimiento de estas instalaciones, son causas que predisponen el ingreso y
multiplicacion de microorganismos a partir de distintas fuentes. (Chang Gomez, J.
2016)

Para determinar la calidad de agua de pozo se somete a una serie de andlisis

microbiolégicos y fisicoquimicos.

Las pruebas microbiolégicas més importantes que se realizan son la deteccion de
bacterias aerobias mesdfilas, Pseudomona aeruginosa, Coliformes totales y fecales.

(Chang Gomez, J. 2016)

Coliformes

Las bacterias que se encuentran mas frecuentemente en el agua son las bacterias
entéricas que colonizan el tracto gastrointestinal del hombre y son eliminadas a
través de la materia fecal. Cuando estos microorganismos se introducen en el agua,
las condiciones ambientales son muy diferentes y por lo tanto su capacidad de
reproducirse y de sobrevivir son limitadas. Debido a que su deteccién y recuento a
nivel de laboratorio son lentos y laboriosos, se ha usado el grupo de las bacterias

Coliformes como indicadores, ya que su deteccion es mas rapida y sencilla.

El grupo de microorganismos Coliformes es adecuado como indicador de
contaminacion bacteriana debido a que estos son contaminantes comunes del tracto
gastrointestinal tanto del hombre como de los animales de sangre caliente, estan

presentes en el tracto gastrointestinal en grandes cantidades, permanecen por mas
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tiempo en el agua que las bacterias patdgenas y se comportan de igual manera que
los patdégenos en los sistemas de desinfeccion. (Osorio, Kathya; Rayo, Yudy;
Rodriguez Alba. 2013)

Coliformes totales

Los microorganismos que conforman el grupo de los Coliformes totales; Escherichia,
Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Edwarsiella y Citrobacter, viven como sapréfitos
independientes 0 como bacterias intestinales; los Coliformes fecales (Escherichia)
son de origen intestinal. Todos pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, son
bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, no esporulantes, fermentadores de
lactosa con produccién de gas; constituyen aproximadamente el 10% de los
microorganismos intestinales de los seres humanos y otros animales, las bacterias
del tracto intestinal no suelen sobrevivir en el medio acuatico, estan sometidas a un
estrés fisiologico y pierden gradualmente la capacidad de producir colonias en
medios diferenciales y selectivos. Su velocidad de mortalidad depende de la
temperatura del agua, los efectos de la luz solar, las poblaciones de otras bacterias
presentes, y la composicion quimica del agua. La presencia de Coliformes en el
agua indica la contaminacién bacteriana reciente y constituye un indicador de
degradacion de los cuerpos de agua. (Osorio, Kathya, Rayo, Yudy, Rodriguez Alba
2013)

Los miembros del género E. Coli son pobladores casi universales del tracto intestinal
del hombre y animales hemeotermos, aunque no son en modo alguno los
organismos dominantes de este habitat. Escherichia puede tener una funcion
nutritiva en el tracto intestinal al sintetizar vitamina particularmente la vitamina K- El
grupo Coliforme de bacterias incluye a la Escherichia coli, al igual que otras
numerosas bacterias originadas en las descargas fecales o provenientes de otras

muchas fuentes no fecales, se ha estimado que el nimero de bacterias Coliformes
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en las descargas fecales llega hasta 200x10° organismos diarios por persona.
Durante mas de 70 afios, se ha empleado el grupo Coliforme para evaluar la calidad
del agua. Debe enfatizarse que la logica detras de la utilizacion de este grupo de
bacterias como indicadores no se basa en su potencialidad para causar
enfermedades al hombre, aunque en determinadas circunstancias ciertas bacterias
Coliformes pueden causar infecciones. Ellas constituyen indicadores valiosos
simplemente porque estan presentes en gran numero en las descargas fecales y su
poblacion esta relacionada al grado de la contaminacion ocasionada por estas
descargas. La presencia del grupo Coliforme no indica necesariamente que existen
patégenos de algun tipo en el agua. Los resultados de la prueba deben interpretarse
como una medida de la posibilidad de que existan patdogenos en el agua en ese

momento o quizas en algun momento posterior.

El grupo Coliforme total es considerado como el indicador mas confiable para
evaluar si un tratamiento de agua es adecuado, prefiriéndosele para esta aplicacion
antes que al grupo Coliforme fecal. Esto no se atribuye a deficiencia del grupo
Coliforme fecal como indicador de contaminacién sino al valor observado del grupo
Coliforme general para evaluar el resultado de los sistemas de tratamiento.

(Camacho, Beleyda; Lépez, Jahoscka; Martinez, Noritza. 2014)

Coliformes fecales

Los Coliformes fecales se caracterizan por su capacidad de fermentar lactosa y
producir gas, a una temperatura de 44.5°C. También puede determinarse su
presencia mediante la técnica filtracion por membrana si se realiza la prueba a una

temperatura mayor.

Los Coliformes fecales se denominan termotolerantes por su capacidad de soportar

temperaturas mas elevadas. Esta denominacion esta ganando mas adeptos
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actualmente, pues seria una forma méas apropiada de definir este subgrupo que se
diferencia de los Coliformes totales por la caracteristica de crecer a una temperatura
superior. La capacidad de reproduccion de los Coliformes fecales fuera del intestino
de los animales homeotérmicos es favorecida por la existencia de condiciones
adecuadas de materia organica, pH, humedad, etc. Estas bacterias son de interés
clinico, ya que pueden ser capaces de generar infecciones oportunistas en el tracto
respiratorio superior e inferior, ademas de bacteremia, infecciones de piel y tejidos
blandos, enfermedad diarreica aguda y otras enfermedades severas en el ser

humano. (Camacho, Beleyda; Lépez, Jahoscka; Martinez, Noritza 2014)

Bacterias Aerobias Mesofilas

Los microorganismos aerobios mesdéfilos son la flora total compuesta por bacterias
aerobios estricto o facultativos que presentan unas caracteristicas térmicas
intermedias. Este grupo incluye a las bacterias que crecen en aerobios con
temperatura de incubaciéon entre 15°C y 40°C, pudiendo detectar su presencia

después de una incubacién a 35°C + 2°C por 48 horas.

Las bacterias aerobias necesitan O2 para crecer, algunas de ellas requieren
presiones de oxigeno inferiores a la atmosférica (2% a 10% de Oz, en lugar de 20%)

y se conocen como microaerofilas. (Ortega, César. 2012)

Pseudomonas aeruginosa

La Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gram negativa que no se considera
autoctona del agua, puede derivar de heces humanas y animales, su deteccion en
agua se asocia con polucién por descarga de aguas residuales, por lo tanto, hay
una estrecha correlacién de su presencia en ambientes acuaticos con fenémenos
de contaminacion. Este microorganismo crece en muy baja concentracion de

nutrientes en medio ambiente acuoso y puede sobrevivir durante muchos meses en
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aguas a temperatura ambiente, es un importante patégeno oportunista y es causa
de un amplio rango de infecciones, especialmente de oidos, ojos, infeccion renal y
piel, su control en aguas destinadas a la recreacion es una obligacion en varios
paises del mundo. (Ortega, César. 2012)

Es uno de los contaminantes mas comunes en las fuentes de suministro de agua.
Es capaz de multiplicarse en un rango de substratos muy amplio ya que puede
proliferar gracias a la gran variedad de compuestos organicos que utilizan como
fuentes de carbono y energia. La importancia de Pseudomonas se torné6 mayor
cuando se comprobo6 su capacidad de inhibir los Coliformes, siendo los indicadores
de contaminacion de agua mas usados en el mundo, se corre un gran riesgo de
consumir agua con indice de Coliformes cero los cuales podrian estar inhibidos por

Pseudomonas. (Ortega, César. 2012).

Métodos de aplicacion para la determinacion de Coliformes totales y fecales.

Prueba presuntiva:

Para la determinacion de Coliformes se utilizara el método de cultivo BGBB medio
Lactosado (dispuesto en tubo), que es un medio selectivo y de enriquecimiento ya
que inhibe el crecimiento de microorganismos distintos de los del grupo de
Coliformes a la vez que permite que éstos crezcan sin restriccion, trabajar en una
campana de flujo laminar o en un cuarto de siembra bacteriol6gico con un mechero
bunsen. Antes del inicio del andlisis se debera mezclar perfectamente la muestra de
agua, agitandola de manera vigorosa para lograr una distribucion uniforme de los

microorganismos y posteriormente se da inicio al analisis de la siguiente manera:

1. Se utilizaran 9 tubos (tres series de tres tubos) se etiquetaran perfectamente

cada uno de ellos de manera que no haya posibilidad de confusiones.
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2. Enlos primeros 3 tubos se inocula con caldo lactosado doble concentracion con
10 mL de agua a cada uno.

3. Se inocula la otra serie de 3 tubos concentracion sencilla con 1 mL de agua a

cada uno.

4. Inocular la ultima serie de 3 tubos concentracién sencilla con 0.1 mL de agua a

cada uno.

5. Colocaremos en cada tubo una campana Durham para recoger el gas producido

y el medio de cultivo se le habra afiadido un indicador acido-base.

6. Incubar los tubos a 37 °C durante 48 horas para Coliformes totales y a 44°C para
Coliformes Fecales durante 24 horas.

7. Transcurrido el tiempo de incubacidén observar si hubo produccion de gas, se

detecta por el desplazamiento del medio de cultivo en la campana de Durham.

La ausencia de gas en los tubos hace negativa la prueba.

Los Coliformes son lactosa positiva, es decir, son capaces de fermentar la
produccién de &cido y gas, estos signos seran los que buscaremos. La reaccién sera
positiva cuando se produce desprendimiento de gas en la campana de Durham por
lo menos en un 10% de su capacidad, y el medio vira de color amarillo debido a la

formacion de acido.

Una reaccion positiva por débil que sea indicara la presencia de Coliformes y habra
gue hacer las pruebas confirmativas de IMVIC. Se aplicara la técnica del nimero

mas probable (NMP) de la siguiente manera:

Prueba confirmativa:
En caso de darse positivo la primera prueba, se toman los tubos positivos.

1. Inocular con dos series de tubos con caldo bilis verde brillante (BLVB).
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2. Para determinar Coliformes totales incubar una serie de tubos a 37°C y

examinarlos a las 48 horas para ver si los hubo produccion de gas.

3. Para confirmar la presencia de organismos Coliformes termotolerantes, incubar

otra serie de tubos a 44°C durante 48 horas para ver si hubo produccién de gas.

4. Para confirmar la presencia de Escherichia coli, a partir de cada uno de los tubos
que han resultado positivos en la prueba presuntiva, agitdndolos para
homogeneizar, hacer un subcultivo con un asa estéril en los tubos que contienen
10 mL de caldo E. coli y campana de Durham, incubar durante 24 horas a 44 +
0.5 °C, observar presencia de turbidez y gas. Sl se encuentra presencia de gas
en los tubos con medio de cultivo caldo E. coli se considera positiva la prueba
para Coliformes fecales Si no se observa produccion de gas, aun cuando se

observe turbidez, se considera negativa la prueba

La deteccion de E. coli se considera una evidencia satisfactoria de contaminacion
fecal. (IICA, agosto 200)

Método de Niumero Méas Probable (NMP) para la determinacion de Coliformes.

El resultado de tubos positivos de 3 diluciones es trasladado a las tablas estadisticas
qgue incluyen los limites de confianza de los NMP de los microorganismos

investigados en funcion de la tabla. (ver Tabla Anexa para NMP).

Mientras que la expresion de NMP es hecha solamente a través del NMP que
corresponde a los tubos positivos por serie, la expresion de NMP por gr o mL del
producto bajo andlisis es hecho considerando el factor de dilucion utilizado. (IICA,
agosto 2001)

En general las tablas ya estan corregidas, considerando gr o mL.

Consecuentemente para la obtencion de NMP, pueden ser inoculados mas de 3
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diluciones seriadas, entre tanto para la lectura final del NMP deben considerarse las
3 diluciones mas significativas. (IICA, agosto 2001)

Los ejemplos para seguir permiten una seleccion de las diluciones significativas

dentro de las posibilidades descritas. (IICA, agosto 2001)

Interpretacion

Cuando se inoculan mas de 3 diluciones seriadas, seleccionar una dilucion mayor
en la cual todos los tubos inoculados son positivos y considerar las 2 diluciones
siguientes mayores que la seleccionada. (IICA, agosto 2001)

En los casos en que mas de 2 diluciones siguientes a la escogida mostrasen tubos
positivos, separar en tubo positivo de mayor dilucion positivo, para una
inmediatamente anterior, hasta tener resultados que se encuadren a la situacion
anterior. (IICA, agosto 2001)

En los casos que solamente se inoculan 3 diluciones seriadas proceder a leer
directamente en la tabla. La técnica NMP no permite el contaje fijo de células viables
o de UFC, como ocurre en la técnica de contaje en placa. El uso de esta técnica se
justifica cuando es necesario estimar el numero de células viables no visualizadas
en el contaje en placa. Cuando mayor es el niumero esperado de microorganismos

investigado, mayor sera la disolucién usada. (IICA, agosto 2001)

La técnica de NMP debe ser realizada por las siguientes etapas analiticas: prueba
presuntiva (lectura de la serie de tubos positivos); prueba confirmativa (subcultivo

de tubos presuntivos en medio selectivo para el microorganismo investigado) y la
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prueba completa (identificacion de la especie microbiana presente). (IICA, agosto
2001)

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 presuncién, que
habra de confirmarse posteriormente. (IICA, agosto 2001)

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. (IICA, agosto 2001)

Criterios de aceptacion:
a. Coliformes totales: 0 NMP/ 100 mL

b. Coliformes fecales: Ausencia.

Cuantificacion de Bacterias Aerobias Mesoéfilas.

1. Tomamos 1 mL de la muestra y lo llevamos a un tubo de ensayo que contiene

9 mL de solucién de fosfato monobasico de potasio; solucién (101),

2. Luego tomamos 1 mL de la solucién de concentraciéon 10 1y lo llevamos a otro
tubo de ensayo conteniendo 9 ml de fosfato monobasico de potasio para

obtener una solucidn de concentracion 10 2

3. De la solucién de concentracion 10 -2 tomamos 1 mL y lo llevamos a otro tubo
de ensayo conteniendo 9 mL de fosfato monobasico de potasio para obtener

una solucion de concentracion 10 -3
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4. Tomamos 1 mL de cada una de las diluciones y la colocamos en 2 placas Petri
vacias y estéril por duplicado, se agrega de 15 a 18 mL de Agar Caseina Soja,

homogenizar y dejar solidificar.
5. Incubamos las placas de forma invertida a 37°C +1 por 24hrs.

6. Cuantificar.

Contaje de Colonias
1. Se deben seleccionar aquellas placas que tengan entre 25 y 250 colonias.

2. Si el contaje no fuese posible, las placas pueden ser guardadas después de
la incubacién requerida, aproximadamente 0.4- 4 °C por mas de 24 horas.
(IICA, agosto 2001).

Criterio de Aceptacion: <1x102 UFC/mL

Identificacién de Pseudomona aeruginosa
Pre Siembra

1. De la muestra recolectada, tomar 1 mL y agregar en un tubo de ensayo que

contiene 10 mL de caldo TripticaSoya. Incubar por 24 horas a 35-37°C.

2. De la muestra realizada anteriormente:
Tomar una asada de la muestra y colocar en una placa Petri con Agar

Cetrimide.

Incubar a 37°C por un periodo de 48 horas. (IICA, agosto 2001)
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E S

Especificaciones técnicas que debe cumplir el agua (NTON 09 003-99).

Las presentes Normas de Calidad del Agua para el consumo humano han sido

adoptadas de la “Norma Regional de Calidad del Agua para el Consumo Humano”,

editadas por CAPRE en septiembre de 1993 y revisadas en marzo de 1994, y la

“National Primary Drinking Water Standards”, editadas por U.S Environmental
Protection Agency (US.EPA) en febrero de 1994. (INAA. 2006)

Parametros microbiolégicos

Origen

+ Agua
distribuida

por tuberias.

+ Agua
sometida a
tratamiento
que entra
en el
sistema de

distribucion

Organismos  Unidad Valor Observaciones

Guia

Bacterias | NUumero/100 0
Coliformes
fecales

Turbiedad UTN para

la desinfecciéon con

mL

el cloro es
preferiblemente  un
pH igual a 8.0 con
0.2 a 0.5 mg/L de

' / loro resi I libr
Bacterias = NUmero/100 g  Cloro residual libre

Coliformes después del contacto

mL
durante 30 minutos

(tiempo minimo)
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Enfermedades asociadas a microorganismos presentes en agua contaminada.

El agua hace posible un medio ambiente saludable, pero, paradojicamente, también
puede ser el principal vehiculo de transmisidn de enfermedades. Las enfermedades
transmitidas por el agua son enfermedades producidas por el “agua sucia” las
causadas por el agua que se ha contaminado con desechos humanos, animales o
quimicos. Mundialmente, la falta de servicios de evacuacion sanitaria de desechos
y de agua limpia para beber, cocinar y lavar es la causa de mas de 12 millones de

defunciones por afo. (Aurazo de Zumaeta, M. 2004)

Las afecciones que se propagan por el agua se conocen como “enfermedades
transmitidas por el agua”. Sus agentes patdgenos son biolégicos, mas que quimicos
y los males que provocan casi siempre son contagiosos. Por lo general, los agentes
patdgenos pertenecen al grupo de los microorganismos que se transmiten en las
heces excretadas por individuos infectados o por ciertos animales. De forma que
estas enfermedades se suelen contraer al ingerir agua o alimentos contaminados

por heces fecales (via fecal-oral). (Crana. 2011)

Los patdégenos 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 tamano, estructura y composicion.

Generalmente las cepas de Escherichia coli que colonizan el intestino son
comensales, sin embargo, dentro de esta especie se encuentran bacterias
patdgenas causantes de una diversidad de enfermedades gastrointestinales.
Aunque la mayoria de las cepas de E. coli no son patogénicas, algunas pueden
causar diarrea severa en humanos. La presencia de Pseudomonas aeruginosa en
agua de consumo puede provocar algunas enfermedades infecciosas entre estas:
infecciones del tracto urinario, digestivo, respiratorio, sistema nervioso central,

infecciones hemadticas, otitis, oftdlmicas y queratitis. (Crana. 2011).
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DISENO METODOLOGICO

Tipo de Estudio: Experimental.

Area de Estudio: La presente investigacion se realizé en el area de la bocana de
Las Peiiitas, ubicado aproximadamente a 18 Km de la ciudad de Ledn, Nicaragua.
Exactamente en el sector comprendido desde: Hotel Suyapa Beach 1c al este
hasta sector de la casa base “Comanejo”. Los ensayos se realizaron en el
Laboratorio de Microbiologia del departamento de Farmacia Industrial de la
Facultad de Ciencias Quimicas UNAN-LeonN.

Poblacion de estudio: Agua potable abastecida por la Empresa Aguadora de
Las Peiiitas y Poneloya SA (EMAPEPOSA) a 50 casas ubicadas en sector de la

bocana de Las Peiiitas.

Muestra: 7 muestras de agua de grifos correspondientes a 7 casas del sector
de la bocana de Las Pefiitas. Cada muestra corresponde a 500 mL de agua
potable.

Tipo de Muestreo: No probabilistico a conveniencia del investigador.

Criterios de Inclusion:

a. Agua potable abastecida por la Empresa Aguadora de Las Peiiitas y
Poneloya SA (EMAPEPOSA) al sector de la bocana de Las Peiiitas.

b. Viviendas en las que los propietarios nos den su consentimiento de

acceder a la toma de muestras.

c. Agua potable extraida directamente del grifo.
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9.

Criterios de Exclusioén:

a. Agua potable que no sea abastecida por la Empresa Aguadora de Las
Pefiitas y Poneloya SA (EMAPEPOSA) al sector de la bocana de Las

Peiitas.

b. Viviendas en las que los propietarios no den su consentimiento de

acceder a la toma de muestras.

c. Agua potable contenida en recipientes.

Consideraciones Eticas:

Se solicit6 el permiso de los duefios de cada casa para proceder a la recoleccion
de las muestras.

A todos los duefios de las casas seleccionadas para el estudio se les explicé los
objetivos del mismo garantizando la participacion voluntaria con la certeza de

que sus datos quedaran en el anonimato.

Los resultados obtenidos en este analisis son para fines académicos.

Fuente de informacion:

* Primaria; resultados obtenidos directamente de las muestras analizadas.

* Secundaria: libros de textos, tesis, paginas de internet.

31




Evaluacion microbiolégica del agua abastecida por la empresa EMAPEPOSA ;

10.

Preparacion de los medios de cultivo

. Se procede a esterilizar la cristaleria, placas, Erlenmeyer y pipetas en horno

a una temperatura de 180°C durante 2 horas.

. De acuerdo con el volumen a preparar lo que nos indica la etiqueta de cada

medio de cultivo se realizan los célculos para pesar la cantidad en gramos

requeridos para el analisis.

Los medios de cultivo liquidos se disuelven en agua destilada a temperatura

ambiente y los agares en agua destilada a ebullicion.

. Se prepara caldo Lactosado para concentraciones simples 3.25g para 250mL

y dobles 6.50g para 250mL, pesar y pasar a unos Erlenmeyer, se le agrega
un poco de agua destilada, se agita para disolver y se afora a 250mL

utilizando una probeta.

. Se prepara Agar Cetrimide 6.8g mas 1mL de Glicerina, necesarios para 150

mL, se lleva a un Erlenmeyer con agua destilada caliente a ebullicién.

Se prepara caldo TripticaSoya pesar 2.1g para 70mL se pasa a un
Erlenmeyer, se agrega un poco de agua destilada, se agita para disolver y se
afora a 70mL utilizando una probeta.

.Y por ultimo se prepara Agar TripticaSoya se pesa 32g para 800mL en un

Erlenmeyer.

. Se mide el pH, con ayuda de un pH-metro de cada uno de los medios

preparados para verificar que sea el mismo del pH 6ptimo que declara la

etiqueta.

Posteriormente se tapan con tapdn de algodon envuelto en papel aluminio y

se cubre con papel aluminio.

Los medios se esterilizan a 121 °C por 15 min.
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11. Preparaciéon de solucion Buffer de Fosfato monobésico pH 7.2

a. Enun matraz volumétrico, de 1000 mL disolver 34 g de Fosfato monobésico

de Potasio en 500 mL de agua destilada.

b. Ajustar el pH a 7.2 con una solucién de NaOH 1N (175 mL). Llevar a volumen

y mezclar.

c. Envasar en recipiente adecuado y esterilizar a 121 °C en bafio maria por 15

min. Almacenar en refrigeracion, una vez alcance temperatura ambiente.

d. Medir el pH, con ayuda de un pH-metro para verificar que fuera el pH 6ptimo.
Solucién diluida

e. Diluir ImL de la solucion concentrada en 800 mL de agua destilada, con

ayuda de una probeta. Trasladar a un matraz volumeétrico.

f. Posteriormente envasar en volumenes de 90 mL y tapar con tapon de

algodon envuelto en papel aluminio, cubrir con papel aluminio.

k. Esterilizar en bafio maria a 121 °C por 15 min.

12. Procedimiento de recoleccion de las muestras:

Se solicita el consentimiento del duefio o encargado de casa seleccionada, con

previa explicacion del estudio. Proceder a obtencion de la muestra.

Se toman las muestras directamente del grifo, desinfectar previamente con
alcohol al 70%, flamear para eliminar posibles impurezas presentes en los
diferentes grifos, abrir el grifo, hasta alcanzar su flujo maximo y dejar correr el

agua durante un minuto. Este procedimiento limpia la salida y descarga el agua
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que ha estado almacenada en la tuberia. Disminuir el flujo de agua para la toma
de la muestra. Abrir el frasco de muestreo con el mechero cerca. Recolectar
500 mL de agua en un frasco estéril debidamente rotulado. Mantener la tapa y
la cubierta protectora hacia abajo (para evitar la entrada de polvo portador de
bacterias). Se coloca inmediatamente el frasco debajo del chorro de agua y
llenar. Dejar un espacio de aire (aproximadamente un tercio del frasco) para
facilitar la agitacion de la muestra antes del analisis microbiolégico. Colocar el
tapdon al frasco de manera hermética. Depositar el frasco en un termo, el cual
contiene hielo para su debida preservacion. Realizar este procedimiento en cada
una de las casas seleccionadas para obtencion de la muestra.

Se trasladan las muestras contenidas en el termo con hielo al laboratorio de
microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas, carrera de Farmacia de la
UNAN-LeonN.

+ Agregar Tiosulfato de Sodio al 0.05%, dejando reposar durante 20 minutos, para
neutralizar el cloro presente en las muestras de agua recolectadas, con el fin de

evitar la aparicion de falsos negativos en nuestro procedimiento.

13. Procedimiento:

A cada muestra de agua debidamente rotulada se le realiza el siguiente
analisis:
13.1. Ensayo microbiolégico para Recuento de Bacterias Aerobias Mesofilas
Preparar 3 diluciones en diferentes concentraciones (10 ** 10 2y 10-3).

13.1.1. Primera dilucién (101): en un Erlenmeyer que contenga 90 mL de

buffer fosfato pH 7.2, adicionar 10 mL de la muestra y agitar. Transferir
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1 mL de la dilucion a 2 placas Petri vacias e incorporar de 15-18 mL de

agar TripticaSoya. Incubar a 35 £ 2°C por 48 horas.

13.1.2. Segunda dilucién (10): en un tubo que contenga 9 mL de buffer
fosfato pH 7.2, adicionar 1 mL de la primera dilucién y agitar. Transferir
1 mL de esta dilucién a 2 placas Petri vacias incorporar de 15-18 mL de

agar TripticaSoya. Incubar a 35 £ 2°C por 48 horas.

13.1.3. Terceradilucién (103): en un tubo que contenga 9 mL de buffer fosfato
pH 7.2, adicionar 1 mL de la segunda dilucion y agitar. Transferir 1 mL
de esta dilucion a 2 placas Petri vacias incorporar de 15-18 mL de agar
TripticaSoya. Incubar a 35 £ 2°C por 48 horas.

Después de la incubacion observar las placas. Si hay crecimiento proceder a
realizar el recuento de bacterias aerobias mesdfilas de cada placa Petri. Colocar
en el contador de colonias cada una de las placas Petri, con ayuda de un

marcador observar el nUmero de colonias encontradas.

Criterio de Aceptaciéon: <1x102 UFC/mL

13.2. Determinacion de Pseudomona aeruginosa.

Pre Siembra

De la muestra recolectada, tomar 1 mL y agregar en un tubo de ensayo que contiene
10 mL de caldo TripticaSoya. Incubar por 24 horas a 35-37°C.

De la muestra realizada anteriormente:

13.2.1 Tomar una asada de la muestra y colocar en una placa Petri con Agar
Cetrimide.
13.2.2. Incubar a 35 £2°C por un periodo de 48 horas.
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Si se observa crecimiento de colonias verde fluorescente. Realizar prueba de oxidasa
a una de las colonias. Si la prueba es positiva se considera que hay presencia de

Pseudomona aeruginosa en la muestra de agar.

Criterio de Aceptacion: Ausencia

13.3. Ensayo de determinaciéon de Coliformes por el método de nUumero mas

probable.

Prueba presuntiva:

En esta prueba se usa el medio caldo Lactosado preparado a dos concentraciones
diferentes tanto simple como doble, realizando los calculos respectivos para cada
uno de los 9 tubos de ensayo. En la concentracién doble 10! se toman tres tubos
de ensayos a los que se le adicionan 10 mL de caldo y para la concentracion simple
102y 103 correspondiendo a tres tubos para cada una, se adicionan 5 mL a cada
tubo. Antes de iniciar el analisis, mezclar perfectamente la muestra de agua
agitandola de manera vigorosa para lograr una distribucion uniforme de los
microorganismos, se procede como sigue: Rotular cada uno de los tubos de manera

gue no haya posibilidad de confusiones posteriores.

13.3.1. Preparar diluciones en diferentes concentraciones (102, 102y 1073)

13.3.1.1. Primero (101): en 3 tubos de ensayos que contienen 10 mL de medio
caldo Lactosado a doble concentracion con campana Durham. Adicionar 10
mL de la muestra, Incubar a 35 + 2°C durante 48 horas.

13.3.1.2. Segundo (102): en 3 tubos de ensayos que contienen 5 mL de medio
caldo Lactosado a simple concentracion con campana Durham. Adicionar 1
mL de la muestra Incubar a 35 + 2°C durante 48 horas.

13.3.1.3. Tercero (10): en 3 tubos de ensayos que contienen 5 mL de medio

caldo Lactosado a simple concentracion con campana Durham. Adicionar
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0.1 mL de la muestra Incubar a 35 + 2°C durante 48 horas.

13.3.1.4. Después de la incubacion observar la presencia de turbidez y de gas.

13.3.2. Interpretacion de resultados:

a. Todos aquellos tubos con presencia de gas en la campana Durham se toman
positivos en la prueba presuntiva, se anotaran la cantidad de tubos positivos segun
Su concentracion y se procederd a realizar la prueba confirmativa para Coliformes

totales.

b. Si el total de tubos son negativos, por lo que no se encontrd presencia de gas en
la campana Durham: la prueba se da por terminado, reportando la ausencia de
Coliformes totales y fecales en la muestra analizada. Reportar el resultado como: <3
NMP/ 100 mL.

13.4. Prueba confirmativa para Coliformes totales

1. A partir de cada uno de los tubos que han resultado positivos en la prueba
presuntiva, agitandolos previamente para homogeneizar, inocular con un asa
estéril los tubos conteniendo caldo Lactosa Bilis Verde Brillante (LBVB) y

campana Durham.

2. Incubar durante 48 + 3 horasa 35 + 2 °C.

3. Después de la incubacion observar la presencia de turbidez y de gas.
Interpretacion: Si se observa turbidez y produccion de gas, la prueba se considera
positiva, debiendo anotar el nUmero de tubos positivos para posteriormente hacer

el calculo del NMP utilizando las tablas.

* Si en ninguno de los tubos se observa produccion de gas, aun cuando se observe

turbidez, se consideran negativo.
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13.5. Prueba para Coliformes Fecales

13.5.1. A partir de cada uno de los tubos que han resultado positivos en la
prueba confirmativa, agitandolos para homogeneizar, hacer un subcultivo con
un asa estéril en los tubos que contienen 10 mL de caldo E. coli y campana

de Durham.

13.5.2. Incubar durante 24 horas a 44 + 0.5 °C, observar presencia de turbidez
y gas. Interpretacion: Si se encuentra presencia de gas en los tubos con
medio de cultivo caldo E. coli se considera positiva la prueba para Coliformes
fecales. Sino se observa produccion de gas, aun cuando se observe turbidez,

se considera negativa la prueba.

13.5.3. En el caso de que la prueba sea negativa a Coliformes fecales, reportar

como: Ausencia.

Criterios de Aceptacion:

a. Coliformes totales: 0 NMP/ 100 mL
b. Coliformes fecales: Ausencia

14. Variables de estudio:

14.1. Coliformes totales.
14.2. Coliformes fecales.
14.3. Pseudomona aeruginosa.

14.4.Bacterias aerobias mesofilas.
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15. Operacionalizacion de las variables

Variable Definicion Indicador Escala
Son las bacterias de la
familia Enterobacteriaceae,
lactosa positiva y e Turbidez
constituyen un grupo de e Produccion | ~NMP/100 mL
Coliformes bacterias que se definen de gas
totales i
mas por las pruebas usadas
para su aislamiento que por
criterios taxondmicos
Bacterias aerobias
gramnegativas, no
formadoras de esporas, de
) forma bacilar 'y que,
Coliformes neubad 445 c e Presencia
incubadas 5° , .
fecales f o e Turbidez e Ausencia
ermentan la lactosa en un e Produccion
término de 48 horas, con de gas

produccion de gas, pudiendo
ser residentes del tracto
digestivo humano y de

animales de sangre caliente
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Variable Definicion Indicador Escala
Especie de bacterias
Gram Negativas | Colonias de color .
o N e Presencia
Pseudomona aerObicas con motilidad | verde fluorescente e Ausencia
aeruginosa unipolar. Es un patégeno
oportunista en humanos y
también en plantas.
. . Numero de UFC de
Bacterias aerobias .
mesofilas bacterias  capaces de
Conteo de UFC/mL

crecer en un medio agar
nutritivo y verifica la

Limpieza del agua.

Colonias en placas
de agar
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16. Materiales y Equipos

Material
Cantidad
Matraz 2
Tubos de
9
Ensayo
Botellas de
Dilucién 2
Pipetas de
4
10 mL
Pipetas de 5
mL 2
ASA de
platino 1
Baldn
2
Aforado
1000 mL
Probeta 100
mL 2
Placa Petri 8
Mechero 1
Campana de
22

Durham

Autoclave

Contador
de

Colonias

Incubadora

Agitador de
tubo

Bario Maria

Balanza

Cocina

Horno

pH-metro

Equipos

Cantidad| Marca

Farmamundi

Quebec

Precision

Corning

Precision

Sartorius

Corning

Precision

Crison

N. de serie

62340

61084

9606

61085

62345

9727

PC100

62341

82445
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17. Otros

Material de Laboratorio Reactivos Medios de Cultivo

Descartable

Algodon. Buffer fosfato pH 7.2 Caldo bilis verde
(composicion). brillante.
Papel Aluminio. Alcohol etilico al 70%. Caldo E caoli.
Guantes. Tiosulfato de Sodio al Caldo Lactosado.
0.05%
Boquillas. Agua Destilada Agar Cetrimide.
Gorros Quirdrgicos. Caldo Triptica Soya.
Zapatos Quirurgicos. Agar Triptica Soya.
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Ensayo Microbiologico para recuento de Bacterias Aerobias Mesofilas

Tabla 1: Lectura Recuento total de Bacterias Aerobias Mesofilas (RTBAM) en 48

horas.
ler Placa 2da Placa Criterio de
Aceptacion
101 <10 UFC/mL <10 UFC/mL
102 <10 UFC/mL <10 UFC/mL
Muestra 1
103 <10 UFC/mL <10 UFC/mL
101 <10 UFC/mL <10 UFC/mL
102 <10 UFC/mL <10 UFC/mL
Muestra 2
103 <10 UFC/mL <10 UFC/mL
101 5x 10 1UFC/mL | 5x 10 1UFC/mL
<1x10%2 UFC/mL
102 <10 UFC/mL <10 UFC/mL
Muestra 3
103 <10 UFC/mL <10 UFC/mL
101 <10 UFC/mL <10 UFC/mL
Muestra 4 102 <10 UFC/mL <10 UFC/mL
103 <10 UFC/mL <10 UFC/mL
101 1x 10 'UFC/mL 1 x 10 lUFC/mL
Muestra 5 1072 <10 UFC/mL <10 UFC/mL
103 <10 UFC/mL <10 UFC/mL

<10 UFC/mL: Ausencia BAM

USP 40 (Volumen 1): “Pruebas Microbiolégicas”
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ler Placa 2da Placa Criterio de
Aceptacion
101 <10 UFC/mL <10 UFC/mL
Muestra 6 102 <10 UFC/mL <10 UFC/mL
103 <10 UFC/mL <10 UFC/mL <1x102 UFC/mL
101 <10 UFC/mL <10 UFC/mL
Muestra 7 1072 <10 UFC/mL <10 UFC/mL
1073 <10 UFC/mL <10 UFC/mL
<10 UFC/mL: Ausencia BAM USP 40 (Volumen 1): “Pruebas Microbiolégicas”

En relacién con las bacterias aerobias mesoéfilas se realiz6 a través del método

Recuento en Placa, Gtil para determinar bacterias viables.

Después de las 48 horas de incubacion, no se observé evidencia de un crecimiento
microbiano en 5 de las muestras, por lo tanto, se demuestra la Ausencia de Bacterias
Aerobias Mesofilas. En la muestra nimero 3 encontramos 50 UFC/mL, al igual que en
la muestra 5, se evidencid un crecimiento de 10 UFC/mL, los crecimientos
encontrados estan dentro del criterio de aceptacion establecido, el cual nos indica un

crecimiento <1x102 UFC/mL.
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Determinacion de Pseudomona Aeruginosa

Tabla 2: Identificacion de Pseudomona aeruginosa.

Pseudomona aeruginosa Criterio de

Aceptacion
Muestra 1 Ausencia (-)
Muestra 2 Ausencia (-)
Muestra 3 Ausencia (-)

Muestra 4 Presencia (+) Ausencia ()
Muestra 5 Ausencia (-)
Muestra 6 Ausencia (-)
Muestra 7 Ausencia (-)

NTON 09003-99

Para la determinacion de presencia de Pseudomona aeruginosa, posterior al pre

enriquecimiento y cultivo en agar selectivo Cetrimide encontramos que la muestra 4

presentaba la bacteria Pseudomona aeruginosa, donde se evidenciaba la coloracion

verde fluorescencente en la superficie de la placa. Probablemente esto puede

deberse a desperfectos en tuberias domiciliar.
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Tabla 3: Prueba Presuntiva para Identificacion de Coliformes

Determinacion de Coliformes totales y fecales.

Cantidad de Tubos Positivos
Dilucion 10? 102 103
Muestra 1 2 1 1
Muestra 2 0 0 0
Muestra 3 0 0 0
Muestra 4 1 0 0
Muestra 5 3 3 1
Muestra 6 1 0 0
Muestra 7 3 0 0

Para la determinacion de este grupo de bacterias se realizé la prueba de NMP
utilizando Caldo Lactosado, el cual se incub6 por 48 horas a 37°C siendo notoria la
formacion de turbidez y gas en la campana de Durham en los tubos de pruebas de
las muestras 1, 4, 5, 6 y 7, lo cual es indicativo de presencia de Coliformes y se

procedi6é a confirmar.
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Tabla 4: Prueba Confirmativa de ldentificacion de Coliformes totales.

Cantidad de tubos
Positivos Criterio de
Aceptacion
NMP/mL
Dilucion ot 102 107
Muestra 1 0 0 0 <3
Muestra 4 0 0 0 <3
Muestra 5 3 1 0 43 0 NIMP/ 100
mL
Muestra 6 0 0 0 <3
Muestra 7 1 0 0 3,6

NTON 09003-99

A los tubos que presentaban turbidez y gas en la campana de Durham en la prueba
presuntiva de Coliformes totales se le realiz6 una prueba confirmativa en Caldo
Verde Brillante incubando por 48 horas a 37°C. Posterior a la incubacion se observo
la formacién de turbidez y gas en la campana de Durham en los tubos de las
muestras 5y 7 confirmando de esta manera la presencia de Coliformes totales, cabe
destacar que no estan dentro del criterio de aceptacién establecido por la NTON
09003-99 el cual nos indica que no deben haber resultados positivos durante la

prueba.
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Tabla 5: Prueba de Coliformes fecales.

Muestra Coliformes fecales Criterio de
Aceptacion
Muestra 1 Ausencia (-)
Muestra 4 Ausencia (-)

Ausencia (-)

Muestra 5 Ausencia (-)
Muestra 6 Ausencia (-)
Muestra 7 Ausencia (-)

NTON 09003-99

A los tubos que presentaban turbidez y gas en la campana de Durham en la prueba
confirmativa de Coliformes se transfirio a Caldo E. coli, el cual se incub6 en bafio
maria por 24 horas a 44 — 45 °C, en los que no se observo presencia de turbidez ni
gas en la campana de Durham, lo que nos indica ausencia de Escherichia coli
(microorganismo indicador de contaminacion fecal que tolera esta temperatura de

incubacion).
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CONCLUSIONES

Las evidencias que se muestran en el ensayo microbiologico realizado al agua
abastecida por la empresa EMAPEPOSA en el sector de la bocana de Las

Pefiitas, demostraron:

a. La mayoria de muestras analizadas cumplen con el criterio de aceptacion de
Coliformes totales, exceptuando las muestras 5y 7, esto debido a que existe
presencia de estas bacterias.

b. En relacion a Coliformes fecales todas las muestras cumplen con el criterio
de aceptacibn ya que ninguna de ellas presentaba indicadores de
contaminacion fecal. En cuanto a la bacteria Pseudomona aeruginosa la
mayoria de muestras cumplen con los parametros establecidos excepto la

muestra 4.

c. En cuanto al Recuento total de Bacterias Aerobias Meséfilas (RTBAM), las
muestras cumplen con el criterio de aceptacion establecido por la USP 40, el

cual nos indica un crecimiento <1x102 UFC/mL.

Por lo tanto, concluimos que, de acuerdo con los resultados de cada uno de los
ensayos realizados, la mayoria de muestras de agua potable abastecida por la
Empresa Aguadora de Las Peiiitas y Poneloya SA (EMAPEPOSA) al sector de la
bocana de Las Pefiitas son aptas para el consumo humano, segun lo establecido
por la Norma Técnica para el disefio de abastecimiento y potabilizacion del agua
(NTON 09003-99) y la USP 40.
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RECOMENDACIONES

Al obtener los resultados anteriores, las investigadoras recomendamos al publico en
general y a la comunidad estudiantil:

a. A los habitantes del sector de la bocana de Las Peiiitas realizar cambios de
tuberias en mal estado, ocasionados por distintas problematicas, incluyendo
el paso del tiempo, con el fin de evitar la acumulacion de bacterias que

pueden poner en riesgo la salud de los habitantes.

b. A estudiantes seguir realizando este tipo de estudios para monitorear la

calidad del agua consumida por la poblacion.
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Evaluacion microbioldgica del agua abastecida por la empresa EMAPEPOSA

ANEXQOS
Anexo 1: Glosario de Abreviaturas

* BGBB: Brilliant Green Biles Broth. (Caldo lactosado Bilis verde brillante).

* BLVB: Caldo bilis lactosa verde brillante.

* CAPRE: Comité Coordinador Regional de Instituciones de Agua Potable y Saneamiento

de Centroamérica.

* EMAPEPOSA: Empresa Aguadora de las Pefiitas y Poneloya S.A.

*INVIC: Prueba utilizada en microbiologia para la identificacion de bacterias. Se
compone de cuatro pruebas: Indol, rojo de metilo, voges-proskauer y citrato. El
resultado de este test se expresa mediante simbolos de positivo 0 negativo, segun el
resultado de cada prueba, siguiendo siempre el orden establecido por las iniciales del
método.

* NMP: NUmero Mas Probable.

* NTON: Norma Técnica Obligatoria Nicaragliense.

* pH: Medida de acidez o alcalinidad de una disolucién.

* RTBAM: Recuento total de Bacterias Aerobias Mesobfilas

* SA: Sociedad Andénima.

* UFC: Unidades Formadoras de Colonias.

* USP: United States Pharmacopeia
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Anexo 2: Esquema de procedimiento

&

10 mL

Muestra
Determinacién de Bacterias Aerobias 1mL —— Prueba presuntiva para identificacion de Coliformes
Meséfilas por el método vertido en placa 10 mL TmL 0.1 mL h
—> R e
Determinacion de Incubar
a35+
15 mL agar TripticaSoya Pseudomona 10 mL ‘ 1mL 0.1 mL 290
aeruginosa ——» > | —> por 48
1 horas
D (107) 1mL =~ - 10mL Caldo omL TmL 0.4 ml .
Q ; 1 TripticaSoya > > — |
90 mL buffer fosfato pH 7.2 _ | — — et
— Dilucién 1:10 Dilucién 1:100 Dilucién 1:1000
1 mL , 10 mL Caldo 5 mL Caldo & i Caldo
Pre Cultivo Lactosado [ 2 Lactosado Simple
o Lactosado
15 mL agar TripticaSoya  Incubar a 35+2 °C (] simple [1

por 24 horas

p(oy || |
’ 1mL
Tomar una
! e asada Prueba Confirmativa para Coliformes totales
\ Inocular
9 mL buffer fosfato pH 7.2
Incubar a
/ +00
1 mL - 35+x2°C
/ —_— > por 48
15 mL agar TripticaSoya 15 mL agar // horas
Cetrimide. Caldo Lactosa Bilis

Tubo de Ensayo Positivo

D (10.3) i 1 mL NaE Incubar a 35+2 °C Verde Brillante (LBVB)
por 48 horas
e Prueba para Coliformes fecales

9 mL buffer fosfato pH 7.2 \ Subcultivo
Incubar a 35 + 2 °C por 48 o Incubar en
bafio Maria a
/‘/ . ( 44-45 °C por

// 24 horas

Tubo de Ensayo Positivo 10 mL Caldo E coli
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Anexo 3. Célculos realizados para determinar cantidad a utilizar de Reactivos y
Medios de Cultivo.

+ Buffer Fosfato pH 7.2

Volumen: 800 mL necesarios para 7 muestras.

: 800 mL
Cantidad para cada muestra: e

x1.25mL=1mLpH 7.2.
1000 mL

+ Caldo Lactosado
Volumen necesario para 7 muestras:

a. Doble concentracion: 250 mL.

b. Simple concentracion: 250 mL.

Cantidad para cada muestra:

250mL
1000 mL

x 13 g = 3.25 g a concentracién simple.

250 mL

—x 13 g = 3.25 g x 2 = 6.5g a concentracion doble.
1000 mL

+ Caldo TripticaSoya.

Volumen necesario para 7 muestras: 70 mL. Cantidad

mL
1000 m

para cada muestra: T X 30g =2.1g.
+ Agar Cetrimide.

Volumen necesario para 7 muestras: 150 mL.

: 150 mL
Cantidad para cada muestra: = x 4539 =6.8g.
1000 mL
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+ Agar TripticaSoya.

Volumen necesario para 7 muestras: 800 mL.

: 800 mL
Cantidad para 7 muestras:
1000 mL

x 40g = 32g.
+ Caldo E. Coli

Volumen necesario para 100 mL
379
1000 mL

x 100 mL = 3.7 g necesarios para 100 mL

4+ Caldo Bilis Verde Brillante

Necesarios para 200 mL

49
100 mL

x 200 mL = 8g necesarios para 200 mL
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Anexo 4: Mapa de Las Peiiitas. Vista aérea de Las
Pefitas.

Q Surfing Turtle Lodge

% San‘Roque
Bocas Del Mar

Q Cerrado
temporalmente

El ParguitolRojo
L34 (12) Comedor El Ancla
459%(4)

L'asiPenitas

KALLY/HOSTAL Q
Y RESTAURANTE Barca de Oro

4.1 o (575) - Cierra pronto

L'a Curvita
4.0k (i7)

Mapa de Las Pefiitas.
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Anexo 5: Valores del numero més probable de Microorganismos, segin USP 40.

Combinaciones observadas de
numeros de tubos que NMP/ g o mL de Limites de confianza de 95%
o producto
muestran crecimiento en cada
juego
Numero de g o mL de
producto por tubo
0,1 0,01 0,001
0 0 0 <3 0-94
0 0 1 3 0,1-95
1 0 3 0,1-10
1 1 6,1 1,2-17
0 2 0 6,2 1,2-17
0 3 0 9,4 3,5-35
1 0 0 3,6 0,2-17
1 0 1 7,2 1,2-17
1 0 2 11 4-35
1 1 0 7,4 1,3-20
1 1 1 11 4-35
1 2 0 11 4-35
1 2 1 15 5-38
1 3 0 16 5-38
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Combinaciones observadas
de numeros de tubos que NMP/ g o mL de Limites de confianza de 95%
muestran crecimiento en cada producto
juego
Numero de g o mL de
producto por tubo
0,1 0,01 0,001
2 0 0 9,2 15-35
2 0 1 14 4-35
2 0 2 20 5-38
2 1 0 15 4 —-38
2 1 1 20 5-38
2 1 2 27 9-94
2 2 0 21 5-40
2 2 1 28 9-94
2 2 2 35 9-94
2 3 0 29 9-94
2 3 1 36 9-94
3 0 0 23 5-94
3 0 1 38 9-104
3 0 2 64 16 — 181
3 1 0 43 9-181
3 1 1 75 17 - 199
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Combinaciones observadas

de nimeros de tubos que

NMP/ g o mL de

Limites de confianza de 95%

muestran crecimiento en cada producto
juego
Numero de g o mL de
producto por tubo
0,1 0,01 0,001
3 1 2 120 30 — 360
i . > 160 30 — 380
i ’ ° 93 18 — 360
3 2 1 150 30— 380
3 2 2 210 30 — 400
’ ’ 3 290 90 — 990
3 3 0 240 40 — 990
3 3 1 460 90 — 1980
’ ° ? 1100 200 — 4000
3 3 3 >1100 :
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Anexo 6: Evidencias Fotograficas de resultados de ensayos realizados
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Anexo 7: Evidencias Fotogréaficas de controles realizados durante el
proceso




Anexo 8: Composicién de Medios De Cultivo Y Reactivos Utilizados

C. Solucion reguladora de fosfato pH 7,2

(0101210 1S (1[0 ] AR g/mL
Fosfato monobasico de potasio..........c.cooeviiiiiiiiii 34.0 g.
Agua destilada. . ... .o 500 mL.

d. Agar Cetrimide

COMPOSICION ....ooiiieicee e g/mL
Digerido Pancreatico de Gelatina................coooiiiiiii i 20.0g
Cloruro de MagnesiO. ... ..cueiriie e 1.4g
Sulfato POLASICO. ... 10.0g
N-cetil-N, N, N-trimetiamoniobromuro (Cetrimide)...................coooiiiiin, 0.3g
0= = T - | 13.69
AdItivo: glicerina. ... ..o 1.0mL
Agua destilada. . ......one e 1000mL

e. Agar TriptiCasa De Soya (TSA)

COMPOSICION. ... .t g/mL

T D ONa. e 15.0g
PePtoNa dE SOYa. ... 5.0g
Cloruro de SO0, .. .o 5.0g
- 15.0g
Agua destilada CSP ... 1000mL

f. Caldo TriptiCasa De Soya (TSA)

COMPOSICION. ... . g/mL
141 = T 15.0g
Peptona de SOYa. ... 5.0g
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Cloruro de SO0, .. .ot 5.0g
o = | PP 15.0g
Agua destilada COP....vuei i s 1000mL

g. Caldo Lactosado

COMPOSICION. ... .o g/mL
EXIracto de Carne. ... ... 3.0g

Digerido pancreatico de gelatina..............coooiiii i 5.0g

0= T (0 1= 5.0g
Agua destilada. ..o 1000mL

h. Bilis verde brillante (LBVB)

COMPOSICION. ... .o, g/mL
Bilis de buey deshidratado...........c..ooiiiiii 20g
PepIONa. .. 10g

0= T 01T 10g
Verde brillante. ... 0.0133g

i Caldo E. Coli

COMPOSICION. ... g/mL
L5111 = 209
00T (1< 7- 5g
Sales Billares. .. ..o 1.99
FOSTAtO DIPOLASICO. ... ettt 49
Fosfato Mono POtaSICO. ........cvuieii i 1.5¢

Cloruro de SOTI0. . ...t 5g
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Anexo 9: Ejemplo de esquema de censo realizado por investigadoras

Fecha: / / Casa no:

DATOS DE LA VIVIENDA

TIPO DE VIVIENDA CONDICION DE OCUPACION
VIVIENDA PARTICULAR O COLECTIVA ESTA VIVIENDA SE ENCUENTRA
+ Casa___ + Ocupada con moradores presentes__
+ Ranchoochoza + Ocupadas con moradores ausentes__
+ Vivienda improvisada___ VIVIENDA DESOCUPADA
+ Hotel, casa de huéspedes + En venta o alquiler__
+ Otro tipo de vivienda colectiva__ + De uso temporal__
+ En construccion__
+ Por otrarazén___
+ Nota:

Una vez explicadas las consideraciones éticas, objetivos del estudio e identificadas las
investigadoras, se procedio a la realizacion del censo, en el sector de la bocana de Las
Peifiitas, el cual es comprendido desde: Hotel Suyapa Beach 1c al este hasta sector de la

casa base “Comanejo”.

» Fechade realizaciéon del censo: lunes 14 de marzo del afio 2022.
» Horaderealizacién del censo: 9 am - 11 am.
* Resultados obtenidos: 50 viviendas.
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