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INTLHODUCCTION

Dade lo gren iwportancia que pora los geres vivos re-—
presenta el cguc, como vehiculo de trensmisidén de enferme-
dedes infeccioses, creimos de interés hacer un estudio ted
rico y prfctico de dos métodos gque se utilizan awctuclmente
en becteriologia par: el anclisis de la misma, estos son:

a) étodo de los tubos de fermerntacidn, el cusl he si
do el procedimiento comun que se he venido ecplicrndo por —

verics décadus.

b) Método a buse de filtros de membrina recientemente
llevedo a la prdctica y que ofrece nuevas perspectivas pa-
ra el control saniterio del agua.

Este estudio tiene por objeto valorizer los resulta——
dos y definir cual seria el procedimiento de mayor utili -
dad, confiabilidaed y rapidez.



II

Indicadores bacterioldgicos de contaminacidn del agua.

2.1 Definicidn.

Un indicador bacterieno de contaminacidn es cualquier
organismo que por su sola presencia podria demostrar que -
ha ocurrido una contaminecién y generalmente sugerir la -
fuente de la misma,

Bn un sentido mds estricto, los indicadores becteria-
nos de contaminceidn estén azsociedos primariamente con la-
demostracién de que la contaminacién del agua he sido ori-
ginada por las excretes de animales de sangre caliente (in
cluyendo al hombre, animales szlvajes y domésticos, aves,-
ete.) (4)

2.2 Propiedades de un indicador bacterioldégico "ideal"
de contaminacidn.

Un indicador bacteriolégico ideal de contaminacién de
be reunir los siguientes pardémetros:

1) Ser aplicable en todos los tipos de agua.

2) Siempre ester presente en el agua cunndo existan -
beeterias petdgenas de origen intestinal. Esto incluye los
siguientes puntos:

a) Su concentracidén debe tener una relacién directa -
al ;redo de contaminacidn fecal.

b) Deben tener una supervivencia mayor en este medio-
que lrs bacterias patégenas entéricas.

c) Deberén desazparecer rédpid:mente del agua, con la -
subsiguiente desaparicién de bzcterias patbgenas a través-
de su curso natural o por métodos etfectuados por el hombre.

d) Siempre deberén estar ausentes en un agua de cali-

dad sanitezria aceptable.



3) Contribuir por si mismos a la reglizacidn de prue-
bas cuantitativas sin la interferencia o confusidn de re -
sultados debida a bacterias extrafias.

4) Ser inocuos al hombre y otros animales.

Como estos pardmetros estdn sujetos a diversas limita
ciones se podria decir que no existe un indicador "ideal"-
de contaminacidén bscteriolbégica. (4)

2.3 Razones para elegir el indice de coliformes como-

indice de contaminacidn.

la La zusencia de estas bacterias es una evidencia -
de que el agua es bacteriolégicamente purc.

2a la concentracidn de coliformes es iirectamente —-
proporcional a la cantided de contaminacidén de origen fe -
cal.

3a Ci las brcterias patdégenas de origen intestinal -
estan presentes, también existen las bacterias coliformes-—
en un numero muy superior a las primeras.

4a Lzs bacterias coliformes se encuentrsn en el in--—
testino del hombre y otros animales de sangre caliente, —-—
siendo eliminedas en grandes cantidades en las heces.

S5a  Son més persistentes en el medio acudtico que las
bacterias patégenas de origen intestinal.

6a Generalmente son inocuas &1 hombre y pueden ser -
determinadas cuantitativamente en el laboratorio.

Limitaciones.-

i) Algunos de los constituyentes del grupo coliforme-
tienen una amplia distribucidén ecolbdgica en 2dicibén a su -
frecuencia en el intestino.

ii) Las pruebas para grupos coliformes estdn suietas a
interferencias, debido a: otros tipos de bacterics y otros

microorganismos. (4)



2.4 Diferenciacidn entre coliformes feccles y no feccoless

Las pruebas de diferenciacién entre coliformes feca—-—
les y no fecales se basan en la suposicidn de cue £scheri-
chia coli y especies estrechamente relacionsdas son de na-

turaleza fecal, mientras gue Enterobeccter acrogenes y espe

cies cercenas no se consideran de origen fecal directo.
Se han empleado muches pruebas para separzr a E. coli
y especies cercanes del resto de las bacterias coliformes:

Enterobecter aerogenes, Citrobacter freundii, Citrobecter-

intermedius y Klebsiella sp. las cuales pueden estar pre--

sentes en el agua en szuseicia de co:taminccidn fecal. (2)

Esta diferenciacidn es discutible yaz que de hecho se-
considers un agua potencialmente peligroéa curndo existen-—
en grandes centidedes microorganismos coliformes, yo sean-—
del género Escherichia, Enterobacter o intermedicrios.(4,11)

La prueba que utiliza un medio especifico psrs coli--
formes fecales ( medio EC ) desarrollede por Perry y Hajna
es el método recomendado actuclmente parz le diferenciadén
de coliformes fecales y no fecales, gque se base 2n la evi-
dencia de que E. coli y otros coliformes de origen fecal,-
son copaces de desarrollerse y fermentar los carbohidratos
& tempersturas superiores que la temperature normal del --
cuerpo, mientras que coliformes de origen no fecal, no se-

desarrollan a temperaturas super ores o 3700.

Este prueba da una excelente correlacidn con aquellas
muestras de origen fecal conocido o muy probable y resulta
dos muy simileres a los obtenidos en las pruebas bioquimi-

cas conocidas como INViC. (4)



COLP,.x. CION ZENTRE EMPECIEES COLTFOR: (mf AICTADAS 23
D5 ORIGEN ANINMAL, SUELCS NO CONDAWMINLDCGS Y CUHELOS
ATOS UTILIZANDO LAS PRUEBAS DEL IIIViC Y L& PRUEBA DE EC.

TXCRETAS DE  SOFLO N0  SUELO CON= VOGLTICION
PRUEBA  pIGEN ANTM/T CONTAMINADO TALTIN/DO

Rojo de

mebily  2o+3% 75.6% 97.9% 63. 6%
Voges / 7 :
Proskauer 5.1% 40.7% 97.37 53.6%
Utilizacidn " e

de citrato 3.6% 88.2% 19.2% 85.1%
Medio EC 96.4% 9.2% 82,9% 14.1%
Cultivos

estudiados 8 747 2 348 665 1 203

Las vents jas que presenta esta pruebz diferencial son
Tas siguientes:

a) Aproximademente el 95% de las bacteries coliformes
de origen fecal se pueden desarrollar a temperaturas eleva
das.

b) Estos organismos son poco frecuentes en el agua,—-
excepto cuando estdn asociados con una contaminacidn fecal.

¢) La supervivencia de coliformes fecales en el medio
acudtico es menor que la del grupo coliforme totel, por lo
cual, un mimero elevado de coliformes feceles es un indi--
cio de una contaminacidn reciente en el sguc.

d) Los coliformes feceles generalmente no se reprodu-—
cen fuera de su habitat normezl, a excepcién de ciertos re-
siduos industriscles con un elevcdo contenido de cerbohidra
tos.



Limiteciones.—

i) Existe un nidnero relc tivaimesite pequefio en lrs he——

ces de origen zniwmel de wlgunus varied:sdes e s. coli gue-

no dan positive la prueba.

ii) No hay une correlscidn numérica cutsblecida entre-—
la relacidén colifocrmes totoles/coliformes Tecales en 1o in
terpretacidén de le calid-d sanitariaz del agua.

La prueba pere colirormes fecales, esaplicable a estu
dios de investigecidn en la contzminscidn de rios, asguss -
de residuos industricles, cgucs negras trote des, aguas pa-
ra bafios plblicos y agucs de mar.

Este método no se recomienda como un substituto para-—
le prueba de bacterias coliformes en el excmen de aguas po
tables, ya que ninguna bacteria coliforme de cualquier gé-
nero debe ser tolersda en un agua gue hz sido sometida & -
un tratamiento de purificacién. (4)
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intecedentes histéricos del cndlisis brcteriold.-ico de

&GN o

Bscherichia coli, es le c¢snecie lictericne mi's cons—-

tante en el intestino de hombres y cnimeles, forme porte-
de la flora normal de estos. Tiene dentro de sus principa
les funciones en el orgenisrio: suprinir el crecimiento de
ciertos microorganismos proteoliticos, presentes en el in
testino e intervenir en la sintesis de vitcminas. Ciertos
tinos seroldgicos llegen & producir en ¢lgunes ocasionss,
infecciones en el gprreto genito-urinario y otros estdn -
relacionados con brotes de diarreas infantiles. (7,11)
Kste microorganismo fue estudisdo detalladamente por
-sscherich, quien logrd aislarlo en 1886 de las heces de —
un vaciente con célera y le did el nombre de Bacterium -
coli y B. lactis aerogenes; otro bacteriélogo, liigula, —-

fue quien le dié el nombre de E. coli. ( 14)
Otro microorganismo que podria tener lz misma impor-

tancia que E. coli, es Enterobacter aerogenes; aunque és—

te abunda mes en el suelo que en materias Tecales, su pre

sencia en el agua es un indice de contaminacidn superfi--

cial de la misma y se considera potencialmente peligroso.
(1,2,4,11,17)

El primero en reccnocer la necesidad de hacer una es
timecidn cuantitativa de coliformes en el agua, fué Theo-
bald Smith, quien en 1892 hizo un proyecto pera analizar-
el zgua de los rios lichawk y Hudson en el estado de New -
York; igualmente contribuyd a ello Von Freundenreich, aque
en 1895 hizo el aisl:miento de éstos orgrnismos en depésl
tos de agua, tomando muestres de 100 ml y concluydé que es
taban ausentes en aguas de graen pureza y presentes en ———

granues centidodes en los casos en que el azgue hzbia sido

8-



contaminada por heces de origen animel o humins. ( 4,14 )
Intre otras bacterias contaminantes del cguc, ademds

del grupo coliforme estén: Streptococcus, Lactobacillus,-—

Staphylococcus, Proteus, Pseudorionas y algunes becterias—

esporuledos. (4)

Se ha llegcuo @ demostrer también la presencia de mi
croorgecnismos petdgenos en aguss de alcantzarillado mal —-
procesades y en rares ocasiones en :gua de uso comin. (7)

Sntre éstos los més importentes son:

Protozoarios: Endamoeba histolytica, Balantidium coli

Bacterias: Salmonella sp., Shigells sp., fscheri-

chia coli (enteropstdgena), Leptospira
sp., Brucella sp., llycobacterium sp. ¥y

Vibrio cholerae.

Virus: Virus de la hepatitis infecciosa, po--
liovirus, Coxsackie virus, ECHO virus-
(citopatbégenos). (4,11)

sntre los padecimientos de origen hidrico mds comunes
se destacen por su importancia: el célera, la disenteria-
bacilar o shigellosis, la salmonelosis, le¢ fiebre tifoi--—
dea y la amibiasis (27%), cuyas fuentes de infeccidn son-
generalmente heces y orina de personas infectadas.

Actuzlmente en los exdmenes rutinarios del agua no -
se busca la presencie de wicroorganismos petégenos, ya --
que dstos se encuentran en un ndmero muy pequefio en rela-
cidn a les bacterias coliformes y se ha llegado a la con-
clusidén de que en un agus de buena calidad no se debe —--
acepter la presenciz de gérmenes coliformes. (1,7,13)



Iv

Normes de calidad de un agu:c potable.

En la aplicacidn de los méto.os seleccionsios para ——
realizar este estudio, se considerd primordialmente que le
Direccidén ae Ingerieria Sanitaria en su Reglamento Federal
sobre Provisidén de A ua Potable, considera cono agua pota-—
ble, toda 2quella cuya intestidén no causa efectos nocivos-—

a ls salud.

Por esta razdén la Secretariz de Selubrided y Asisten-
cia ha fijado les siguientes czr:cteristicas que puede con
tener el agua para considerarla potable desde el punto de-
vista bzcteriolégico:

Un agua potable estard libre de gdérmenes patdgenos —-
procedentes de contaminacidn fecal humana y se considera -
que estd libre de estos organismos cuendo la investigecidn
bacterioldégica da como resultado final:

a) Menos de 20 microorganismos coliformes por litro -
de muestra, definiéndose como organismos del grupo colifor
me, "todos aquellos bacilos no esporulados, Gram negativos,
que fermentan la lactosa con formecidn de gas".

b) Menos de 200 colonias bsctericnas por mililitro de

muestra, en placas de agar incubadas a 35°C durante 24 hrs.

c¢) Ausencia de colonias bactericnas licuantes de la -
gelatina, cromégenas o fétidas, en la siembra de un milili
tro de muestra, incubadess a 20°C durante 48 hrs. (3,16)

=10=



lMaterial y Métodos.

5.1 Recoleccidén y transporte de muestras pars el exa

men bacterioldgico del agua.

Para la recoleccidén de las muestras se utilizan fras-
cos de vidrio ( polipropileno o borosilicato ) de boca an-
cha, con tapén esmerilado, de 125 ml de capacidad.

A cade frasco perfectamente limpio y seco, se le adi-
ciona 0.1 ml de tiosulfato de sodio al 10% para obtener —-
une concentracidén final de 100 mg por litro. Este es un —-
agente desclorador que se agrega a muestras de agua natura
les cloradas, con el fin de neutralizasr cualquier cloro re
sidual y evitar la accidén bactericida del mismo.

Je cubre la tapa de los frascos con papel aluminio y-
se esterilizen en horno a 170-180°C durante una hora.

las muestras @analizadas en estc investigacién se reco
lectaron en la siguiente forma:

Se abre completamente 1o llave, dejando correr el agua
durante 5 minutos, se destapa el frasco cuidadosamente y -
se llena, dejando un espacio de sire para facilitar la agi
tacibén y homogeneizacibén de la muestra en el momento del -
andlisis; se marca cada frasco apropiademente.

Las muestras deben ser analizadas dentro de los térmi

nos siguientes:

No exceder de 6 horas a partir de su recoleccidn si -
son agues naturales y 12 horas si son aguas tratadas.

Para su almacenamiento la temperatura no debe ser ma-
yor de 10°c. ( 1,4,9 )

==



£.2 1iétodo de los tubos de fermentccidn.

Este método prre determinsr la concentrecidn totel de
coliformes empleando tubos miltiples de fermentecidn, se -
he venido aplicendo desde principios de siglo, como une —-

técnica normal pcra el andlisis bacterioldgico del ague.

Este procedimiento ha sufrido a través del tiempo va-
rirs modificeciones y comprende en la actuslidad tres ti--
pos de pruebas que sons

a) Prueba presuntiva.

b) Prueba confirmativa.

c¢) Prueba completa.

Demostréndose al hacer éstas pruebas la presencia del
grupo coliforme que incluye todos los organismos aerobios-—
y anserobios racultativos, Gram negativos, de forma basci-—-
lar no esporulcdos que fermentan la lsctosa con produccidn
de gas a las 24 6 48 horas de incubacidn y a una temperstu
ra de 37°C. (1,4,11,15,17)

=12



a) TIncubcdore & 35 £ 0.5°C

b) Horno para esterilizer & 170-180°C

c¢) Autoclave

d) Tubos de ensaye de 175 x 22 mm con tubos vizl de-
fermentacidn.,

e) Tubos de ensaye de 150 x 18 mm con tubos visl de-
fermentacidn.

f) Tubos de ensaye de 13 x 100 mm

g) Pipetas bacteriolbgicas de 10 ml

h) Cajas de Petri de 13 x 100 mm

i) Bafio Maria

j) Portzobjetos .

k) Asa de pletino & nicromel de 3 mm de didmetro

1) Frescos de vidrio con tapén esmerilado ( de 125 -
ml de capscidad).

Esterilizacidn.

Los pipetas bzcterioldgicas y las cajas de Petri se -

esterilizan en horno a 170—18000 durante una hora. Los --

frascos de vidrio se esterilizan bejo les mismas condicio-

nes especificades cnteriormente en el punto 5.1. (1,4}

Medios de cultivo.

Pcra el anflisis bacterioldgico del sgua por el méto-

do de tubos de fermentacidn, se utilizeron medios deshidra

tedos de la marca Difco, incluyendo las pruebas presuntiva,

confirmativa y completa.

Prueba presuntiva: 1) Caldo lactosado

o,y



Prueba confirmativa: 2) Celdo lezctosado-bilis-verae-—
brillente.
3) Gelosa de Indo
4) Gelosa Hosina-Azul de lietile-

no de Levine.

Prueba completa: 5) Ager nutritivo

Caldo lactosado. Este medio se prepard a base de extracto
de carne, peptona, lactosa y ague destileda.

Caldo lactosado-bilis-verde brillante. ZXste medio contie-
ne peptona, lectosa, bilis de buey, colorsnte verde bri---
llante y agua destileae.

Gelosa de Endo. Contiene peptona, lactose, fos’eato dipoté
sico, agar, sulfito de sodio, fucsina bésica y agua desti-
lade.

Levine EAM agar. Contiene peptona, lactosa, fosfato dipo-
tdsico, agar, eosina, azul de metileno, agua destilada.

Agar nutritivo. Ia férmula de este medio es = base de ex-—
tracto de carne, peptona, agar y'agua destilada.

]



PRUEBA PRLGUNTIVA

Zn esta prueba el caldo lectosado sirve como medio de
enriquecimiento para los organismos coliformes cue se en—-—
cuentran en el agua. Dado que no existen inhibidores en es
te medio, puede dar lugar al desarrollo de una gran varie-—
doed de microorgenismos no coliformes cue fermenten la lac-
tosa con produccidén de ges, como lo son ciertos microorga-
nismos aerobios y ancerobios Forumedores de esporas Ccomo —-—

Clostridium welchii y Bacillus subtilis 6 por la accidn si

nérgica de dos microorgenismos diferentes pares fermen‘er -
1lc lactose con formacidén de gas; por lo que es neceserio -
recurrir a la prueba confirmetiva aue es mes especifica y-
asegurarse gue dicha “ermentacidn Tué debide a bzcterias -
del ,Tupo coliforme. (4,9)

Para llevar a ccbo esta prueba, se marcan e identifi-
can los tubos de acuerdo con las claves que les correspon-
dan a las muestras por anelizar; inoculando 10 ml de mues-—
tra a csda uno de 5 tubos con 10 ml de caldo lectosado. In
cubar los tubos 2 35 * 0.5°C durente 24-48 horas.

Esta prueba se cosidera positiva al observar le acumu
lecidén de gas en cuslquier cantidad en los tubos vial in——
vertidos, resultante de la fermentacidén de lz lactosa y —-—
posteriormente se somete el cultivo a las pruebas confirma
tiva y completa.

Si el resultaao de este pruebs es negetivo, el estu-—-—
dio del cultivo se da por terminado y se reporte como prue
ba presuntiva negativa, concluyendo que el egua es bacte--
rioldgicamente potable. (1,4,18)

-15-



PRULBA CCHPIRLATIVA

sstu pruebs cs necesarie pers comprobrr aue la ccumu-—
l:cidn de g en los tubos primerios de lerrenleeidn ha si
do crus: da por el desarrollo de organismos coliforues. El-
em;:leo de caldo lactosado-bilis-verde brillinte permite el
desarrollo de estos sérmenes y suprime el crecimiento de —
prdcticamente todas las esbecies ce bacterics no colifor--
nes; parc ¢ste objetivo el medio ha sido ¢dicionado de —-—=—
ciertos agentes inhibidores como son: el color:nte verde -
brillente, el cual posee una accidn bacteriostdtica selec—
tiva sobre lcos bacterias Gram positivas y las sales bilia-
res que &ctian como agentes tensosctivos cue defien selecti
veziente leé membranc celular de las bacterias Gram pogiti--

vas altersndo su permecbilidau. (5,7,11,17)

Lz loctosa y los tubos vial invertidos, nus sirven pa
ra deciostrsr la presencia de ,as, producto de la fermentc-
cién de lez lactosa por bacterizs coliformes.

Este pruebe se realizé, sembrando una os:dn del conte
nido de cada« tubo positivo de la prueba anterior, a unltu-
bo de ccldo lactosado-bilis-verde brillante, incubdndose &
35 & O.SOC durante 24-48 horas o en placas dg Gelosa Levi-
ne EAIT o gelosa de Endo incubadas a 35 t 0.5 C durante 24-
horas, para obtener colonias gisladas y proseguir con la -
prueba completa.

En estas placas se pueden desarrollar tres tipos de -
colonias: tipicas nucleadas, con o sin brillo metdlico; —-
atipicas, opacas, anucleadss, de color rose y todss las —-—
restantes negctives.

Cuendo esta prueba de resultado positivo se considera

como una confirmacidén de los resultados positivos obteni--
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dos en lo primer =rucba.

81 el resultedo ¢s negebivo el estudio del cultivo se
ac por termincao y los resultados vositivos obteniuos en -
la primer prueb: se consideran "[alsos nositivos" debirdio a

la presencicz de otrcs especies bazctericmas. (1,4,11,12)

P:lUEBA CCOEIPLETA

wsta prueba se lleva & cabo inoculsndo les colonies -
tipicas o atipicas de les placas sélidas de Levine EAIl ——-
agar o Gelosa de kndo en un tubo de rurmentecidén de cecldo-—
lactogsado y un tuho de agar nutritivo inclincdo, iucubéndg
se durante 24 a 48 horas a 35 1 0.5°C.

La formacién de gas en los tubos secundezrios de crldo
lactosado y la observacidén de bascilos no esporulcdos Gram-—
negativos al realizar la Tincidén de Gram a partir del cul-
tivo en agar nutritivo inclinado, debe consiisercrse como -
una prueba positiva, demostrando la nresencia de algin ——
miembro del grupo coliforme en ¢l volumen de agus examine-—
do.

Lz ausencia de gas o la morfologia no coliforme cons-—
tituye una prueba negativa. (1,4,9,11)

.



ESQUELIA DE Li SECUZNCIA DE LAS PHUZBAS PRUSUNTIVA
CONTIIIIATIVA Y COMPLITA

Se inoculan tubos de fe{mentacién le celdo lactosado y se incuben
a 35 2 0.5°C durante 24-48 hrs.

N I
(1) (2)
Produccidn de gas. Inocular Produccidn de gzs nula o dudosa.
' g = Se incuba por 24 hrs. adicionalcs.
(1,1) (2,2) N A .
: ’ - SN ¢ & - proad2ags
Celdo incubado Placas deEndo o EAl Productién de’gas positive Producdién de
por 482 2 hrs. & 35°¢ incupendo por 24— 2 hrs. 0 dudosa. Se confirra en - ges nule. 0.
a 35 ¢ el paso (1) coliforme &u-
L—-l l sente
I ] |
(1,1,1) (111!2) (1;251) {1,2,2) (1,2,3)
Gas producido. Produccidi: de ges Colonies colifor- Colonias coliformes Colonias negetivas.
Inocular & places nula. Pruebs nega mes tipicas atipices Grupvo coliforme au-
Endo o EAM. Conti- tiva. Grupo coli- sente.
nuzndo en i scs——— iormne ausente. l J
(1,2,1) & (1,2,2 T
(3)

ger_inclinado y tubos de fermentzcidn de caldo lactosado
35°C durente 24-43 hrs. respectivamente.

Se inoculan ¢
ircubdndose a

] =
(3,1) _ (3,2)
Produccién de gsus. Tincidn de Gram 2 una Produccién de s nula. Pruch: ncgctive
colonie en ¢ :r inclinado. grupo Colifornie @usente.
f L
(3,1) (3,1,1)

Brcilos Grem (-), no esporbégenos identificedos. Prueba completa. Grupo coliforme presente.



5.3 liétodo de los filtros de membrana.

Esta nueva técnica se origind en Alcmania durante la-
IT Guerra liundial utilizdndose actuzlmente como un método-
oficial pcra determinar la potcbilidcd de ¢ gues de bebida-
o uso doméstico; se ha demostrzdo guc puede dar una infor-
mecidn equivalente a la gue se obtiene en el método de tu-—
bos ce fermentacidén. (1,4)

Los primeros estudios los realizd Fick en 1855 utili-
zando membranas de colodidn en sus investigacioles bioldgi
cas. Sansrelli en 1891 desarrolld filtros de membrsonz im—-—
permeables a las bacterias pero permeables & sus toxinas.

Beschold al inicio de 1900 hizo estudios sistenfticos
de las propiedades fisicoquimicas de une Zren verieded de-
estas membranas. Después de 1911 se realizcron numerosas —
investigeciones en diferentes paises con regspecto & les ——
propiedades de las membrcnas de colodidn. (3)

Zsigmondy y Bachmenn en 1916-1913 desarrollaron y per
feccionaron los métodos de produccidén, loc cusles fueron —
posteriormente comercialigzecdos. A principios de 130 W. J.
Elford en Ingleterra y P. Fraber en #rencie hicieron nue—-—
vas contribuciones p: re la produccidn de sembranes con un-—
control del temafio de los poros. A partir de 1750 los bac-
teriblogos del Subcomité de létodos Normeles pare el exd—-—
men de aguas potables y aguas negrcs de la Lsociacidn ime-—
ricena de Salud Piblica han iniciedo estudios intensivos -
acerce de las aplicaciones de 1los filiros de mermbrens en -
el ccmpo de la bacteriologiz. (1,4)

Los filtros de membrana son pequefios discos de éste—-—
res de celulosa ( nitrcto de celulosa ) de 0.15 mm de gro-
sor y 47 mm de didmetro, planos y flexibles.
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5l didmetro de ceda poro oscila entre 0.45mu £ 0.2; -
son esterilizebles en zutoclave a 121°C durcnte 10 minutos.

Poseen une velocidad de flujo de 65 ml/hin/cm2 y un -
{11dice de refraccidn uniforme. Estan libres de substencias
quimicas inhibidoras del crecimiento bscterirno y no les -
afecta el 1liguido a filtrar.

Las membranas filtrantes son ccpaces de retener las -
bacterias presentes en el agua, ya que poseen un gran nume
ro de poros de tamafio uniforme que no sobrepasa las dimen-
siones bacterisznas comprendidas entre 0.4-0.7 wmicras de an
cho por 1-4 micras de longitud. (4,17)
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Equipo.

Aparato de filtracidn.-

Se utilizé una unidad de filtrezcidbn ilillipore para un
anflisis simultdneo de 6 muestras, este consta de:

Seis embudos de vidrio Pyrex graduados ( 100,200 y300
ml).

Seils soportes de vidrio Pyrex con placa porosa

Un matraz de filtracidén al vacio

Una bomba para vacio

lembranas de filtracién Millipore-HA esterilizadas
( 47 mm y 0.45 mm)

Cojines absorbentes esterilizados

Pinzas metdlicas con punta lisa

Dos matraces de bola de fondo plano ( 500 ml )

Dos matraces Erlenmeyer ( 1000 ml )

Pipetas graduesdes de 10 ml

P'rascos de muestreo de boca ancha con tzpén esmerila-
do de 125 ml.

Cajas de petri de 60 x 15 mm Pyrex

Vasos de precipitados de 250 ml

IL{mparas de alcohol -
Lémprre de luz fluorescente
ticroscopio esteroscdpico
Incubsdora a 35% 0.5°C

Esterilizecidn.

Los embudos y soportes del aparsto de filtrecidén se -
envuelven en papel especial y se esterilizan en autoclave-
a 121°C durente 15 minutos. Los frascos de miestreo, cajas
petri y pipetes se esterilizen en horno a 170—18000 duren-

te una hora.
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EQUIPO DE FILTRACION MILLIPORE
DE SEIS UNIDADES



Reactivos.
Alcohol etflico szbsgoluto (¢u.u")

Soluciones.
a) Solucién arortiguadora de :rosfatos pH= 7.2
Disolver 34 g de KH2P04 en 500 nl de ague destila-
da. Ajuster el pH & 7.2 con NaOH 1 N, aforar & 1000 ml con
agua destilada.
b) Solucibn amortiguadora diluifde.
De la solucién enterior tomzr 1.25 ml llevar a —-—
1000 ml con agua aestilada; esterilizer = 121°C durrnte -

15 minutos.

iledio de cultivo.

El medio empleado pera la deteccidn de coliformes por
medio de filtros de membrans es el medio Caldo de Endo-FM
(BBL).

Preparacidn del medio de cultivo.

Disolver 4.8 g de medio en 100 ml de aguc destilada -
a la cual se le han cgregado wos ml de alconol etilico ab-
goluto. Trensferir a un metraz Erlenmeyer con tapdn, poste
riormente calentar en Bafio iiaria durante 3 a 5 minutos, en
friar a 45°C, ajustar el pH entre 7.1 y 7.3; se recomienda
preperar el medio diariamente, funque se puede conserver -
a una temperatura de 2 a 10°C durante 96 hores resguarddn-—
dolo de la luz. ’

El medio Caldo de Endo-FII (BBL) contiene las siguien-
tes substancias: triptona, tiopeptonz, casitona, extracto-—
de levadura, lactosa, fosfato monobdsico, cloruro de sodio
y fucsina bdsica.
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Técnica.

£l procedimiento a base de membranas filtrentes para
la enumerzcidén de coliformes, comprende la filtracidn de-
un volumen conocido de sgua a través de uns membrens fil-—
trante, la cual posee poros de tamefio uniforme y de un —-
diémetro éptimo para la retencidn completa de bacterias.

La membrena filtrante es entonces puesta en contacto
con un cojincillo saturado de medio liquido selcctivo —-—-
(Caldo de Endo-FM) para proceder a la incubrcidn bajo les
condiciones cdecuadas de tiempo, temperatura y humedad.

Sc examinan los cultivos, contando las colonias coli
formes tipices, reporténdose los resultados como mimero -
de coliformes por 100 ml de muestra. (1,4,9,10)

Estos gérmenes desarrollan sobre la supericie de la
membrena colonias caracteristicas con brillo metdlico ver
doso ¢ iridiscente, que puede presentarse en la periferia
de lz colonia, en la porcién central o cubrirla completa-
mente. Lste brillo se debe a que en la via metabdlica de-
la fermentacidén de la lactosa, se forma un complejo dcido
aldehido que se combina con le fucsina del medio.

La secuencia a seguir para este proceso es: en las -
caj s petri esterilizadas y marcadas convenientemente se-
coloca por medio de un dispositivo especial, un cojinci-—-—
1llo absorbente esterilizado en cada una, saturando este -
con 1.8-2.2 ml de caldo de ZEndo-Fil.

E1l drea de trabejo debe tener condiciones de esteri-
lided por lo que se distribuyen lémparas de alcohol alre-
dedor del equipo filtrante.

“obre le cepa porosa del sistema de filtracidn se co
loca le membrana filtrante esterilizada,con la superficie
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cuadriculizdg hueci: crribi; wor L. .10 ue unes cinzes previc

eunte s.u.ergiacs =r L icouaol j L S Y v
Lo wmuestra vor oni lizar, of & -ite Ve vics wveces pars -
per.itir su howogeneizi eidn y festag o ol Frasco se fle-
mea le boca del :idsniv y se vierte en el e:budo un volumen—

de 10C rl, proceuiénlose a la filtrazcidn.

Nota: es necesirio utilizar une trenpe Je ague entre-
la bomba y lc unidad filtrante.

Se luva el ewbudo ccn unz solucidn ciortiguadora di--
Iufda ( 20-30 ml ) con objeto de bujar todcs las porciones
del agua probleme y asegurarse de quc toaos los gérmenes -
se depositen en le membrena.

Terminada la filtracidn, se retire l¢ e branz con ——
les pinzas flameadas y se coloca con la guperficie cuedri-
culs:de hzeiz arriba sobre el cojinecillo cue ge tiene en —-—
las cajas petri con el medio de cultivo, evitando atrapesr-
burbujas de aire entre la mewbrsns y el cojincillo. Para -
volver a utilizar el eqﬁipo es necescrio esterilizar este-
con lavedos de agua hirviente antes de filtrar le siguien-
te serie de muestras.

Al finalizar el proceso, las cajas de petri se incu-—-
ben en una atmésfera himeda ( aproximadamente el 90% ) a -
35 * 0.5°C durante 22 a 24 hores. Se observen las cajes pa
ra efectusr el recuento de niicroorgruiswos emnlecnio un mi
croscopio esteroscépico y unc 1lémperz de luz fluorescznte-—
cuyos rayos deben incidir con un dngulo de 60-80° 21 plano
de la meubrana filtrintle.

e reportan zquelles colonics que presenten brillo me
tdlico, como orgenisi:os coliformes.

Los resultedos obtenidos se anoten en téruinos de mi-
croorgenismos coliformes por 100 ml de ruestra. El cdmputo

se hace de la siguiente forne:

Microorgenismos coliformes por 100 x col. coliformes

06 Bl 44 Misalze nl de muestrz filtrados

=24



Las becterias coliformes presentes en el agus, pueden
en algunas ocasiones producir colonias atipices y para la-
identificacidén de estezs, se recurre a hucer su comprobaci-

én de la siguiente mzneras

De las colonias atipicas de filtros de membrana, se -
inoculan tubos de fermentacidén de crldo lactosado, incubég
dose a 35 ¥ 0.5°C durante 24 a 48 horas.

De los tubos positivos se siembra un tubo en ager nu-
tritivo inclinsdo, incubdndose a 351 O.5°C durante 24 ho--
ras. Del cultivo en agar heacer una Tincidn de Gram; los ——
cultives puros de les colonias =tipicrs de los filtros de-
menbrena que sean co.iformes deben ser bacilos no esporulg
dos Gram negectivos.

En ésta técnica se pueden llesar a presentsr en ¢lgu-
nes ocasiones, resultados felsos positivos, debido a cier-

tas especies de Serrgtia marcescens y fermentedores lentos

de la lactosa, llegendo a producir brillo metflico sobre -
la colonia. Se ha observado también que un crecimiento a--
bundante en la superficie de le membrane inpide el desarro
1lo del brillo metdlico en alguncs colonias coliformes.
Los resultados falsos negetivos pueden presenterse en
embos nmétodos principelmente cucndo hsy un cgrbio en el —-—
rango de pH de 5.5 a 7.5 o a la presencia de zgentes inhi-
bidores como fenoles, £cido sulfhidrico, sulfitos, iones =
de metzles pesados como plomo y mercurio, asi como organig

mos competitivos del género Pseudomonzs.
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FILTRACION SIMULTANEA DE SEIS
ESTRAS DE AGUA APLICANDO EL
METODO DE FILTROS DE MENBRANA

OBSERVACION DE LAS COLONIAS

COLIFORMES TIPICAS UTILIZAN
DO UN MICROSCOPIO ESTEROSCO
PICO Y UNA LAMPARA DE LUZ -
FLUORESCENTE.



VI
Resultsdos.

21 totul de muestres snslizeodas simultdnesmernte por -
uno y otro método rue de 2 174; con los resultcdos obteni-
dos se encontrd que 2 093 muestres coinciden en cmbos métg
05 ‘tomendo en cuents les muestres confaminidrs y los no —
conterinrdes misuss que corresponden al ©6.28%,

rrre esto se consideraron contesinedes lcs muestras —
que prezenteron por el método de tubos de fermentacidn uno
0 mes tubos positivos en la pruebs confirmativa y en rela-—
cibén &1 métouo de filtros .de membrena equellas muestras -
gue presentsron dos o mss colonizs tipicas en le superfi--
cie de lc membr:na.

De los muestras que no coinciden en embos métodos 48—
aieron resulicdo positivo por el método de tubos de fermen
tecibn y negetivo por el método de “iltros de membrana, 33
muestraes dieron resultzdo positivo en filtros de membranc-—
y negetivo en tubos de fermentacidn, heciendo un total de-

81 muestrus que corresponden 21 3.72%.

TABLA 1
Hes [luestras Muestras que coin-  I[luestras positivas que no
anslizadas ciden en ambos méts. coinciden en ambos méts.

Nov. 545 513 % o
Dic. 432 415 15 2
Enero 614 594 7 13
Feb. 583 571 10 2
TOTLL 2 174 2 093 48 33

TF = Tubos de fermentacién

FiI =

Filtros de membrana

—26~—



q

indlisis cgtrdistico de los resultados.

De les puestras contaninad: s por los dos nétcdos se -
nizo un estudio estedistico tomando en cuent: 1o siguiente:

a2) Prre el métuto de tubos de ferme:t: cién ce congide
8 el ndmero ue tubos positivos y negotivos ( 8 ses de O a
5) en le pruebs confirmativa y la frecuencia con gue estos
€ presentgron.

b) Para el método de filtros de membrena se tomé en -
cuenta el ndmero de colonias caracteristicas representati-
ves decde O ¢ 30 colonias y rnds de 30 colonias se ccnside-—
r.ron como incontables, ordendndose ¢stos dotos en interva
los de clase, pcra poder darle ¢ cade uno un velor empiri-

co, observindose tarbién su frecue:cia .

TABLA 2
TF F1I
Tubos (+) valor real Col. tipicas valor empirico

0 0 0 0
1 1 laté 1
2 2 7T a 12 2
3 3 13 a 18 3
4 4 19 a 24 4
5 5 25 & 30 5

mds de 30 6

En cada métoco estos valores se agrupcron anotando -
la frecuenciz observada y el total de muestres contawine—-—
das para obtener la media aritmética por la siguiente fér-

malas Xi= valores observados

2 Xi donde

= n= numero de ruestras

X =

P



Y una vez obteniia l¢ meuit rit Itier

desviecidn estin

ac.

r a pertir de la siguiente
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Xi

v~ wnn o

33
42
14

- 16

37

fa

33
75

8¢
105
112

149

£Xi
0
42
28
48
28
185

TABLA 3

TUBOS DE FERMENTACION

EfXi
0

42
70
118
146
331

Xi-¥  (xi-X)°
-2,22  4.9284
-1.22  1.4884
-0.22  0.0484

0.78  0.6084

1.78  3.1684

2.78  7.7284

£xi 331

n 149

£(Xi-T)?
162.6372
62.5128
0.6776
9.7344
22,1788
285.9508

= 2,22

$£(Xi-T)2

162.6372
22251500

25.8276
235.5620
257.7408
543.6976

Rty ‘ '
= Z(Xlgf) = 54%&8976 = 1.0102



Xi

O Ul WO

51
59

26

51
110
116
120
121
123
149

fXi

59
12
12

10
156

TABLA

4

FILTROS DE ILIELMBR.NA

£fXi
0

59
71
83
87
or
253

(Xi-X)
-1.69
-0.69
0.31
Hes B
230
330
3L

T Xi

(xi-X)°
2.8561
0.4761
0.0961
1,7161
5.3361
10.9961
18.5761

£(xi-%)°
145.6611
28,0899
0.5766
6.8644
5.3361
21,0022
482.9786

223 - 1.6979

149

n
. ¢ S (%i-X)
n

zszi—i)z

145.6611
173.7510
174.3276
181.1920
186.5281
208.5203
691.4969

2
691. 498
- V/ 91439 8 = 3,184
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VII

Cornips racidén entre awmbos métodos.

Turovicdad.

La turbieded del agua por cnalizar no presenta proble
meg ¢l ser emplecda la téenica de los tubos de Termenta——-—

.z

clon.

La técnica del filtro de wembrena no puede ser emplea
da en muestras que presentan turbiedad, que puede ser debi
de & la presencia de materisl gelatinoso finamente dividi-
do, tal coumo fierro suspendido, mangeneso, aluminio coloi-
dal o algas que llegan a formar una pelicula delgsda en to
da la superficie de la membrana, dando luger a una obstruc

cibén de los poros, asi como materigl cristalino o silice.

Cuando la turbiedad se debe a una alta concentracidn-
de coliformes, el volumen de la muestra no debe ser nayor-
de 2 a 3 ml y en su caso se recomienda hacer diluciones ——
apropicdas con solucidn amortiguadora estéril pura que asi

la filtracién se facilite.

Si en los abastecimientos de agua potable existen --
grondes poblaciones de bacterias no coliformes, esto puede
dificultar el andlisis de coliformes por el método de fil-
tros de membrana, porque es posible que haya inhibicidn en

el creciniento de estos.

Ahora la existencia de bacterias no coliformes sobre-
la superficie de la membrana puede contrarrestar el meca—-
nismo supresivo del medio IF-Endo y producir un crecimien-
to excesivo gue enmascare la deteccidn visuzl de bacterias
coliforrmes sobre la superficie del filtro. El mecanismo se

lectivo de este medio no puede ser efectivo en aguas que -
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contengan s de 400 colonics no coliformes por une colo-—
nia coliforme en 100 ul de muestre.

Se ha encontrado que agues altamente contimincass —-—
con deshechos industrizles conteniendo centidi des de una-
ppm de Zn, Cu § fenoles, ejercen un efecto brectericiine 6é-
bacteriostdtico que impide el desarrollo brctericno; por-
lo que el método de rembranas filtrentes no es recomenda-
ble en éste csso.

Volumen de muestra.

Por el método de filtros de membrina, se pueden ana-
lizar con meyor comodidad volumenes mayores de muestra ——
que son mds representativos, dendo una informecidn nds —-—
precisa cuando los niveles de coliformes son bajos.

Medio de cultivo.

Para los tubos de Termentzcidén, se utilizan cusndo -
menos dos 0 tres medios- diferentes que requieren mayor vo
lumen, y un solo medio de cultivo es neccsario pera los -
filtros de membrana, del cual se ocupa un volusen de 1l.8-

a 2.2 mililitros por muestre.

Tiempo para obtener resultados.

Para la pruebz de tubos miltiples de fermentzcidn se
requiere de 4 a 6 dias para obtener resultcdos definiti--
vos, y por el método de filtros de membrana es de 24 2 .~
horas para obtener los mismos resultados.

Este ahorro de tiempo en la valorizacién de la cali-
dad sanitaria del agua es importante ya que se pueden rea
lizar en forma inmediata les medidas de control pertinen-—
tes.

Interpretacién de los resultedos.

Harold & Woodward encontraron que los valores obteni
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dos con los filtros de membrana son de dos & cinco veces-
mds precisos que aguellos que se oObtienen con el método -
de tubos de fermentacién, ya que este método indicea unica
mente la presencia § ausencia de organismos coliformes en
el indculo, a menos que se recurra a le técnica del NMP,-
donde ce obtiene el numero de bacterizs por estimecidn es

tedistica, con limites de confiasnza del 95%. (9)

nspacio de incubacidn y material de vidrio.

La técnica de filtros de membrana requiere menos es-—
pacio de incubacidén, por ejemplo: el espacio ocupado por-
5 cajas Petri de 60 x 15 nm necesarias par: 5 muestras es
aproximademente 4 a 5 veces menor que el necesario pera —
incubar 25 tubos de fermentacidén. Adem#s necesite menos -
material de vidrio, lo que significa ahorro en espcscio, -

tiempo de lavedo y esterilizacidn.
Costo.

Heciendo una compsracidn de cada método en cusnto a-
me terial utilizado, el mdtodo de los filtros de membrana-
requiere de un equipo mes especializado ( Apareto de fil-
tracién, membrenas y cojincillos ) que resulte ser mes ——
costoso y ademnds requiere de importacién.

21 método de tubos de fermentacidn, cuncre es lebo—-—
rioso requiere un materizl de fécil adquisicién, mds bara

to, por 1lo que resulta ser mds econbmico.
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Conclusiones.

L1 método de los filtros de membrena, presentdé venta
ja en cuanto a precisidn, ya que nos de un nimero entero,
que es el ndmero de colonias con brillo met:lico cue se -
desarrollan sobre la suvarficie de la membr:ine, relacio—-—

nendo este recuento directo con el volumen filtredo.

En cuanto a laz preparacidén del medio de cultivo cal-
do de Endo-FM (BBL), se prolongd el tiempo de calentrmien
to sin lograrse una disolucidn completz del mismo, lo que
pudo hcber dado luger a la eveporacidn del etenol, siendo

dste una posible causa en la variccidn de los result: dos.

41 hacer el andlisis estedistico de los resultados -
se encontré que el método de los tubos de fermentacidn es
mfs sensible que el método de los filtros de menbrena; es
to se concluyd ya que la desviacidn estdnder dcl método -
de tubos de fermentrcidn es menor que su media aritmética,
en cambio en el método de los filtros de membrens su des-—
viacidn estdndar resultd mayor que le media eritmética, -
tomendo en cuenta que se le dieron valores empiricos a ——
las colonias ceracteristicas representatives.
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