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. RESUMEN

En el presente trabajo, se evalud el efecto bactericida de los desinfectantes organicos
(Desfan-100 y Rubigen Forte) segun las Normas Oficiales Mexicanas, mediante la

determinacion de la actividad y la eficiencia antimicrobiana de las sustancias germicidas.

Se utilizaron las cepas de Escherichia coli ATCC 11229, Escherichia coli de caso
clinico, Staphylococcus aureus ATCC 5538 y Pasteurella multocida tipo A.

Los resultados de este trabajo mostraron que los desinfectantes orgéanicos,
Desfan-100 y Rubigen Forte no son buenos desinfectantes de agua.

En la determinacion de la actividad antimicrobiana, se utiliz6 un promedio de 86x10°
UFC/ml y se comprobé la capacidad que tiene la actividad antimicrobiana de inhibir o
matar a los microorganismos. Los acidos organicos mostraron una reduccion bacteriana
del 97.92% para Desfan-100 y del 99.16% para Rubigen Forte. La normatividad dice,
gque para ser aceptado el producto, este debe de matar al 99.99% de las bacterias en 30

segundos de contacto, de a cuerdo a las especificaciones de la NMX-BB-040-SCFI-1999.

La determinacion de la eficiencia antimicrobiana, se realizo a través del método de
conteo en placa y se utilizé un promedio de 5 000 a 10 000 UFC/mI de Escherichia coli
ATCC 11229, Escherichia coli de caso clinico. Los resultados obtenidos de los &cidos
organicos mostraron una reduccion bacteriana del 96% para Desfan-100 y del 100% para
Rubigen Forte. Con esto, se demostré la capacidad desinfectante que presentan estos
productos y la normatividad nos dice que para ser aceptado este debe de matar al 95%
de las bacterias de a cuerdo con las especificaciones de la NOM-181-SSA1-1998.

Con la Microscopia electréonica observamos un efecto deformante en todas las
bacterias.
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1. INTRODUCCION

Debido a la gran importancia que tiene el agua en la vida del hombre, si esta
contaminada, se convierte en un medio con gran potencial para la transmision de

enfermedades que ponen en peligro la salud y la vida.

Los microorganismos patdgenos que se propagan con gran frecuencia por este
conducto son los que causan infecciones intestinales como fiebre tifoidea y paratifoidea,
disenteria y célera. Estos microorganismos se encuentran en el aparato intestinal del
hombre y los animales y cuando se eliminan pueden llegar a contaminar aguas que

pueden ser utilizadas como agua potable.

El objetivo de las plantas de tratamiento de agua, es la produccion de agua quimica,
bacterioldgica y estéticamente agradable, es decir, en buen estado para beber (libre de
microorganismos patdégenos) sin acompafiamiento de caracteristicas indeseables como

mal olor o sabor.

En la practica no ha sido posible matar todos los microorganismos presentes en el
agua, por lo que un elevado numero de usuarios recurre a métodos intradomiciliarios
para subsanar deficiencias de la calidad del agua suministrada a nivel municipal. Los
métodos intradomiciliarios 0 domésticos para purificar el agua de consumo humano,
consiste en la aplicacién de equipos potabilizadores y sustancias germicidas, orientadas
fundamentalmente al aspecto bacteriolégico, considerado como riesgo inmediato a la
salud.

Dentro de las sustancias germicidas se encuentran los acidos citricos, compuestos
ibnicos de los acidos organicos. Sus componentes naturales son producidos por el
metabolismo natural de las frutas y legumbres, tienen un amplio espectro germicida, ya
gue eliminan microorganismos aun en altas concentraciones. Desfan-100 y Rubigen forte
son desinfectantes organicos que se comportan como poderosos bactericidas, fungicidas,
algicidas y virucidas. No son toxicos, no causan problemas de acumulacion en el hombre

ni los animales y son biodegradables.
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1. INTRODUCCION

Debido a la gran importancia que tiene el agua en la vida del hombre, si estad
contaminada, se convierte en un medio con gran potencial para la transmisién de

enfermedades que ponen en peligro la salud y la vida.

Los microorganismos patdégenos que se propagan con gran frecuencia por este
conducto son los que causan infecciones intestinales como fiebre tifoidea y paratifoidea,
disenteria y colera. Estos microorganismos se encuentran en el aparato intestinal del hombre
y los animales y cuando se eliminan pueden llegar a contaminar aguas que pueden ser

utilizadas como agua potable.

El objetivo de las plantas de tratamiento de agua, es la produccion de agua quimica,
bacteriologica y estéticamente agradable, es decir, en buen estado para beber (libre de
microorganismos patdgenos) sin acompafiamiento de caracteristicas indeseables como mal

olor o sabor.

En la practica no ha sido posible matar todos los microorganismos presentes en el
agua, por lo que un elevado numero de usuarios recurre a métodos intradomiciliarios para
subsanar deficiencias de la calidad del agua suministrada a nivel municipal. Los métodos
intradomiciliarios o domésticos para purificar el agua de consumo humano, consiste en la
aplicacion de equipos potabilizadores y sustancias germicidas, orientadas fundamentalmente

al aspecto bacterioldgico, considerado como riesgo inmediato a la salud.

Dentro de las sustancias germicidas se encuentran los acidos citricos, compuestos
ibnicos de los &cidos organicos. Sus componentes naturales son producidos por el
metabolismo natural de las frutas y legumbres, tienen un amplio espectro germicida, ya que
eliminan microorganismos aun en altas concentraciones. Desfan-100 y Rubigen forte son
desinfectantes organicos que se comportan como poderosos bactericidas, fungicidas,
algicidas y virucidas. No son toxicos, no causan problemas de acumulacion en el hombre ni

los animales y son biodegradables.
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1.1 Historia del Agua

En un principio, la Tierra era una enorme bola en constante fusién con cientos de
volcanes activos en su superficie, con el tiempo la corteza se seco y se volvié sélida. Dicha
actividad generé una gran cantidad de gases que acabaron formando una capa sobre la

corteza, permitiendo asi la aparicion de la atmésfera. -2

En las erupciones, a partir del oxigeno y del hidrégeno se generaba vapor de agua, que
al ascender por la atmésfera se condensaba dando origen a las primeras lluvias. Al cabo del
tiempo, con la corteza mas fria, el agua de las precipitaciones se pudo mantener liquida en

las zonas mas profundas de la corteza, formando asi mares y océanos. >

Tanto el agua como el aire, son imprescindibles para la vida en nuestro planeta, pues
los seres vivos dependen de estos elementos para subsistir. A través de la historia, el
hombre ha tenido la necesidad de estar cerca de los lugares donde se encuentra el agua, lo
gque procedid al nacimiento de las primeras grandes civilizaciones y a su desarrollo cultural y
tecnoldgico, sin embargo, a medida que el tiempo transcurrid y los pueblos se extendieron, la

necesidad del agua fue mayor y su abastecimiento se hizo mas complejo. 3

En la Tierra hay 1,400 millones de kilbmetros cubicos de agua, de los cuales el 97.5%
es de agua salada y por lo tanto inadecuada para su consumo, el otro 2.5% de agua dulce;
de este porcentaje, 2/3 partes corresponden a agua congelada en los polos o recursos a los
cuales no podemos tener acceso, por lo tanto el total del agua en la Tierra para usar es el
1.0% y de ahi que es necesario apreciarlo, conservarlo y usarla adecuadamente. °

El agua es el elemento fundamental, practicamente fuente de toda vida, constituye la
parte integral de todos los tejidos animales y vegetales, siendo necesaria como vehiculo
fundamental para el proceso de las funciones organicas, pero ademas, es indispensable
para toda una serie de usos humanos que comportan un mayor bienestar, desde la salud y la

alimentacion, a la industria y al esparcimiento. *

UNAM Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan Campo 1
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El agua se encuentra en la naturaleza con diversas formas y caracteristicas y cada una
de ellas tiene su funcién dentro del ecosistema del planeta. Es la Unica sustancia que existe

a temperaturas ordinarias en los tres estados de la materia solida, liquida y gaseosa. * °

Proviene del latin aqua, esta compuesta por un atomo de oxigeno y dos de hidrégeno.
A temperatura ambiente es liquida, inodora, insipida e incolora. Se consideraba fundamental

para la existencia de la vida. Su férmula quimica es H,O. °

El agua quimicamente pura es un liquido incoloro, inodoro e insipido, pero en la
naturaleza no se encuentra como tal, ya que el agua de los manantiales, rios, mares y

océanos contienen sustancias disueltas y solidos en suspension (contaminacion).

Fisiol6gicamente, el agua es necesaria para la supervivencia humana y de cualquier
ente vivo. Ingresa al organismo a través de alimentos y bebidas y deja el cuerpo por medio
de la orina, la transpiracion y en una porcion menor, en las heces y el vapor de agua
exhalado por los pulmones ademas debe existir un equilibrio entre la ingestién y la pérdida

de agua.’

El agua absorbe rapidamente tanto las sustancias naturales como las producidas por el
hombre, generalmente convirtiéndola en inadecuada para su consumo sin algun tipo de
tratamiento. Los grupos importantes de sustancias que pueden considerarse indeseables en
exceso son: color, materia suspendida, turbidez, patégenos (pueden ser virus, bacterias,
protozoos u otro tipo de organismos patégenos que pueden afectar negativamente a la salud

del consumidor), dureza, sabor y olor, ademas de productos quimicos nocivos. °

Es por ello, que los consumidores esperan tener en sus grifos agua limpia y saludable
las 24 horas del dia, cada dia. Por ejemplo, el agua antiestética debido al color o la turbidez,
puede ser perfectamente sana para beber, sin embargo, los consumidores la consideraran
no apta para beber y probablemente peligrosa para la salud. Los problemas no se originan
solamente en los propios recursos, sino también durante el tratamiento, distribucion y en el

hogar de los consumidores. °
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Motivo por el cual, el objetivo del tratamiento del agua es producir un adecuado y
continuo suministro de agua quimica, bacteriolégica y estéticamente agradable. Mas
especificamente, la potabilizacién del agua debe producir agua que sea: grata (sin sabores
desagradables), saludable (sin ningdn organismo patdgeno o producto quimico nocivo para
el consumidor), limpia (libre de materia suspendida y turbidez), sin color y sin olor,

razonablemente blanda, no corrosiva y con bajo contenido de materia organica. °

Las plantas de tratamiento de aguas, deben ser capaces de tener una produccion final
de alta calidad independientemente de cual sea la demanda, con la excepcion de las aguas
subterraneas puras, debido a que todas las aguas suministradas requieren una purificacion.
Aungue en teoria, el agua mas sucia se puede purificar hasta calidad de agua potable, en la
practica el tratamiento de agua relativamente pura para producir un agua final de una calidad
estable y en suficiente volumen, es técnicamente mas dificil. El tratamiento del agua consiste
en una serie de pasos los cuales operan generalmente en serie. Cuanto mas limpia sea el
agua bruta menores son los pasos o los procesos que se requieren, y por lo tanto el costo
total del agua es menor. °

En México, se han publicado en el Diario Oficial de la Federacién un gran numero de
Normas Oficiales Mexicanas (NOM) en donde, algunas detallan que el agua debe cumplir
con ciertos pardmetros establecidos por medio de un sin nimero de pruebas de laboratorio.
La normatividad también exige que las compafiias de suministro de agua potable brinden

agua agradable a los consumidores y define claramente que significa este término. * ??

1.1.1 Lacalidad del aguay la salud.

Debido, a la gran importancia que tiene el agua en la vida del hombre, si esta
contaminada, se convierte en un medio con gran potencial para trasmitir una amplia variedad
de enfermedades. En el mundo desarrollado, las enfermedades hidricas son raras, lo que se
debe a la presencia de sistemas eficientes de abastecimiento de agua y eliminacion del agua
residual. Sin embargo, en el mundo en vias de desarrollo, tal vez cerca de 2000 millones de
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personas no cuentan con abastecimiento de agua seguro y saneamiento adecuado. Como

resultado, las enfermedades hidricas en estas areas alcanzan cifras escalofriantes. **

En el mundo desarrollado hay preocupacion por los posibles riesgos para la salud que
pueden surgir a largo plazo por la presencia de pequefias concentraciones de impurezas en
el agua para beber y de varios contaminantes de origen natural o producidos por el hombre,

que tienen efectos conocidos en la salud de quienes los consumen. **

1.1.2 Caracteristicas de las enfermedades.

Todas las enfermedades requieren para su diseminacion un foco de infeccién, una ruta
de transmisién y la exposicidon de un organismo vivo susceptible a la enfermedad. Asi el
control de la enfermedad se basa en curar los pacientes, romper la ruta de transmision y

proteger a la poblacion. **

Las enfermedades contagiosas humanas, son aquellas en las que el patdgeno pasa su
vida en el hombre y sdélo puede vivir corto tiempo fuera del cuerpo, donde el ambiente le es

desfavorable. Este tipo de enfermedad se trasmite por contacto directo. ™

En las enfermedades no contagiosas, el patdgeno pasa parte de su ciclo de vida fuera
del cuerpo humano, de modo que el contacto directo no es de gran importancia. Las
enfermedades no contagiosas, tienen rutas de transmision simples en las que el desarrollo

extracorporeo del organismo infectante tiene lugar en el suelo o en el agua. **

1.1.3 Patégenos Bacterianos y Enfermedades Relacionadas con el Agua.

La materia fecal contiene mas de 10° bacterias/gramo. El contenido bacteriano de las
heces representa aproximadamente el 30% del peso humedo. Las bacterias se han

caracterizado y pertenecen a los siguientes grupos:
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1. Bacterias Gram negativas anaerobias facultativas (por ejemplo, Aeromonas,
Plesiomonas, Vibrio, Enterobacter, Escherichia coli, Klebsiella, Shigella).

2. Bacterias Gram negativas aerobias (por ejemplo, Pseudomonas, Alcaligenes,
Flavobacterium, Acinetobacter).
Bacterias Gram positivas formadores de esporas (por ejemplo Bacillus spp).
Bacterias Gram positivas no formadoras de esporas (por ejemplo, Arthrobacter,

Corynebacterium, Rhodococcus).*?

Hay una serie de enfermedades infeccciosas, como se muestran en la Tabla 1, en cuya
incidencia puede influir el agua. La causa de estas enfermedades puede tener su origen en
bacterias, protozoarios 0 gusanos. Su control y deteccion tiene como fundamento
determinar la naturaleza del agente causante, aunque es mas util tomar en consideracion los

aspectos relacionados con el agua en la diseminacion de la infeccion. **

Las enfermedades trasmitidas por el agua, son aquellas que cuando esta se
contamina con material biolégico, como heces u orina humana o animal; la infeccion ocurre
cuando el microorganismo patdégeno llega al agua que consume una persona no inmune a la
enfermedad. La mayoria de las enfermedades hidricas tales como el célera, la tifoidea, la
desinteria bacilar, etc, siguen una ruta clasica de transmision fecal-oral y los brotes se
caracterizan porque enferman simultdneamente varias personas que toman de la misma

fuente de agua. ™
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Tabla 1. Principales enfermedades relacionadas con el agua 114

| Enfermedad || Tipo de relacién con el agua

Célera

Hepatitis infecciosa
Leptospirosis
Paratifoidea
Tularemia

Tifoidea

Disenteria amibiana
Disenteria bacilar
Gastroenteritis

Transmitida por el agua

Por el agua o por el agua para el aseo
personal

Ascariasis

Conjuntivitis
Enfermedades diarreicas
Lepra

Sarna

Sepsis y Ulcera de la piel
Tifa

Tracoma

Por el agua para aseo

Gusano de Guinea

. L Desarrolladas en el agua
Esquistosomiasis

Paludismo
Oncocercosis Insectos vectores relacionados con el
Enfermedad del suefio agua

Fiebre amarilla

Algunas de estas enfermedades son de gran importancia en la ciudad de México,
debido a que el requerimiento fisiolégico basico de agua de una persona es de 2.5 L/dia,
aunque la carga de trabajo y las condiciones climaticas pueden aumentar bastante esta cifra,
debido a la necesidad de reemplazar el agua perdida por la transpiracion. A medida que el
nivel de vida aumenta también aumenta el uso del agua, con ello se consume agua
contaminada con algin microorganismo patégeno en donde el consumidor esta expuesto a

contraer alguna enfermedad, principalmente gastrointestinal (Tabla 2). ™

Asi, la calidad del agua potable para uso publico es lo mas importante. Los sistemas de
distribucion del agua municipal y rural contaminadas pueden trasmitir enfermedades
humanas tales como célera (Vibrio cholerae), fiebre tifoidea (Salmonella typhi), shigelosis
(Shigella spp), salmonelosis (Salmonella spp) y gastroenteritis (Campylobacter jejuni,
Escherichia coli), (Tabla 1 y 2). La amenaza de la transmision de tales enfermedades es mas
seria cuando la densidad poblacional crece y consigo los desechos de los habitantes de las

ciudades que acarrean patégenos humanos intestinales. **
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La transmision de todos ellos se realiza por via fecal-oral y se producen principalmente
por la contaminacion tanto directa como indirecta, de los recursos de agua por las aguas
residuales o en ocasiones por desechos de animales. Es teo6ricamente posible, pero
improbable, que otros organismos patdgenos tales como nematodos (lombrices y

anquilostomas) y cestodos (tenia) se pueden transmitir a través de agua potable. °

Aunque estas enfermedades pueden ser transmitidas por el agua, también se difunden

por cualquier otra ruta que permita la ingestion de la materia fecal de una persona enferma.

1.2 Modo de transmision.

El agua contiene suficientes sustancias nutritivas para permitir el desarrollo de
diferentes microorganismos. Muchas de las bacterias del agua provienen del contacto con el
aire, el suelo, animales, o plantas vivas o en descomposicion, fuentes minerales y materia
fecal. La transmisién de microorganismos patdgenos a través del agua ha sido la fuente
mas grave de epidemias de algunas enfermedades. Entre las bacterias patégenas mas
importantes causante de enfermedades para el humano y transmitidas a través del agua

contaminada, se muestran en la Tabla 2. *'*% 13
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Tabla 2. Agentes patdgenos causantes de las principales enfermedades bacterianas 112,13

Agente bacterial Enfermedad Reservorio Sitio principalmente
afectado

Salmonella typhi Fiebre tifoidea
Salmonella paratyphi Fiebre paratifoidea
Shigella Disenteria bacilar . .

- 2 Heces humanas Tracto gastrointestinal
Vibrio cholerae Coélera
Escherichia coli Gastroenteritis
enteropatogénica
Yersinia enterocolitica Gastroenteritis

S " Heces . .

Campylobacter jejuni Gastroenteritis Tracto gastrointestinal

humanas/animales

Legionella pneumophila || Tuberculosis
Enfermedad aguda

Legionella pneumophila

Mycobacterium respiratoria Aguas termales Pulmones
tuberculosis (en_ferme_dad de
legionnaire)
Exudados
. Leptospirosis respiratorios .
Leptospira (enfermedad de Weil) humanos Generalizado
Heces animales y
orina
Bacterias oportunistas Variable Agua natural Principalmente tracto

gastrointestinal

En 1546 el cientifico italiano Fracasoro, investigador de las muertes por plaga bubdnica
llega a una conclusién en el modo de transmision de las infecciones, expresando que la
transmision involucra el transporte de un agente infeccioso de un reservorio a un hospedero,
este es el mas importante eslabén en la cadena de la infecciébn. En 1850, el Dr. Snow

establecio la transmision de enfermedades microbianas a través del agua como el célera. °

Asi, se llega a la conclusibn de que la transmisién de todas ellas, involucra el
transporte de un agente infeccioso de un reservorio a un hospedero. Este, es el eslab6n mas
importante en la cadena de la infeccién. Los patdégenos pueden ser transmitidos de un
reservorio a un hospedero susceptible por varias rutas: de persona a persona (mano-mano,

fecal-oral, sexual), agua, alimentos, aire, vectores, etc. % *°

En resumen, las bacterias son el grupo mas importante en cuanto a frecuencia de
deteccién en el agua y de epidemias de enfermedades registradas. Las enfermedades por
bacterias mas importantes estan comunmente asociadas con la contaminacién fecal del

agua. Por ejemplo, en regiones templadas estés incluyen Salmonella (tifoidea y paratifoidea),

9
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Campylobacter, Shigella (disenteria bacteriana), Vibrio cholerae (célera), Escherichia coli

(gastroenteritis) y Mycobacterium (tuberculosis). °

1.2.1 Aislamiento e identificacién de microorganismos patdégenos.

El aislamiento y la identificacion de los microorganismos patdgenos es complejo,
siendo diferente para cada especie y extremadamente lento. Estos microorganismos
patébgenos pueden no estar presentes en el agua todo el tiempo y estar presentes
solamente en un ndmero muy pequefio. Por tanto, no se acostumbra examinar todas las
muestras de agua de modo rutinario para determinar la presencia o ausencia de todos los
patégenos. También, la seleccion de un patégeno en concreto puede ser engafioso debido a
que cada especie puede tolerar diferentes condiciones ambientales. Para examinar
rutinariamente los suministros de agua se requiere una prueba rapida y preferiblemente
sencilla. Es mucho mas importante, examinar los suministros de agua por medio de una
sencilla prueba general que por una serie de pruebas mas complicadas, ya que la mayoria
de los casos de contaminacion de los suministros de agua ocurre raramente. Esto, ha
llevado al desarrollo de la utilizacion de microorganismos indicadores para determinar la

probabilidad de contaminacién por heces. Idealmente un microorganismo indicador deberia:

1. Ser facilmente detectado e identificado.

2. Ser del mismo origen que los patdégenos (por ejemplo del intestino).
3. Estar presente en mucho mayor numero que los patdégenos.

4 9 12

Ser no patégeno por si mismo.

Asi, la proteccion de la salud publica requiere un indicador de poblacion fecal, ya que
las heces son la principal causa de contaminacion del agua por bacterias causantes de
enfermedades gastrointestinales. En el afio 1890, Theobald Smith propone a Escherichia coli
como el indicador bioldgico de seguridad de los tratamientos del agua, ya que forma parte de
la flora de mamiferos, sustituyendo a otras pruebas para detectar “coliformes” que fueron

desarrolladas y formaban parte de las regulaciones del agua potable. *°

10
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Los microorganismos no patégenos estan siempre presentes en el intestino de los
humanos y animales se excretan junto con los patégenos, pero en mucho mayor numero.
Varios de estos son facilmente aislados y son ideales para utilizarlos como indicadores de
contaminacion fecal. Los mas ampliamente utilizadas son las bacterias no patégenas, en
particular los coliformes, estreptococos fecales y los clostridios sulfato reductores. Estos tres
grupos con capaces de sobrevivir durante diferentes periodos de tiempo en el medio
acudtico. Los estreptococos fecales mueren rapidamente fuera del hospedero y su presencia
es un indicador de una contaminacion reciente. Escherichia coli (coliformes fecales) puede
sobrevivir durante varias semanas bajo condiciones ideales y es detectada mas facilmente
gue la otra bacteria indicadora. Debido a esto, es la prueba de microorganismos mas
utilizada, aunque otros son utilizados para confirmar la contaminacion fecal si no se detecta

Escherichia coli. °*°

Los coliformes incluyendo Escherichia coli, son miembros de la familia
Enterobacteriaceae, se definen como bacterias aerobias y anaerobias facultativas, son
bacilos Gram negativos, no esporulados, fermentan la lactosa con formacion de &cido y gas
en un periodo de 48 horas a 35 °C (6 37 °C). Suelen encontrarse en el aparato intestinal del
hombre y los animales. Incluyen a los géneros Escherichia, Citrobacter, Enterobacter y

Klebsiella. %%

Los coliformes no siempre provienen de las heces humanas, sino también pueden
originarse en animales de sangre caliente, animales de sangre fria y en el suelo. Los
coliformes totales, incluyen un amplio rango de microorganismos que pueden no tener su
fuente primaria en el tracto intestinal. Esto es razonado si, muchos coliformes estan
presentes en una muestra de agua dada, entonces, esto puede enmascarar a los patdégenos

entéricos que también pueden estar presentes. *>*°

1.2.2 Determinacion del numero de bacterias en una muestra de agua.

El nimero de microorganismos coliformes en las heces humanas varia entre 125 x 10°
y 400 x 10°. Su presencia en el agua, es considerada como un indice de contaminacion fecal

y por tanto de contaminacibn con microorganismos patdégenos. Por lo que, el andlisis

11
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bacteriolégico del agua es vital en la prevencion de epidemias, como resultado de la

contaminacion del agua. **

En el analisis bacteriol6gico del agua, es importante conocer no solamente que los
microorganismos coliformes estan presentes sino también determinar su ndmero mas
probable por unidad de volumen. El nimero mas probable de organismos coliformes en una

muestra de agua es la densidad mas probable en producir un resultado particular.

Los coliformes son analizados en el agua potable, por medio de dos técnicas
diferentes:
a) Cualitativa, en el que el Numero Mas Probable (NMP) de coliformes es determinado por
el uso de caldo lactosado o caldo lauril triptosa en tubos de fermentacion.
b) Cuantitativa, filtracion por membrana, técnica estandar utilizada para medir la densidad
de coliformes en el agua.
Ambas técnicas, siguen las recomendaciones de la American Public Health Association

en sus Standard Methods for the Examination of Water and Wasterwater. 1* 3

La cuenta de coliformes totales es una medida de todos los coliformes presentes, es
decir, el conteo total de coliformes es un indice de poblacién. Las Escherichias coli son
exclusivamente fecales en origen y estan presentes en las heces frescas en un namero
superior a 10%gramo. La presencia de coliformes en el agua potable no implica haya
contaminacion fecal, aunque en la practica se asume que los coliformes son de origen fecal
a no ser se pruebe de otra manera. Por tanto es importante confirmar si Escherichia coli esta
presente. Esto se hace conjuntamente con la cuenta de coliformes. En la practica se informa

de la cuenta de coliformes totales y la cuenta de coliformes fecales (E. coli).” *°

Se ha resumido la interpretacion de los resultados de coliformes como sigue:
- Donde esté presente Escherichia coli en gran ndmero, la conclusion es; ha ocurrido una
fuerte y reciente contaminacién por aguas residuales humanas o animales.
"~ Si el numero de Escherichia coli es bajo, esto se interpreta como; la contaminacién del

mismo origen es tanto reciente 0 menos severa.

12
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"~ Si se observan coliformes sin Escherichia coli la indicacion es; la contaminacion es tanto
reciente y de origen no fecal o remota y de origen fecal tal que los coliformes fecales no
han sobrevivido.

" No obstante, si se encuentra cualquier coliforme en un suministro de agua potable
tratada, seguida de cloracién, se debe concluir que se esta aplicando un tratamiento
inadecuado o que la contaminacion se ha introducido durante la distribucion del agua, o
en la toma y/o manejo de la muestra. > *°

Cualquier indicacion de contaminacion, por ligera que sea, debe ser considerada como

materia grave y las circunstancias investigadas inmediatamente. °

En muchas situaciones, es necesario calcular la cantidad de microorganismos
presentes en una muestra de agua, asi la estimacién del nimero de bacterias vivas
(recuento celular viable) en una muestra de agua se obtiene con un conteo de placa y con el
uso de un medio nutriente de agar. Una muestra de agua (si es necesario diluida), se mezcla
con agar a 40°C en una caja Petri. El agar se solidifica como gelatina y fija las células
bacterianas en posicién. Entonces la placa se incuba en condiciones apropiadas a 24 horas
a 37°C para bacterias que provienen del hombre o de animales. Al final del periodo de
incubacién las bacterias habran producido colonias visibles a simple vista y supone que el
namero de colonias es una funcion de las células viables en la muestra original. En la
practica, los recuentos en placa no dan la poblacién total de una muestra, ya que ninguna

combinacién de medio y temperatura permitira que todas las bacterias sé reproduzcan.®

El método de conteo en placa es usado en las plantas de tratamiento de agua de
acuerdo a las siguientes indicaciones:
1. Medicién de la eficacia de los diferentes procesos del tratamiento. Incluyendo la
desinfeccion, en una planta de tratamiento de agua.
Monitoreo de la calidad bacteriologica del agua final durante el almacenaje y distribucion.
3. Determinar el crecimiento bacteriano en la superficie de materiales usados en el
tratamiento y los sistemas de distribucion.
4. Determinacion del potencial de desarrollo o crecimiento posterior en el agua tratada en

los sistemas de distribucion. *?
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UNAM Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan Campo 1



EVALUACION DE DESINFECTANTES IONICOS
(Acidos orgénicos)

Para determinar la presencia de un género particular o especie de bacteria, es
necesario observar como se comporta en un medio especial o en condiciones éptimas de
incubacién, y sean adecuados Unicamente para las bacterias que se investigan. Muchas
enfermedades graves estan relacionadas con la contaminacién microbiolégica del agua,
contaminacion debida en su mayoria a bacterias patégenas excretadas por gente que sufre o
porta la enfermedad. Aun cuando es posible examinar el agua para detectar la presencia de
un patégeno especifico, una prueba mas sensible emplea como microorganismo indicador la
bacteria Escherichia coli, un habitante normal del intestino humano el cual se excreta en
grandes cantidades. Su presencia en el agua, indica contaminacién por excreta y la muestra
se clasifica como potencialmente peligrosa pues también podrian estar presentes bacterias
fecales patégenas. Las bacterias coliformes, en general tienen la capacidad de fermentar la
lactosa, fermentacion que produce acido y gas. La deteccién de coliformes se efectla en un
medio lactosado con diluciones de la muestra. La aparicion de &cido y gas después de 24
horas de incubacion a 37 °C, se toma como indicacion positiva de la presencia de bacterias
coliformes; con la ayuda de tablas estadisticas el resultado se expresa como el Nimero Méas
Probable (NMP/100 mL). Para comprobar positivamente la presencia de Escherichia coli, se
subcultivan tubos positivos en un medio caldo lauril por 24 horas a 44°C, en cuyas

condiciones sélo crece la Escherichia coli para producir &cido y gas. 1%

Asi, los métodos para la deteccion de Escherichia coli en el agua y otras muestras
ambientales, han cambiado poco en muchos afios, principalmente basandose en la
fermentacion de la lactosa y la habilidad de muchas cepas de Escherichia coli para crecer a
44 °C. Pero existen otros métodos para la deteccion de esta bacteria mas rapidos, sensibles
y especificos, por ejemplo los métodos enziméticos en los cuales se usa la enzima 3-D-
glucoronidasa, caracteristica de estar presente en el 95% de todas las Escherichia coli
aisladas, o el uso de la PCR para identificar Escherichia coli basandonos en el gen uidA el

cual codifica la B-D-glucoronidasa. *>*°

Para detectar la enzima B-D-glucoronidasa, se utiliza un sustrato fluorogénico como el
4-metilumbeliferil-B-D-glucuronido (MUG), el medio de cultivo caldo lauril triptosa con MUG
se inocula con la muestra y se incuba por 24 horas a 35 + 0.5°C. La enzima [-D-
glucoronidasa hidroliza el sustrato, produciendo fluorescencia cuando el liquido se expone a

14
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luz ultravioleta a una longitud de onda de 366 nm. La presencia de fluorescencia indica una

respuesta positiva para Escherichia coli.

1.3 Normas Oficiales Mexicanas.

En México, se han publicado en el Diario Oficial de la Federacién un gran nimero de
Normas Oficiales Mexicanas (NOM) en donde, algunas detallan aspectos importantes que el
agua debe cumplir con ciertos parametros establecidos por medio de un sin nimero de
pruebas de laboratorio. Dichas Normas, exigen a las compafilas de suministro de agua
potable brinden agua para uso y consumo humano libre de microorganismos patégenos a los

consumidores y define claramente que significa este y otros términos. *’

La Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-201-SSA-2000 tiene un grupo de estandares
para el agua potable, las sustancias y equipos utilizados en la desinfeccion del agua deben
lograr como minimo un porcentaje de reduccion de organismos coliformes totales de 99.99%
y donde las especificaciones sanitarias del agua potable expresen se considera de buena

calidad cuando no se detecten coliformes totales ni fecales. *’

Deben existir procedimientos escritos para la realizaciébn de las operaciones de
limpieza y desinfeccion que especifiquen como minimo productos usados, concentraciones,
tiempos de contacto, enjuagues y medidas para evitar la contaminacion de los equipos,
utensilios o productos.

1.3.1 Estandares revisados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Las normas de la OMS para el agua potable, son quiza los estdndares mas importantes
relacionados a la calidad del agua. Las normas incluyen pardmetros microbioldgicos,
guimicos y radiolégicos. Las normas microbiolégicas todavia estan basadas en E. coli o en
coliformes termorresistentes como indicadores de la contaminacion fecal. Se recomienda
coliformes totales solamente como indicadores de la eficiencia del tratamiento y la integridad

del sistema de distribucién, no como indicador de la presencia o ausencia de patégenos. No
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se han establecido valores guia para virus, protozoos o bacterias patégenas especificas

debido a la ausencia de métodos analiticos adecuados para el trabajo rutinario. °

Las normas de la OMS, se usan universalmente. Las normas originales se publicaron
en dos volumenes en 1984. El Volumen 1 es el de las normas, mientras que el Volumen 2
contiene las evidencias cientificas sobre las cuales se basan las recomendaciones del
Volumen 1. Las normas existentes se basan en las evidencias toxicoldgicas disponibles
hasta 1987, normas afiadidas en Ginebra en septiembre de 1992. Las nuevas normas
incluyen pardmetros microbiol6gicos, quimicos y radiolégicos. Los pardmetros quimicos
incluyen 17 inorganicos, 27 organicos, 33 pesticidas y 17 desinfectantes y subproductos

asociados. Las normas revisadas se incluyen en la Tabla 3. °
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Tabla 3. Valores guia revisados del agua potable de la OMS para la

calidad bacteriolégica del agua potable. °

Organismos Norma

Todas las aguas destinadas para consumo
No deben ser detectables en ninguna

Escherichia coli o bacterias coliformes muestra de 100 mL

termorresistentes

Agua tratada entrando en el sistema de

distribucion
Escherichia coli o bacterias coliformes No deben ser detectables en ninguna
termorresistentes muestra de 100 mL
Bacterias coliformes totales No deben ser detectables en ninguna

muestra de 100 mL

Agua tratada en el sistema de distribucion

Escherichia coli o bacterias coliformes No deben ser detectables en ninguna
termorresistentes muestra de 100 mL
Bacterias coliformes totales No deben ser detectables en ninguna

muestra de 100 mL. En el caso de grandes
suministros donde se examinan suficientes
muestras, no deben estar presentes en los
95% de la muestra tomadas durante
cualquier periodo de 12 meses.

Agua embotellada

Bacterias coliformes fecales No detectables en ninguna muestra de 100
mL

Bacterias coliformes No detectables en ninguna muestra de 100
mL

1.3.2 Norma Oficial Mexicana NOM-181-SSA1-1008, Salud ambiental. Agua
para uso y consumo humano. Requisitos sanitarios que deben cumplir

las sustancias germicidas para el tratamiento del agua, tipo doméstico. %

El objetivo de los programas de abastecimiento de agua para uso y consumo humano,
es asegurar que toda la poblaciéon alcance una dotacion adecuada de agua de buena
calidad. Sin embargo en México, en la practica no se han alcanzado estas metas, por lo que

un elevado numero de usuarios recurre a métodos intradomiciliarios para subsanar
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deficiencias de la calidad del agua suministrada a nivel municipal. Los métodos
intradomiciliarios o domésticos para purificar el agua de consumo humano, consiste en la
aplicacion de equipos potabilizadores y sustancias germicidas, orientadas fundamentalmente
al aspecto bacteriol6gico, considerado como riesgo inmediato a la salud y en casos

especificos a la depuracién de caracteristicas fisicas y/o quimicas. %°

Esta norma oficial mexicana establece las caracteristicas que deben cumplir las
sustancias germicidas para el tratamiento de agua, de tipo doméstico. Las personas fisicas y
morales que se dediquen al proceso e importacion de sustancias germicidas para el
tratamiento de agua, de tipo doméstico, deben tener a disposicion de la autoridad sanitaria
competente, un informe de resultados de laboratorio sobre prueba de potabilidad, de cada
sustancia en particular, de conformidad con el método de prueba de eficiencia antimicrobiana
de sustancias germicidas miscibles en agua, descrito en el apéndice de esta Norma. El

laboratorio que efectué la prueba debe ser acreditado o tercero autorizado. %

La prueba de potabilidad es aceptable, cuando el porcentaje de reduccion bacteriana
es igual o mayor a 95% para organismos mesofilicos aerobios e igual o mayor a 99.99%
para organismos coliformes totales. La eficiencia de una sustancia germicida esta dada por
su capacidad para destruir o0 matar una carga bacteriana presente en el agua. Esta eficiencia
estd basada en su poder germicida a través de sus componentes quimicos y su efecto sobre

las bacterias de acuerdo con su concentracién y tiempo de contacto. %°

Para probar la eficiencia de la sustancia germicida, se inocula una fuente de agua con
un namero conocido de colonias del microorganismo seleccionado. Posteriormente, el agua
se somete a la accion de dicha sustancia germicida, bajo las condiciones indicadas en el

instructivo proporcionado por el fabricante. *°

Se toman muestras del agua de prueba, antes y después de haberse sometido al
tratamiento, de acuerdo con la NOM-014-SSA-1993, Procedimientos sanitarios para el
muestreo de agua para uso y consumo humano distribuida por sistemas de abastecimiento
publicos y privados. A continuacion, se determinan en dichas muestras la concentracion de

organismos mesofilicos aerobios y coliformes totales. %
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1.3.3 Principales Caracteristicas del Agua Potable.

El agua potable es aquella que puede beberse sin peligro alguno, es limpia, fresca, sin
sabores u olores desagradables o que causen rechazo de quien las consumen, pues no
provoca ningun dafio a la salud y a la vez es util para el desarrollo de las diversas
actividades humanas (domeésticas, sociales, industriales, etc.). Comprende pardmetros
fisicos, quimicos, bacteriolégicos y radiolégicos del agua en el origen y de la distribucién

después de someterla a procesos de tratamiento y desinfeccién. 24

De acuerdo a lo establecido por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el agua
potable debe cumplir con los siguientes requisitos:

1. No debe contener sustancias nocivas para la salud, es decir, carecer de contaminantes:
biol6gicos, (microbios y/o gérmenes patdgenos), quimicos, toxicos, (organicos e
inorganicos) y radioactivos.

2. Poseer una proporcion determinada tanto de gases (O, y CO,) como de sales
inorganicas disueltas.

3. Debe ser incolora o translicida, inodora y de sabor agradable. *°

En el caso de agua potable, es comun evaluar principalmente los pardmetros
microbiologicos, en la mayor parte del mundo éstos son importantes para determinar la
calidad del agua potable. Las normas de calidad microbioldgicas se basan en la necesidad

de asegurar la ausencia de bacterias indicadoras de contaminacién fecal. 3

1.4 Desinfeccion y Métodos de Desinfeccion.

Debido a lo pequefio de muchos microorganismos, no es posible garantizar la remocién
completa con los tratamientos de desinfeccion. Por esta razén es necesario desinfectar el
agua, pues se elimina a microorganismos infecciosos de un medio dado mediante el uso de

agentes fisicos y quimicos que reciben el nombre de desinfectante. La desinfeccion es la
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barrera contra la exposicibn humana ante microorganismos patogénicos que causan

enfermedades, incluyendo virus, bacterias y paréasitos. ** 23!

La cloracion fue y ha sido usada por siglos para proveer una seguridad adicional contra
microorganismos patogénicos. La destruccion de patdgenos y parasitos por desinfeccion,
ayuda considerablemente en la reduccion de enfermedades. En afios recientes, se ha
encontrado que la cloracion puede causar la formacién de productos que pueden ser toxicos
0 genotdxicos para humanos y animales. Algunos de los desinfectantes usados para la
destruccién de patdgenos y parasitos son el ozono y el didxido de cloro, también empleados
para la oxidacién de materia organica, hierro y manganeso y para controlar los problemas de
sabor, olor y crecimiento de algas. ™ *?

Uno de los procesos de purificacion del agua comprende la filtracién, los filtros lentos
de arena son muy eficaces para eliminar bacterias y el proceso de coagulacion es bueno
para eliminar virus, no es posible garantizar que su remocidon sea completa por dichos
tratamientos debido a lo pequefio de muchos microorganismos, asi el agua obtenida

contiene patégenos y bacterias que necesitan ser eliminados o destruidos. * = *?

En la practica, es imposible esterilizar el agua para matar todos los microorganismos
presentes y debido a la alta concentracién de productos quimicos requeridos para su
esterilizacién, harian el agua muy desagradable y posiblemente peligrosa para beber. Por lo
tanto, el agua se desinfecta en lugar de esterilizarla, utilizando uno de los métodos de
desinfeccion como la cloracion, ozono o la radiacion ultravioleta para asegurar que los
patégenos potencialmente dafinos se mantengan en un nivel de seguridad en las aguas

potables. °

Es importante observar la diferencia entre esterilizacion (muerte de todos los
microorganismos), que rara vez se necesita y la desinfeccion (muerte de organismos
potencialmente dafiinos) que es el requerimiento normal. ***3

La eficacia del tratamiento del agua en eliminar microorganismos patdgenos varia de
mes a mes, e incluso cuando la planta de tratamiento esta logrando un 99.9% de eliminacion

habra siempre algunos patdgenos residuales en el agua. Esto significa que la desinfeccion
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es absolutamente vital para asegurar que todos los microorganismos provenientes de una

contaminacion fecal del agua bruta sean destruidos. °

Desde el punto de vista de los programas de control sanitario y de campo, la
desinfeccidn representa una manera de limitar la transmisién de enfermedades animales.
Por si solo, el uso de desinfectantes no puede eliminar una infeccién si las poblaciones
sensibles se ponen continuamente en contacto con animales portadores de agentes
patégenos. Ello exige que las autoridades de control deban de examinar cada paso de la
compleja red epidemioldgica, o lo que es lo mismo, seguir la evolucion de los agentes de la
enfermedad, desde los reservorios hasta los nuevos hospedadores sensibles. 31

En su mayoria, los desinfectantes utilizados en el campo de la salud animal son
productos quimicos antimicrobianos o biocidas relativamente potentes, que se aplican sobre
las superficies contaminadas. Los desinfectantes modernos se componen de formulaciones
complejas de sustancias quimicas, jabones, detergentes y productos que favorecen la

penetracion de las sustancias activas. >

1.4.1 Factores gque influyen en la Desinfeccion.

Se consideran dos puntos importantes de los factores que influyen en la desinfeccion:

a) Tipo de desinfectante: El proceso de desinfeccién no es instantaneo, si no que ocurre
gradualmente; él nimero de microorganismos muertos por unidad de tiempo es mayor al
principio y va siendo cada vez mas pequefio conforme aumenta el tiempo de exposicion.
La eficacia de la desinfeccion depende del tipo de quimico utilizado. Algunos
desinfectantes, por ejemplo, el ozono, la plata coloidal y el di6xido de cloro son fuertes
oxidantes y es como liberan oxigeno interfieren en la anaerobiosis, en comparacion con

otros como el cloro.

b) Tipo de microorganismo: Existe una exagerada variacion en la resistencia de varios
microorganismos patdgenos a la desinfeccion. Las bacterias formadoras de esporas son
generalmente mas resistentes a los desinfectantes que las bacterias vegetativas. La
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resistencia a los desinfectantes varia de acuerdo a la cantidad de bacterias y a la cepa
perteneciente. En general, la resistencia a la desinfeccion lleva el siguiente orden:
bacteria vegetativa, virus entéricos, bacterias formadoras de esporas, quistes de

protozoarios. *?

Ademas un desinfectante debe de carecer de accion corrosiva, sofocante o toxica para

los seres vivos. !

1.4.2 Desinfectantes i6nicos (acidos organicos).

Dentro de las sustancias germicidas, se encuentran los acidos citricos, son compuestos
ibnicos de los &cidos organicos. Sus componentes naturales son producidos por el
metabolismo natural de las frutas y legumbres que las protegen de la putrefaccién, debido a
gque este actla como un mecanismo de defensa, tienen un amplio espectro germicida, ya

que eliminan microorganismos aun en altas concentraciones. 2> "%

Los extractos citricos son aceites esenciales obtenidos de las semillas de diferentes
variedades de citricos como la toronja, naranja, limoén y otros citricos. Por ejemplo, el 4cido
acético, citrico, succinico, malico, tartarico, benzoico y soérbico son los principales acidos

organicos que existen en forma natural en los productos frescos. 2" 2829

Los extractos citricos son sustancias multicomponentes, dentro del fruto tienen
funciones biolégicas especificas, al extraerse se modifican para encontrar diversos usos en

la industria, siendo uno de los mas recientes, el de agente bactericida y fungicida. *°

Los mecanismos de accién de los extractos citricos son:
El rompimiento de la pared celular en enlaces $1-4,
Precipitacion de proteinas,

Oxidacion de protoplasma,

e N e

Inactivacién enzimatica,
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lo que les proporciona un amplio espectro de accién. Estos mecanismos se activan por
contacto entre el producto a tratar y el extracto citrico, lo que los hace seguros ya que

generan un minimo de resistencia bacteriana. 2°

En virtud de lo anterior, se han encontrado amplias ventajas en el uso de estos
compuestos en comparacion con los productos de sintesis quimica. Las principales son su
inocuidad y biodegradabilidad, ya que la mayoria de los productos tratados con
desinfectantes quimicos se han convertido en compuestos toxicos y de alto riesgo para la
salud humana; del mismo modo, el ambiente sufre grandes y severos impactos al ser
enfrentados ante productos sintéticamente creados y que no pueden ser incluidos como
parte del ecosistema. La industria est4 aceptando productos naturales y biodegradables,
gracias a que estos generan un minimo de corrosion a los equipos sin dafio al personal que

los emplea y su efecto residual es faciimente controlable. %

Entre los usos que se le dan en la agroindustria, esté la disminucion o eliminacién de
riesgos microbioldgicos ya que al ser productos que actlan por contacto pueden aplicarse a
través de aspersiones, inmersiones, nebulizaciones y mezclas con otros productos afines,
asegurando la eficiencia de éstos. Dada su versatilidad, los extractos citricos han encontrado
en el ambiente agricola, pecuario e industria de proceso sustituyendo a los agentes quimicos
de uso comun en las contaminaciones fungicas y bacterianas, pero sin afectar a la materia
prima y/o a los consumidores finales. De lo anterior, surge una nueva denominacion de
origen que especifica que el producto a consumir es seguro y sano pues fue tratado con

agentes organicos donde los extractos citricos juegan un papel importante. 2

Los sistemas de control de calidad, sanitizacién, desinfeccién, purificacion de agua y
formulacion de alimentos, tienen a Desfan 100 y Rubigen forte, como desinfectantes
organicos, los cuales se comportan como poderosos bactericidas, fungicidas, algicidas y
viricidas, preservantes y antioxidantes, extraidos de las semillas de la naranja, toronja, limon

y otros citricos. %® %

Desfan 100 es un compuesto organico complejo, proveniente de la extraccién de

citricos, como las semillas de la naranja y toronja, contiene fracciones de glucosa, fructosa y
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acido ascorbico. Dicho ingrediente activo, estd estabilizado fisicamente e integrado por
pequefias trazas de elementos quimicos naturales como: acido ascérbico (vitamina C), 4cido
palmitico, aminoacidos, fracciones de glucosa, grupo metil, hidroxi, etc. La accién no téxica y
no irritante del desfan 100 en humanos y animales garantiza un amplio manipuleo para uso a

nivel de industria. 28

Desfan 100 es soluble en agua ya que no produce contaminacion del medio ambiente,
los estudios han demostrado que es efectivo a minimas concentraciones. Es 100%
biodegradable. No produce problemas de oxidacion y de acumulacion en el hombre y los
animales por ser inocuo. No es afectado por temperatura de congelacién y soporta hasta

400 °C. No es corrosivo ni volatil. 28

Rubigen Forte es un producto de origen natural, organico y ecoldgico, extraido de las
semillas de la toronja, naranja, limén y otros citricos. El extracto citrico estd compuesto por
acido ascorbico, acido citrico, fracciones de glucosa y fructuosa, proteinas, lipidos y
compuestos no nitrogenados. Es seguro, ya que no deja residuos contaminantes, es 100%
biodegradable y los estudios revelan que no es mutagénico ni carcinogénico. *°

Rubigen Forte puede ser utilizado en el alimento de los animales hasta el sacrificio,
debido a que no altera el sabor natural y olor de los alimentos. No es irritante, ni toxico, ni
corrosivo. Es estable a variaciones de pH, luz, a altas temperaturas (hasta 120° C) y es activo

en presencia de materia orgénica. *°

Rubigen tiene actividad in vitro frente a bacterias y hongos, gracias a su poderosa
accion antioxidante, favorece la inmunidad natural de los animales y reduce el stress, no es
un antibidtico, no crea resistencias, tiene una excelente accion prolongada y es compatible
con los productos de uso habitual en sanidad animal. %

El uso continuado de Rubigen en los alimentos de los animales favorece la reduccién
del uso de Antibiéticos y Quimioterapicos, que pueden dar lugar a la aparicién de residuos
téxicos en las canales de dichos animales. En el ambito zootécnico, Rubigen maximiza la
productividad de los animales, colabora en la reduccion de patologias digestivas, mortalidad,

stress y costos, Rubigen permite reducir el uso de antibiéticos como preventivos de procesos
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entéricos, mejorando de esta forma su actividad como terapéuticos al evitar la aparicién de
resistencias. *

1.4.3 Mecanismo de accion de los acidos organicos.

Desfan 100 actla por contacto, a través del sistema de citoplasmosis exterminando los
microorganismos patégenos al romper y explotar su pared celular y su citoplasma. En
cambio, Rubigen forte actia por contacto causando el rompimiento de las membranas

celulares de los microorganismos. % ?°

Esto permite observar, el mecanismo de accion de los desinfectantes organicos, cual se
lleva a cabo a través del rompimiento de las membranas celulares en los microorganismos de

prueba, dafiando asi el ciclo vital de la célula e interrumpiendo su multiplicacion. 2*

Las propiedades de Rubigen se deben, fundamentalmente, a la accion sinérgica del
acido ascorbico unido a los bioflavonoides citricos. El resto de las sustancias, presentes de
forma natural, son coadyuvantes y complementan su actividad. Rubigen actia
progresivamente consiguiendo un efecto prolongado beneficioso. En el animal trabaja a dos
niveles: Por un lado, tiene accidn en el tracto gastrointestinal y por otro lado, accion
sistémica gracias a la actividad individual de algunas sustancias, una vez absorbidas en el
intestino. La alta potencia como antioxidante de Rubigen se debe a la accién sinérgica entre
acido ascorbico, bioflavonoides y acido citrico. Esto hace que Rubigen tenga, afadida a su
eficacia nutricional, una muy beneficiosa accién antioxidante como poderoso captador de

radicales libres y mejorador de la calidad de la carne y huevos. %

Sinergismo entre acido ascérbico (vitamina C) y bioflavonoides

Los bioflavonoides protegen al acido ascorbico (vitamina C) contra la degradacion y
oxidacion natural causadas por la humedad, el aire y la luz. Por el proceso especial de
fabricacion, el acido ascérbico de Rubigen posee una excelente estabilidad y un elevado
nivel de biodisponibilidad. Este nivel de biodisponibilidad, hace que su uso sea mas

interesante que el del simple acido ascoérbico debido a la baja efectividad de éste por causa
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de su degradacién y oxidacién. El 4cido ascorbico de Rubigen trabaja mejor en procesos
redox (reduccién y oxidaciébn) en el organismo animal, convirtiéndose en acido
dehidroascorbico, a través de una reaccion reversible por la liberacion de un hidrégeno, el
cual es capaz de oxidar (deshidrogenar) otros productos metabdlicos por su accién

captadora de iones hidrégeno. #°

El alto poder reductor del acido ascoérbico le proporciona su caracter estabilizador de
sustancias potencialmente oxidables (por ejemplo adrenalina). Existen importantes
relaciones metabdlicas entre la vitamina C y otras vitaminas y enzimas, manifestandose en
diferentes acciones (sinergismos o inhibiciones). La actividad antiinfecciosa, basada
principalmente en la capacidad de inhibicion de toxinas, esta posiblemente conectada con

estas reacciones. *°

Los bioflavonoides (vitamina P) son potentisimos antioxidantes y captadores de
radicales libres. Asi son citoprotectores en situaciones donde sustancias oxidantes o
radicales libres resultan dafinos para las células. La accion antioxidante de los
bioflavonoides es cinco veces superior que la del acido ascorbico y los tocoferoles (vitamina
E). 29

Los bioflavonoides inhiben in vitro la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) por los macrofagos y reduce la citotoxicidad de la LDL oxidada. Los bioflavonoides, en
combinacion con derivados de la vitamina C, muestran efectos sinérgicos como

conservadores de aromas en alimentos y bebidas. *°

1.5 Microscopia Electronica

La microscopia tiene un campo de aplicacibn muy grande, con ella se obtienen
imagenes detalladas de estructuras que no son posibles observar a simple vista, es capaz de
transformar un objeto en una imagen, la cual amplifica (magnifica) los detalles caracteristicos

del objeto. *
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Dentro de la familia de microscopios electronicos, se encuentran el microscopio
electrénico de transmision (TEM) y el microscopio electronico de barrido (SEM). Cada uno de
ellos, permite el estudio de diferentes caracteristicas de una muestra. EI SEM provee
informacion sobre morfologia y caracteristicas de la superficie, mientras que con el TEM

podemos observar la estructura interna y detalles ultraestructurales. *

En cuanto a construccion, el microscopio electrénico y el microscopio Optico, presentan
un disefio casi idéntico; la diferencia fundamental entre ambos es la fuente de iluminacion, el
microscopio electrénico usa un haz de electrones que permite tener una mayor resolucion,
en tanto que el optico utiliza un haz de luz (incluyendo un haz ultravioleta) para ese propésito
(ver figura 1). 3%

Figura 1. Esquema de los microscopios optico, electronico de transmision

y electrénico de barrido *

M. Optico M. Transmision M. Barrido

5 Fuente de Caiton de Carion de

thiminacion i
clecimones clectones

Lente Lemie Leme
condensadora D D condensador El D condonsador
Muestri Muestra

Lenie Leme Lente
objenva D D objeliva [:] D condensador
Leme Lente Lente
provecions [:l D proyeclora D D objciva

o = Pantalia electrones
AL Ojo de ZnS secundarios
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La fuente de iluminacién de un microscopio electrénico es un haz de electrones de alta
energia obtenido por la aceleracion de los electrones de una fuente (un filamento de

tungsteno) con un campo eléctrico (ver figura 2). *
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Figura 2. Cafién del Microscopio electrénico

Resistencias
balanceadoras  Resistencia variable

—e Alto voliaje

Filamcnto

Cilindro de Wehnelt

Anodo
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— de¢ticrra)

Haz de electrones

El haz de electrones generado en el filamento sale por el orificio interior del cilindro de
Wehnelt y por diferencia del potencial del &nodo que tiene carga contraria al haz de

electrones emitira este hacia la luz de las partes electromagnéticas. >

El voltaje de aceleracién y el nUmero de electrones que escapan del cafion electronico
(corriente emisora de electrones) estan directamente relacionados, de manera que cuanto

menor sea el voltaje menor sera la emision de electrones. *

Los electrones son particulas cargadas eléctricamente; su trayectoria puede
modificarse por un campo magnético, por lo que las lentes magnéticas del microscopio
electréonico estan disefiadas para este propodsito. La intensidad del campo magnético
depende de la intensidad de la corriente eléctrica que pasa por el hilo metélico de la pieza
polar de la lente magnética. *

Como la fuente de iluminacion en el microscopio electrénico es un haz de electrones en
un sistema al vacié existen ciertas limitaciones; por ello las muestras no deben contener
agua, sino estar perfectamente secas, por lo que no es posible observar ningin material
biologico vivo, ademas las muestra deben protegerse de la alta energia generada por el haz
de electrones. Sin embargo, debido a la gran cantidad de accesorios con los que cuenta el
microscopio, su uso presenta diversas ventajas, sobre todo cuando combina pantallas de
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imagenes obtenidas por barrido, analisis de difraccibn de electrones y rayos X. La
terminologia de los componentes del microscopio electronico basicamente es similar a la del

optico. ¥

Los microscopios electronicos de transmision y de barrido son muy utiles para el
estudio de las diferentes muestras tanto biolégicas como no bioldgicas. El de transmision
proporciona informacion referente a la ultraestructura celular o, en su caso, de particulas
muy pequefias (de menos de 150 nm de grosor), mientras el electrénico de barrido informa
sobre la ultraestructura de superficie de la muestra. Ambos presentan el mismo principio en
su disefo; la diferencia bésica es que el electronico de transmision da una imagen
proporcionada por electrones primarios o trasmitidos en una pantalla fluorescente de sulfato
de zinc, en donde la imagen esta en un solo plano, mientras el electronico de barrido cuenta
con un sistema detector de electrones secundarios los cuales pasan al fotomultiplicador, y
posteriormente presenta una imagen tridimensional de la superficie de la muestra en una
pantalla tipo television. Dicha imagen esta dada por la formacion de electrones secundarios
gue se producen en la interaccion del haz de electrones y la muestra. Todo el sistema de la

columna del microscopio de barrido es igual al de transmision. 3% 3

Figura 2.1 Microscopio electrénico
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1.5.1 MICROSCOPIO ELECTRONICO DE TRANSMISION (MET)

El microscopio electronico de transmision, es un equipo complejo que funciona al alto
vacio, en donde la imagen esta dada por los electrones transmitidos a través de la muestra,
por ello se requiere que sea de un grosor menor a 100 nm para obtener una buena
resolucion. Sin embargo, debido a la interaccion de los electrones de alta energia, la muestra
requiere estar protegida con metales pesados para soportar dicha interaccion. Las muestras
gue requieren ser observadas deben cumplir con las siguientes caracteristicas: no puede ser
observado al microscopio, ningin material vivo o que contenga agua, porque el sistema
funciona al alto vacio, ademas, se debe proteger contra el haz de electrones. Las muestras
deben tener un grosor adecuado para permitir que los electrones sean transmitidos y asi

poder tener una imagen con buena resolucion. *

Para la preparacion de las muestras en MET, es necesario tener una serie de cuidados
como: el tipo de fijador, amortiguador, posfijador, solventes para la deshidratacién, el tipo de
membranas y resinas para la inclusion, esto es dependiendo de las caracteristicas propias
de la muestra, debido a que se requiere de gran precision para que los resultados sean

correctos. *

1.5.2 Tincién Negativa

La finalidad de la tincion negativa es la de incluir particulas completas en un medio
denso de electrones, de manera que la muestra sea observada como un objeto luminoso
sobre un fondo oscuro. La tincidn negativa constituye una técnica simple y rapida; el tiempo
requerido para recibir la muestra hasta su visualizacion en el microscopio electrénico es de
15 minutos. Solo se requiere un volumen pequefio de muestra y es recompensado con
buena preservacion, contraste elevado y frecuentemente mayor resolucion del tamafio

molecular con la tincién positiva. 3

Algunas desventajas de esta técnica se encuentran en su limitacién para las particulas
aisladas, la alta concentracion de particulas que se necesita y la reaccion posible de la

tinciébn para medio denso en electrones con la muestra. El mecanismo de la tincién negativa
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no esta completamente entendido, pero se supone que el material en medio denso de

electrones se seca rapidamente alrededor de la muestra con el minimo de artefactos. **

Como se trata de observar una imagen de los tejidos en el microscopio electrénico con
un buen contraste, se puede conseguir tratando los tejidos con los colorantes electrénicos; el
acido fosfotungstico es un buen colorante electronico de tipo general que resalta las
estructuras proteicas.

El elemento activo del acido fosfotingstico es el tungsteno (P.M. 183.92), con la
especial caracteristica de que este compuesto se asocia en cada molécula con 24 atomos de
carbono del mismo. Por el gran peso molecular de este acido las tinciones electrénicas
denotan una gran resistencia al bombardeo del haz de electrones en el microscopio

electrénico.

La técnica de tincidbn negativa, constituye la principal metodologia para un rapido
diagnoéstico de virus, debido a que los virus son identificados principalmente por su
morfologia. Entre las muestras clinicas recibidas para la identificacion se encuentran
exudados, secreciones 0 excreciones en los cuales los virus estan suspendidos. Aunque la
tinciébn negativa prevé ser el método mas rapido y simple para detectar virus en muestras
clinicas, Unicamente una pequefia porcidon de la muestra es examinada sobre la rejilla y
aproximadamente 106 a 107 particulas/mL pueden estar en la muestra original en el orden

de ser detectados por microscopia electronica. *

Las rejillas cubiertas con membranas Formvar o Parlodion, ofrecen un soporte estable
para las muestras tefiidas negativamente. La maxima estabilidad de los soportes plasticos es
aumentada por una capa de carbon evaporado, lo cual provee una capa fina para obtener

una alta resolucion. 3

La tincién negativa no esta limitada a muestras biolégicas, también puede ser aplicada
al estudio de materiales industriales, algunos como papeles y plasticos. Los materiales que
se emplean para las tinciones negativas deben tener una densidad electronica alta y ser
estables al haz de electrones.®
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1.6 JUSTIFICACION

El agua es un trasmisor de enfermedades como el célera, la tifoidea, la salmonelosis
y la gastroenteritis, debido a ello, el objetivo de los abastecimientos de agua para uso y
consumo humano, es asegurar que todo aquel que utilice esta agua, tenga una dotacién

adecuada de agua de buena calidad.

Para ellos los métodos para purificar el agua de consumo, consiste en la utilizacion de
equipos potabilizadores y/o a la adicibn de sustancias germicidas, orientados
fundamentalmente al aspecto bacterioldgico, considerado como de riesgo inmediato a la
salud, debido a que provocan numerosas enfermedades gastrointestinales. La Secretaria de
Salud, presenta las Normas Oficiales Mexicanas, en donde se detallan las pruebas y las
disposiciones sanitarias que deben cumplir las sustancias germicidas y los equipos para
poder salir al mercado.

Este trabajo pretende evaluar el efecto bactericida y la actividad antimicrobiana de los
productos elaborados con extractos citricos (acidos organicos) que requieren ser
introducidos al mercado como desinfectantes de agua en granjas porcinas, debido a esto se
requiere tener estudios en bacterias que provoquen problemas de salud animal, como
bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus) y Gram negativas (Escherichia coli).
Escherichia coli esta asocia con una gran variedad de enfermedades gastrointestinales,
Staphylococcus aureus produce una variedad de procesos infecciosos que van desde
infecciones cutaneas hasta enfermedades sistémicas potencialmente fatales y Pasteurella
multocida causa en el ganado porcino rinitis atréfica y en el ser humano es responsable de

diversas infecciones.

1.7 HIPOTESIS

Si se utilizan como desinfectantes de agua los productos elaborados a base de extractos
citricos entonces se podran emplear como métodos efectivos de desinfeccidn de agua
utilizada en granjas porcinas y por medio de la microscopia electronica observar el efecto

causado sobre las bacterias Escherichia coli y Pasteurella multocida.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto bactericida y la actividad antimicrobiana de los &cidos organicos
contra Escherichia coli, Pasteurella multocida y Staphylococcus aureus a través de
métodos generales de andlisis para comprobar que los productos cumplen con las

especificaciones recomendadas por los fabricantes.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la actividad antimicrobiana de dos productos germicidas Desfan-100 y
Rubigen Forte por métodos ya establecidos.

Evaluar la eficiencia antimicrobiana de los extractos citricos Desfan-100 y Rubigen

Forte en funcién de su concentracion y tiempo de contacto.

Comparar la accién bactericida de ambos desinfectantes y determinar el que presenta

mayor eficacia.

Demostrar si los productos cumplen con las propiedades atribuidas por el fabricante,

bajo las condiciones de operacién descritas por el mismo.

Evaluar por microscopia electrénica el dafio de los acidos organicos en Escherichia

coli y Pasteurella multocida.
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3. METODOLOGIA

3.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA®®

3.1.1 Microorganismos de prueba ®

Los microorganismos utilizados fueron Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus
aureus ATCC 5538P, Pasteurella multocida tipo A y Escherichia coli de caso clinico,
proporcionadas por el Departamento de Bacteriologia y Virologia del Area de Microbiologia
de la Unidad de Postgrado de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan-UNAM.

3.1.2 Identificacién de los microorganismos de prueba 18
Las bacterias fueron identificadas realizando tinciébn de Gram y pruebas bioquimicas,
para ello fue necesario obtener cultivos bacterianos en medios selectivos, debido a que cada
microorganismo necesita de diferentes fuentes nutricionales para crecer.
- E. coli ATCC 11229 y E. coli de caso clinico, se sembraron por dilucion en agar Mac
Conkey, se incubaron a 37 + 2 °C por 24 horas.
- S. aureus ATCC 5538P, se sembro por dilucion en Agar Sales Manitol y se incub6 a 37 +
2 °C por 24 horas.

- P. multocida tipo A se sembré en agar sangre por dilucion y se incub6 en las condiciones
anteriormente sefialadas.

3.1.3 Conservacion de los microorganismos de prueba *®
Las bacterianas se sembraron en tubos de ensaye con Agar Nutritivo y se incubaron a
35 £+ 2 °C durante 24 horas. Después de este periodo, se realizaron resiembras

semanalmente conservandose las cepas en refrigeracion.

3.1.4 Preparacion del cultivo de referencia *®
Los cultivos de referencia se prepararon sembrando las cepas en cajas Petri con Agar
Nutritivo, posteriormente se incubaron a 37 + 2 °C durante 24 horas.
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3.1.5 Preparacion del subcultivo

De cada cultivo de referencia, se tomé una colonia y se realiz6 un pase por duplicado
en cajas Petri con Agar Nutritivo y se incubaron en las condiciones sefaladas.
3.1.6 Preparacion de la suspension de los microorganismos de prueba % %

La suspensién de los microorganismos de E. coli, S. aureus y P. multocida, se prepar6
adicionando a los subcultivos 3 mL de solucién salina fisiolégica con pipeta estéril, se
removié el crecimiento bacteriano agitando suavemente las cajas y el sobrenadante se

transfirié a un tubo de ensayo estéril.

La concentracion bacteriana se determing utilizando el método espectrofotométrico, en
donde, el sobrenadante se continu6 diluyendo con solucién salina, hasta que se obtuvo una
suspension que leida a una longitud de onda de 580 nm diera una lectura del 10% de
transmitancia para tener 86 x 10° UFC/mL (Ver Tabla 4). La Norma Oficial Mexicana
menciona que es posible trabajar entre las lecturas del 8 al 12 % de transmitancia, para

obtener una suspensioén entre 75 a 125 x 108 UFC/mL.

Tabla 4. Método Espectrofotométrico

| % Transmitancia || UFC/mL x 10° |
| 7 I 130 |
| 8 I 115 |
| 9 I 102 |
| 10 | 86 |
| 12 [ 77 |
| 13 [ 67 |

3.1.7 Determinacion de la Cuenta Viable Inicial *8

Una vez ajustada la suspension de cada microorganismo se realizaron diluciones
dobles seriadas, se transfirio 1 mL a un matraz Erlenmeyer con 99 mL de solucién
amortiguadora de fosfatos diluida estéril (10?). Agitar cuidadosamente cada matraz para
distribuir uniformemente la bacteria, de esta dilucién se tom6 1 mL y se transfirié a otro
matraz con las mismas condiciones (10#). También se realizaron las diluciones 10°, 10°,10”

y las placas de estas diluciones se rotularon como a, b, c.
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3.1.8  Determinacion de las Células Sobrevivientes 2

3.1.8.1 Preparacion del agua de prueba *®

Se preparo 1 litro de agua de prueba libre de bactericidas y bacteriostaticos para cada
desinfectante y se le adicion6 por separado Desfan 100 y Rubigen Forte. Para Desfan 100
se adiciond 100 pl/Lt de agua y de Rubigen Forte 200 pl/Lt de agua (concentracién de uso
indicada por el fabricante). De esta solucion, se tomo una alicuota de 99 mL y se transfirié a

un matraz Erlenmeyer estériles.

3.1.8.2. Inoculacién de la muestra 2

El matraz del agua de prueba fue inoculado cuidadosamente con 1 mL del
microorganismo de la suspensioén original (86 x 10 UFC/mL), por el centro de la superficie
del liquido, evitando tocar con la punta de la micropipeta las paredes o el cuello del matraz
(10%). Enseguida, se agité cada matraz y a los 30 6 60 segundos después de la inoculacién,
se transfiri6 1 mL de la misma a un matraz Erlenmeyer con 99 mL de solucién neutralizante
diluida estéril y se mezclé (10™). Se realizaron diluciones 10°, 10° y 107 con solucion
amortiguadora de fosfatos diluida estéril.

3.1.9. Procedimiento para el recuento en placa *® *

1. Se marcaron 2 cajas Petri estériles para cada una de las siguientes diluciones: 0, 10,
10y 107.

2. Una vez preparadas las diluciones de la muestra, se procedid a realizar la técnica de
vaciado en placa, para determinar la cantidad de bacterias viables presentes en la
muestra. Para esto, se tom6 1 mL de la muestra original y se colocé en la caja Petri
marcada como 0 (muestra sin diluir). Para las diluciones de la muestra, se realizo el

mismo procedimiento, se coloc6 1 mL de cada una de las diluciones en sus respectivas
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cajas marcadas. Este procedimiento se realizé por duplicado, teniendo asi 2 cajas para

cada dilucion.

Enseguida se agreg6 a cada placa agar para métodos estdndar y se homogeniz6 para

incorporar el in6culo en el medio.

Se dejo6 solidificar el medio, se invirtieron las cajas y se incubaron durante 48 horas de
35+2°C.

Después del periodo de incubacion, se contaron las colonias contenidas en cada una
de las cajas y se seleccionaron aquellas que se encontraron en el intervalo de 25 a 250
colonias.

Sin embargo, las placas con mas de 250 colonias no pueden ser contadas y son
designadas como “Incontables” y las placas que tienen menos de 25 colonias, se
designan con la leyenda de “Valor estimado”, de acuerdo a la norma oficial NOM-092-
SSA1-1994.

Posteriormente, se promediaron las colonias obtenidas en base a cada dilucion y se
multiplicaron por el inverso de la dilucién correspondiente, para obtener el nUmero de
UFC/mL de la muestra.

Es importante mencionar, que el tiempo transcurrido desde el momento en que la
muestra se incorpor6 al diluyente hasta que finalmente se adicioné el medio de cultivo,
no excedié de 20 minutos. Ademas se incluyé una caja sin in6culo por cada lote de

medio de cultivo y diluyente preparado como testigos de esterilidad.

Se realiz6 el céalculo del porcentaje de reduccion bacteriana, para poder reportar si la

potabilidad es aceptable se utiliz6 la siguiente férmula:

(Células sobrevivientes UFC/mL ) (100)
Cuenta viable inicial

% de reduccién bacteriana = 100
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8. La interpretacién de los resultados obtenidos, se realizé de acuerdo al porcentaje de

reduccién bacteriana, se reportaron en base en que un producto etiquetado como
germicida, debe tener un porcentaje de reduccion de la cuenta viable de 99.999% en
30 segundos de contacto a la concentracion de uso recomendada, cuando la cuenta
viable inicial se encuentra entre 75y 125 x 10® UFC/mL.
Sin embargo, como el porcentaje de reduccion bacteriana fue bajo (97.92 y 99.16) de
acuerdo a las especificaciones anteriores, fue necesario modificar el tiempo de
contacto a 60 segundos para verificar, si el porcentaje de reduccién bacteriana
aumentaba.

3.2 EVALUACION DE LA EFICACIA
3.2.1. Microorganismos de prueba %

Los microorganismos utilizados fueron E. coli ATCC 11229 y E. coli de caso clinico.

3.2.2. Identificacién de los microorganismos de prueba %

La identificacién de las cepas se llevd a cabo a través de la tincion de Gram y pruebas
bioguimicas.

3.2.3. Conservacién de los microorganismos de prueba %
Las cepas se sembraron en tubos de ensaye con Agar Nutritivo incubdndose a
35 + 2°C durante 24 horas. Después del periodo de incubaciébn se conservaron en

refrigeracion y se resembraron semanalmente.

3.2.4. Preparacion del cultivo de referencia %°
Los cultivos de referencia se prepararon, sembrando los microorganismos en cajas

Petri con Agar Nutritivo B (ver apéndice B).
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3.2.5. Preparacion del subcultivo %

De cada cultivo de referencia, se realizaron resiembras por duplicado en cajas Petri con
Agar Nutritivo A, de esta manera se tenian a los microorganismos listos para cosecharse y

emplearse en el andlisis (ver apéndice B).

3.2.6. Preparacion de la suspension de los microorganismos de prueba 2°
La suspensiéon de los microorganismos se prepard adicionandoles a los subcultivos 5
mL de solucién salina estéril, se agitaron las cajas suavemente para remover el crecimiento

bacteriano y el sobrenadante se transfirié a un tubo de ensaye estéril.

El sobrenadante se continué diluyendo con solucién salina hasta igualarla con el tubo
No. 2 del Nefelometro de Mc Farland, es decir, tener la concentracion de 6x10° UFC/mL de
organismos mesofilos aerobios de dicha suspension (ver tabla 5).

Tabla 5. Método Nefelométrico
Tubo No. || UFC/mL x 10° |
1 | 3

I 6
I 9
I 12
15
| 18
| 21
| 24
| 27
30

O[R[N ||| ][W]|N

[ =Y
o

De esta dilucion, se tomé 1 mL y se diluyé en un matraz Erlenmeyer con 99 mL de
solucién salina fisiolégica estéril, para obtener una concentracion de 6 x 10° UFC/mL.
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3.2.7. Preparacion e inoculacién del agua de prueba 2% 3% 3°

Se prepar6d un litro de agua libre de agentes bactericidas para cada microorganismo.
Este volumen se inoculd por separado con 1 mL de la suspensién de cada bacteria, para
obtener una carga bacteriana de 6 x 10° UFC/mL, la Norma oficial mexicana NOM-181-
SSA1-1998 indica que es posible trabajar a una concentracion de 5 x 10° a 10 x 10° UFC/mL
y una concentracion de organismos coliformes totales mayor o igual a 240 NMP/100 mL.
Después de inocular el agua de prueba, se agité cada matraz por 30 segundos.

La concentracién de microorganismos mesdfilos aerobios en UFC/mL, se determind por
el método de cuenta en placa de bacterias aerobias. Y la determinacién de E. coli, se estimé
por el método del sustrato fluorogénico usando caldo lauril sulfato con 4-metilumberiferil-B-D-

glucurénido (MUG) determinando el NMP/100 mL por el método de tubos.

3.2.8. Desarrollo de la prueba

Una vez inoculada el agua de prueba se realizaron las diluciones 10*, 10? 10 con
solucion salina. Posteriormente, se transfirieron 4 alicuotas de 100 mL a vasos de
precipitado estériles previamente rotulados como Control positivo, Control negativo, Desfan
100, Rubigen Forte:
Al vaso marcado como Control negativo, no fue tratado con ninguna solucion.
Al vaso marcado como Control positivo, se le adicioné 10 uL de cloro.
Al vaso marcado como Desfan 100, se le adicion6 10 uL de este producto.
Al vaso marcado como Rubigen forte, se le adicion6 20 pL de este producto.

Se procedié a agitar cada vaso, a los 30 6 60 segundos después, se transfiri6 una
alicuota de 1 mL de cada solucién a un tubo de ensaye con 9 mL de solucion salina
fisiologica estéril agitando cuidadosamente para homogenizar la muestra, también se

rotularon placas Petri de acuerdo al tratamiento de cada muestra.
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3.2.9. Recuento en placa

20, 30

El procedimiento para determinar la concentracion de mesofilos aerobios, se llevé a

cabo de la siguiente manera:

1.

Se marcaron 2 cajas Petri vacias con las siguientes diluciones: 0, 10?, 102 1073,

control positivo, control negativo, desfan, rubigen.

Una vez preparadas las diluciones de la muestra, se colocé por duplicado 1 mL de
cada dilucion en las cajas Petri correspondientes, la muestra original (muestra sin diluir)

se coloco en la caja Petri marcada como 0.

Enseguida se agreg6 a cada placa agar para métodos estandar y se homogenizé la

mezcla para incorporar el indculo en el medio.

Se dej6 solidificar el medio, después se invirtieron las cajas y se incubaron durante 48
horasde 35+ 2°C.

Después del periodo de incubacion, se contaron las colonias contenidas en cada una
de las cajas y se seleccionaron aquellas que se encontraron en el intervalo de 25 a 250

colonias.

Posteriormente, se promediaron las colonias obtenidas en base a cada dilucién y se
multiplicaron por el inverso de la dilucién correspondiente, para obtener el nUmero de
UFC/mL de la muestra.

Es importante mencionar, que el tiempo transcurrido desde el momento en que la
muestra se incorpor6 al diluyente hasta que finalmente se adicioné el medio de cultivo,
no excedié de 20 minutos. Ademas se incluyé una caja sin in6culo por cada lote de

medio de cultivo y diluyente preparado como testigos de esterilidad.

Se determino la cuenta de microorganismos mesofilicos aerobios (E. coli) presentes en

las muestras de agua, mediante la siguiente formula:
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Organismos Organismos
mesofilicos aerobios - mesofilicos aerobios
% RBMA = __ de agua sin tratar de agua tratada

Organismos mesofilicos aerobios de agua sin X 100

tratar

% RBMA: Porcentaje de reduccion bacteriana de organismos mesofilicos aerobios.

8. La interpretacién de resultados se realiz6 de acuerdo al porcentaje de reduccién
bacteriana, obtenida para cada microorganismo de prueba, la prueba de potabilidad es
aceptable cuando la reduccién bacteriana es mayor a 95% para organismos

mesofilicos aerobios.

3.2.10.  Determinacion de microorganismos coliformes totales '»** 23 3¢

El nimero de coliformes presentes en una muestra de agua, fue determinado por una
estimacion estadistica llamada “Prueba del numero mas probable (NMP)”. Esta prueba,
involucra una serie multiple de tubos de fermentacion Durham, donde las muestras problema
son adicionadas a los tubos de fermentacion.

La prueba del nimero méas probables fluorogénico estd basado en la actividad de la
enzima B-glucoronidasa, enzima producida por E. coli y usada para su deteccion. La prueba
consiste en incubar las muestras problema con caldo lauril sulfato con MUG y observar el
desarrollo de la fluorescencia a las 24 horas a 35°C. Como el medio de cultivo contiene lauril
sulfato, detergente que inhibe el crecimiento de organismos gram positivos, hace que el

medio sea selectivo para bacterias Gram negativas.

Para la determinacion del NMP, se realizé el siguiente procedimiento:

1. Se prepararon para cada muestra, 5 tubos de ensaye con 20 mL de caldo lauril sulfato
con MUG de concentracién doble y 10 tubos con 10 mL de concentracién sencilla,
previamente esterilizado de acuerdo a las indicaciones del marbete del frasco.

2. Se marcaron 15 tubos con las muestras respectivas (Control positivo, Control
negativo, Desfan y Rubigen Forte).
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Los 5 tubos de fermentacion de concentracion doble se inocularon con 10 mL de la
muestra (10™%), 5 tubos de concentracién sencilla con 1 mL (10?) y los 5 tubos

restantes con 0.1 mL (107%).

Posteriormente, se agitaron todos los tubos para homogenizar el medio con el
in6culo, de tal manera que se evitd la entrada de aire a las campanas de

fermentacion Durham.

Todos los tubos de incubaron a 35 * 2 °C durante 24 horas. Después del periodo de
incubacion se examinaron los tubos para observar la formacion de gas. La formacion

de gas fue indicativo de una prueba positiva.

Ademés de la formacién de gas, se pudo detectar la presencia de la enzima [3-
glucoronidasa que hidrolizé el sustrato MUG y produjo fluorescencia cuando el liquido
se expuso a la lAmpara de luz ultravioleta de longitud de onda larga (366 nm). La
evidencia de fluorescencia indicd una respuesta positiva y por tanto la presencia de
E. coli. Esta técnica se utilizé para detectar la cantidad de coliformes presentes tanto

en las muestras de agua sin tratar como en las tratadas.

La interpretacion de resultados se realizé a través de la respuesta de fluorescencia
en los tubos. La fluorescencia, se pudo observar a través de un color azul al ser
expuesta a luz ultravioleta, esto es indicativo de un resultado positivo para coliformes

fecales.

Para determinar el nimero de coliformes presentes en las muestras de agua de
prueba, fue necesario consultar la tabla desarrollada por la American Public Health
Association, de acuerdo a los tubos de fermentacion positivos que presentaron
formacion de gas en las campanas Durham y la presencia de fluorescencia en los

mismos (Apéndice C).
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3.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA (TINCION NEGATIVA)

3.3.1

Microorganismos de prueba

Se utilizaron como microorganismos de prueba las bacterias Escherichia coli de caso

clinico y Pasteurella multocida tipo A.

3.3.2

Preparacion de la muestra

Las muestras fueron lavadas con buffer o solucién salina fisiolégica, para eliminar

cualquier residuo proteico y posteriormente fijadas con glutaraldehido al 1%.

3.3.3

Preparacion de rejillas con membrana fomvar

Las rejillas se lavaron con acetona y se secaron.

Se prepar6 una solucion de fomvar al 0.1% en cloroformo, (si se hacen con parlodién
se prepara una solucion 0.1% de parlodién en acetato de amilo).

Se colocé en un vaso de precipitado bien limpio, un litro de agua destilada.

Un porta objetos se impregné con fomvar al 0.1% y se dejo en reposo hasta que seco
la pelicula, después se cortaron con las ufias las cuatro orillas del portaobjetos y
sobre el bafio de agua destilada se sumergié poco a poco el porta objetos hasta
separar la pelicula plastica.

Las rejillas fueron colocadas sobre la membrana y posteriormente recogidas con

papel filtro. Las rejillas se secaron perfectamente antes de usarse.

Figura 4. Preparacion de membranas plasticas

Membrana con rejillas

ang

Solucion de Femyvar Bafio de agua pard braa con e
separar la membrana {lotando en bafio de agud
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3.3.4 Técnica de tincidn negativa

Se tomoé una gota de suspension bacteriana, se deposité sobre un papel parafilm, y se
colocaron dos rejillas con membrana para que se adsorbiera la muestra durante un tiempo
de 30 minutos; posteriormente se tomaron las rejillas y el exceso se absorbié con papel
filtro, enseguida se tifieron con una gota de &cido fosfotingstico (con pH=7.07) durante un
periodo de un minuto; las rejillas se recogieron y se absorbi6 el exceso de colorante, y se
secaron a temperatura ambiente. Las muestras fueron observadas y fotografiadas en el

microscopio de transmision.

Figura 5. Técnicas de tincién negativa

/ / ly
@Z/’x»r LN LN

Gota de solucion de deido
fosformgstico tifienda la refilla

(iota de muestra problema (jota de agua lavando la rejilla
adsorbiendose en larejilla
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Figura 6. Diagrama de flujo sobre la metodologia experimental de la Determinacion de la
Actividad Antimicrobiana

Cepas
Escherichia coli ATCC 11229
Staphylococcus aureus ATCC 5538P

—

[ Identificacién con Pruebas bioguimicas

Pasteurella multocida tipo A - ( Sembrar en tubo de ensaye con agar )
Escherichia coli de caso clinico nutritivo e incubar a 35 * 2°C, 24 horas
(conservar cepa en refrigeracion)
\§ /
e N
Sembrar en agar nutritivo e incubar a
35 * 2°C, 24 horas (Cultivo de referencia)

J/

Sembrar en agar nutritivo por duplicado e
incubar a 35 * 2°C, 24 horas (Subcultivo)

N
Adicionar 3 mL de solucién salina y
remover el crecimiento bacteriano
e N ; > . o
Realizar dilucién 102y 10™ con solucién AJustardI: tsr;igfnr;f;ﬂgigaﬂ%%%?,?nal 10%
amortiguadora de fosfatos P
L ) \ J
e R 4 Inocular el agua de
Realizar dilucién 10°, 10°y 107 con prueba con 1 mL de Tomar
solucién amortiguadora de fosfatos la suspension y agitar alicuota
S J 306 GOSegundos
- o P 1Lt
_ . . repara
Rotular placas con las diluciones 10, 10°°, a%ua ;

10’7, a, b, c y adicionar 1mL de cada dilucién

PR AUy PN I S,

Tomar 1 mL y mezclar con
\ solucién neutralizante (10™)

Realizar dilucién 10, 10°y 107 con
solucion amortiguadora de fosfatos

Rotular Qlacas con las diluciones 0, 10°°,
10° y 10" y adicionar 1mL de cada dilucién

homogenizar e incubar 35 + 2°C, 48 horas

Contar las colonias y seleccionar las
placas que tengan entre 25 y 250 colonias

Realizar el calculo del porcentaje de reduccion
bacteriana e interpretar resultados

[ Adicionar agar para métodos estandar,
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SR

Figura 7. Diagrama de flujo sobre la metodologia experimental de la Evaluacién de la
Eficacia (primera parte)

Cepas [ Identificacién con Pruebas bioguimicas ]
Escherichia coli ATCC 11229
Escherichia coli de caso clinico

4 N
Sembrar en tubo de ensaye con agar

nutritivo e incubar a 35 + 2°C, 24 horas

(conservar cepa en refrigeracion)
- J

e N
Sembrar en agar nutritivo B e incubar a
35 + 2°C, 24 horas (Cultivo de referencia)

J/

Sembrar en agar nutritivo A por duplicado
e incubar a 35 * 2°C, 24 horas (Subcultivo)

e N
Adicionar 5 mL de solucion salina y
remover el crecimiento bacteriano

Ajustar la suspension bacteriana al tubo
No. 2 del Nefelometro de Mac Farland

\ J
e N 3 e
Realizar dilucién 10~ 10 y Tomar 1 mL y mezclar con
107 con solucién salina 99 mL de solucion salina
\ \
p
L Adicionar 1 mL de la suspensi6n Prepara 1
ngular placas como 0,107, 107y al agua y agitar 30 segundos Lt agua
10™. Colocar 1 mL de cada dilucién L
en la placa correspondiente
\§ J
4 N .
Adicionar agar para métodos Transferir 100 mL a cada vaso
estandar, homogenizar e rotulado como: Control positivo,
incubar 35 + 2°C. 48 horas control negativo, desfan, rubigen
\§ J
e
(" Contar las colonias y A Adicionar el desinfectante
seleccionar las placas que respectivo a cada vaso
tengan entre 25 y 250 colonias ~
\§ J
e N
Homogenizar, transferir 1 mL a un
. j tubo con 9 mL de Solucién salina
Realizar el calculo del
porcentaje de reduccion
bacteriana e interpretar
resultados Rotular placas con cada una de las
Y, soluciones problema y adicionar 1 mL
\ J
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Figura 7. Diagrama de flujo sobre la metodologia experimental de la Evaluacion de la
Eficacia (segunda parte)

Preparar tubos de fermentacién
con caldo lauril triptosa de
concentracion doble y sencilla.

Y

Rotular los tubos como control posito,
control negativo, desfan, rubigen

cular los tubos:

Juuuu JOU0D oo

Concentracién Doble Concentracion sencilla Concentracion sencilla
+ 10 mL dilucién 10™ + 1 mL dilucién 102 + 0.1 mL dilucion 10’3
e N

Mezclar cuidadosamente e incubar a
37 + 2°C, 24 horas

{

4 N
Observar:

- Formacién de gas
- Flourescencia al exponer las
muestras a luz UV, 12=366nm

[ Consultar las tablas del NMP ]
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Figura 8. Diagrama de flujo sobre la metodologia experimental de la Microscopia Electronica

4 N
Cepas
Escherichia coli ATCC 11229
Pasteurella multocida tipo A
\§ J

Fijar con glutaraldehido al 1%

e N
Tomar una gota de la suspension bacteriana
y colocarla sobre papel parafilm

Colocar dos rejillas con membrana
durante 30 minutos

N\ J
Tomar las rejillas y retirar el exceso con
papel filtro
N\ J
e _ _ ) N
Tefiir con acido fosfotlgstico
durante 1 minuto
N\ J

p

Retirar rejillas, absorber el exceso de
colorante y secar a temperatura ambiente

Observar en el microscopio de
transmision y fotografiar
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4.1

4. RESULTADOS

IDENTIFICACION BACTERIANA

Caracterizacion de E. coli

La primera prueba para la identificacion de E. coli, fue la morfologia colonial se

observaron colonias rosadas con una zona de precipitacién en el centro (agar Mac Conkey),

en la tincion de Gram se observaron cocobacilos Gram negativos. Los resultados de las

pruebas bioquimicas de los diferentes microorganismos, se presentan en la tabla 6
(Apéndice Ay B).

Tabla 6. Resultados de identificacion y pruebas bioquimicas de Escherichia coli

37,38

Prueba E. Coli E. Coli
bioquimica ATCC 11229 (C. Clinico)
Morfologia colonial Colonias rosadas son una zona Colonias rosadas son una zona de
de precipitacion en el centro precipitacion en el centro

| Tincién de gram

|| Cocobacilos Gram negativos || Cocobacilos Gram negativos

|
| Catalasa I + I + |
| Citrato de Simmons || - | - |
| Motilidad I + I + |
| Indol | + | + |
| Ornitina | + | + |
| Agar hierro Kigler || Acido/Acido I Acido/Acido |
| Produccién de H,S || - I - |
| Ureasa | - | - |
| Glucosa | + | + " |
| Sacarosa | + I + |
| Lactosa | + | + |
| OF I Fermentadora I Fermentadora |

* Acidifica y produce gas
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Caracterizacion de S. aureus

La identificacién de S. aureus, fue la morfologia colonial, en donde se observaron

colonias amarillo-naranja, redondas, lisas, brillosas, con una elevacion convexa y bordes

enteros (Agar Sales Manitol). En la tincibn de Gram, se observaron cocos en racimos Gram

positivos y los resultados de las pruebas bioquimicas del microorganismo, se presenta en la

tabla 7.

Tabla 7. Resultados de identificacion y pruebas bioquimicas de S. aureus *®

Pruebas
bioguimicas

S. aureus ATCC 5538

Morfologia colonial

Colonias de color amarillo-naranja,
redondas y lisas, lleva a cabo la
fermentacion del manitol

| Tincién de gram

|| Cocos en racimos Gram positivos

|
| Catalasa I + |
| Glucosa I Acido |
| Coagulasa I + |
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Caracterizacion de P. multocida tipo A

Las pruebas para la identificacién de P. multocida, fue la morfologia colonial en donde

se observaron colonias de aspecto mantequilloso con un olor a rancio (agar sangre). En la

tincibn de Gram se observé un cocobacilo Gram negativo y la catalasa fue positiva, los

resultados de las pruebas bioquimicas se presentan en la tabla 8.

Tabla 8. Resultados de identificacion y pruebas bioquimicas de

Pasteurella multocida tipo

37,38
A ’

mantequilloso con un olor a

rancio

Pruebas P. multocida
bioquimicas
Morfologia Colonias de aspecto

[ Tincién de gram

|| Cocobacilo Gram negativo

|
| Catalasa | + |
| Oxidasa | + |
[ Citrato de Simmons || - |
[ Motilidad [ - |
[ Indol | + |
| Agar hierro Kigler || Acido/acido |
| Produccion de H,S || - |
[ Ureasa | - |
| Sacarosa | + |
[ Lactosa [ - |
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4.2 METODO PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

En esta prueba se evalud la actividad antimicrobiana de los 4cidos organicos (Desfan-
100 y Rubigen Forte), es decir, se evaluo la propiedad que tienen de inhibir o matar a los
microorganismos. Esta basado en determinar el porcentaje de reduccién de un namero de
microorganismos cuando se ponen en contacto con un producto desinfectante. El analisis, se
realiz6 a una concentracién bacteriana de 86 x 10° UFC/mL. Las UFC del agua de prueba,
fueron contadas antes y después del tratamiento con los desinfectantes organicos, se
calculd el porcentaje de reduccion bacteriana para comprobar la actividad de estos (ver tabla
9y 10).

Tabla 9. Resultados obtenidos a través de la Determinacion de la

Actividad Antimicrobiana de Desfan 100.

| DESFAN — 100 |
Microorganismo E. Coli E. Coli E. Coli S. aureus P. multocida
ATCC ATCC (C. ATCC
11229 11229 Clinico) 5538
Cuenta Viable Inicial 4 4 4 3 4
(UFC/mL) 24 x10 21 x10 4 x10 7 x10 5.4 x10
Células Sobrevivientes 2 2 2
(UFC/mL) 50x10 1 x10 4 x10 0 60
| Tiempo de Exposicion || 30" || 607 || 60" | 60" || 60” |
| % de Reduccién || 97.92% || 99.95% || 99.00 % || 100.00% || 99.81 |

Tabla 10. Resultados obtenidos a través de la Determinacién de la

Actividad Antimicrobiana de Rubigen Forte.

| RUBIGEN FORTE |
E. Coli E. Coli E. Coli S. aureus P. multocida
Microorganismo ATCC ATCC (C. ATCC
11229 11229 Clinico) 5538
Cuenta Viable Inicial 4 4 4 4 4
(UFC/mL) 18x10 16 x10 17 x10 6 x10 4.4 x10
Células Sobrevivientes 2
(UFC/mL) 15 x10 0 0 0 20
| Tiempo de Exposicion || 30" || 60" || 60" || 60" || 60” |
| % de Reduccion || 99.16 % || 100.00% || 100.00 % || 100.00 % || 99.95% |
53
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En la figura 9, se muestran los resultados mencionados en las tablas 9 y 10. En ella, se
puede observar claramente el porcentaje de reduccion bacteriana que presentaron los
diferentes microorganismos (E. coli ATCC 11229, E. coli de caso clinico, S. aureus, P.

multocida).

Figura 9. Resultados obtenidos en la Determinacion de la Actividad Antimicrobiana

de Desfan-100 y Rubigen Forte

Determinacion de la Actividad Antimicrobiana

100+

99.5-

99+

%de

Reduccién
Bacteriana

97.5-

97

96.5-

@ Desfan 100 m Rubigen Forte

La norma NMX-BB-040-SCFI-1999, indica que un producto que tenga la capacidad de
inhibir o matar una amplia variedad de microorganismos debe tener un porcentaje de
reduccion del 99.99% en 30 segundos de contacto a la concentraciébn recomendada por el

fabricante cuando la cuenta viable inicial se encuentra entre 75 y 125x10® UFC/mL.

Como los resultados obtenidos para E. coli ATCC 11229, a los 30 segundos de
contacto con Desfan 100 fue del 97.92% y para Rubigen Forte del 99.16%, fue necesario
modificar el tiempo de contacto a 60 segundos. Los resultados obtenidos fueron mejores
para Rubigen debido a que mat6 al 100% a casi todos los microorganismos de prueba (E.
coli ATCC 11229, E. coli de caso clinico y S. aureus) y para P. multocida se obtuvo un
resultado del 99.95%. En cambio, para Desfan el porcentaje obtenido para E. coli de caso
clinico fue del 99.0%, P. multocida del 99.81%, E. coli ATCC 11229 de 99.95% y mata al
100% solo un microorganismo de prueba (S. aureus).
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4.3 METODO PARA LA DETERMINACION DE LA EFICACIA ANTIMICROBIANA

En esta prueba se evalud la capacidad que tiene Desfan 100 y Rubigen Forte en matar

a los microorganismos. La prueba se realizé6 con una concentracion bacteriana de 6x10°

UFC/mL. Se contaron las UFC/mL obtenidas, antes y después del tratamiento con Desfan-

100 y Rubigen Forte, se calculé el porcentaje de reduccion bacteria y se comprobé la

efectividad de estos.

Tabla 11. Resultados obtenidos a través de la Determinacion de la

Eficacia Antimicrobiana de Desfan 100

| DESFAN 100 |
Microorganismo E. Coli E. Coli E. Coli
ATCC 11229 || ATCC 11229 || (C. Clinico)

Organismos Mesofilicos Aerobios 3 3 3
UFC/mL (H,O sin Tratar) 20x10 11x10 8x10
Organismos Mesofilicos Aerobios 2 2
UFC/mL (H,O Tratada) 8x10 72x10 0

| Tiempo de Exposicion [ 30" [ 60" | 60” |

| % de Reduccién || 96.00% || 93.45% | 100.00 % |

Tabla 12. Resultados obtenidos a través de la Determinacion de la

Eficacia Antimicrobiana de Rubigen Forte

| RUBIGEN FORTE

Microorganismo E. Coli E. Coli E. Coli
ATCC 11229 || ATCC 11229 || (C. Clinico)
Organismos Mesofilicos Aerobios 3 3 2
UFC/mL (H,O sin Tratar) 6.3x10 17x10 8x10
Organismos Mesofilicos Aerobios 0 0 0
UFC/mL (H,O Tratada)
| Tiempo de Exposicion I 30” | 60” I 60 |
| % de Reduccion || 100.00% | 100.00% | 100.00% |
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En la figura 10, se muestran los resultados mencionados en las tablas 11 y 12. En
ella, se puede observar el porcentaje de reduccion bacteriana que presentaron los diferentes

microorganismos (E. coli ATCC 11229, E. coli de caso clinico).

Figura 10. Resultados obtenidos en la Determinacién de la Eficacia Antimicrobiana

de Desfan-100 y Rubigen Forte

Determinacion de la Eficacia Antimicrobiana

100+
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%de 964
Reduccién

Bacteriana 941

92

90

@ Desfan 100 m Rubigen Forte

La norma NOM-181-SSA1-1998, indica que la prueba de potabilidad es aceptable si el
porcentaje de reduccidén bacteriana es mayor o igual al 95% para organismos mesofilicos
aerobios. De acuerdo a los resultados obtenidos, Desfan 100 y Rubigen Forte cumplen con
esta especificacién debido a que se obtuvo el 96% para Desfan y el 100% para Rubigen a
los 30 segundos de contacto. En cambio, cuando se modifico el tiempo a 60 segundos
Rubigen cumplié con la especificacion obteniendo el 100% de reduccion bacteriana en los
diferentes microorganismos de prueba (E. coli ATCC 11229 y E. coli de caso clinico) y
Desfan dependiendo del microorganismo presentd una variacibn en el porcentaje de
reduccion del 93.45% para E. coli ATCC 11229 y del 100% para E. coli de caso clinico.

Otra prueba realizada, fue la determinacion de microorganismos coliformes totales

(NMP/100 mL) por el método de tubos multiples.
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En las tablas 13, 14, 15 se puede observar la reduccién que presentaron los

microorganismos al estar en contacto con Desfan 100 a los 30 y 60 segundos.

Tabla 13. Resultados obtenidos de Coliformes Totales de Desfan 100 a los 30 segundos

| DESFAN 100 |
No. de tubos positivos con No. de tubos que NMP/100 mL
formacion de gas presentan flourescencia
Dilucion Antes del Después del Antes del Después del Antes del Después del
iucio tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento
L 10 || 5 | 4 L5 | 0 |
| 107 || 5 I 0 I 5 I 0 || =240 13
L 10° || 5 | 0 L5 | 0o |
|

E. Coli ATCC 11229 || 30 segundos de contacto

Tabla 14. Resultados obtenidos de Coliformes Totales de Desfan 100 a los 60 segundos

| DESFAN 100 |
No. de tubo.s,positivos con No. de tubos que _ NMP/100 mL
formacion de gas presentan flourescencia
Dilucién Antes del Después del Antes del Después del Antes del Después del
tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento || tratamiento tratamiento
L 10 || 5 | 3 L4 |l 3 |
| 107 || 5 I 0 I 4 I 0 | =240 8
L 10° || 5 | 0 5 | 0o |
| E.Coli ATCC 11229 || 60 segundos de contacto |
Tabla 15. Resultados obtenidos de Coliformes Totales de Desfan 100
DESFAN 100 |
No. de tubo.s’positivos con No. de tubos que ' NMP/100 mL
formacion de gas presentan flourescencia
Dilucién Antes del Después del Antes del Después del Antes del Después del
tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento
L 10 || 5 | 0 L5 | 0 |
L 10° || 5 | 0 L5 | 0 | 2240 <2
L 10° [ 5 | 0 5 | 0 |
|

E. Coli caso clinico || 60 segundos de contacto
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Las tablas 16, 17, 18 muestran la reduccion que presentaron los microorganismos al

estar en contacto con Rubigen Forte a los 30 y 60 segundos.

Tabla 16. Resultados obtenidos de Coliformes Totales de Rubigen Forte 30 segundos

RUBIGEN FORTE

No. de tubos positivos con

No. de tubos que

E. Coli ATCC 11229 || 30 segundos de contacto

f >, . NMP/100 mL
ormacion de gas presentan flourescencia

Dilucion Antes del Después del Antes del Después del Antes del Después del

iucio tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento

L 10 || 5 | 0 L5 | 0 |
| 107 || 5 I 0 I 5 I 0 || =240 <2
L 10° || 5 | 0 L5 | 0 |
|

Tabla 17. Resultados obtenidos de Coliformes Totales de Rubigen Forte 60 segundos

RUBIGEN FORTE

No. de tubos positivos con

No. de tubos que

-, . NMP/100 mL
formacion de gas presentan flourescencia
Dilucién Antes del Después del Antes del Después del Antes del Después del
tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento || tratamiento tratamiento
L 100 || 5 | 0 L4 I o |
| 107 || 5 I 0 I 4 | 0 || =240 <2
L 107 || 5 | 0 L5 I o |
| E.Coli ATCC 11229 || 60 segundos de contacto
Tabla 18. Resultados obtenidos de Coliformes Totales de Rubigen Forte
RUBIGEN FORTE
No. de tubo.s’positivos con No. de tubos que ' NMP/100 mL
formacion de gas presentan flourescencia
Dilucién Antes del Después del Antes del Después del Antes del Después del
tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento || tratamiento tratamiento
L 100 || 5 | 0 L s I o |
| 107 || 5 I 0 I 5 I 0 || =240 <2
L 10° [[ 5 | 0 L s I o |
|

E. Coli (caso clinico) || 60 segundos de contacto
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En la figura 11, se muestran los resultados mencionados en las tablas de la 13 a la
18. En ella, se puede observar el nimero méas probable obtenidos que presentaron los
diferentes microorganismos (E. coli ATCC 11229, E. coli de caso clinico) después del

tratamiento con desfan y rubigen.

Figura 11. Resultados obtenidos en la Determinacién del Namero Mas Probable
(MNP) de Desfan-100 y Rubigen Forte

Determinacién del NMP

14-
12-
10-

NMP/100 mL

o N b O @
v | \ | |

O Desfan 100 m Rubigen forte

Los resultados obtenidos a los 30 segundos de contacto con E. coli ATCC 11229, fue
de 13 NMP/100 mL para Desfan y menos de 2 NMP/100 mL para Rubigen. En cambio, a los
60 segundos de contacto, para Desfan se puede observar una reduccion de 8 NMP/100 mL
en E. coli ATCC 11229 y menos de 2 NMP/100 mL en E. coli de caso clinico esto depende
del microorganismo de prueba y para Rubigen se obtuvieron menos de 2 NMP/100 mL
independientemente del microorganismo de prueba (E. coli ATCC 11229 y E. coli de caso

clinico).

4.5 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Los resultados que se muestran a continuacién, indican el efecto causado por los

diferentes productos (Desfan 100 y Rubigen Forte), asi como la resistencia de cada uno de
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los microorganismos empleados en este experimento a los mismos, con esto podemos

observar el comportamiento de los productos y evaluar su efecto germicida en el agua

potable para poder hacerla de consumo.

Figura 12
Sin tratamiento
Vista a 10 000 aumentos
Se observa una bacteria con
forma y aspecto normal sin

flagelos

A

Figura 15
Sin tratamiento
Vista a 10 000 aumentos
Se observa una bacteria con

forma y aspecto normal

Escherichia coli ATCC 1122

R

N5

Figura 13

Figura 14
Tratada con Desfan 100 Tratada con Rubigen Forte
Vista a 10 000 aumentos Vista a 10 000 aumentos
El contorno de la bacteria, se Esta bacteria da la apariencia
encuentra deformada por la de que el citoplasma se ha
ruptura de la pared celular coagulado

P. multocida tipo A

Figura 16

Figura 17

Tratada con Desfan 100 Tratada con Rubigen Forte

Vista a 10 000 aumentos Vista a 10 000 aumentos
La bacteria se observa La deformacién de las dos bacterias,
acortada e hinchada, sin haber revela la ruptura de la membranay la

reventado todavia salida del citoplasma

UNAM
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5. DISCUSION

El objetivo de los programas de abastecimiento de agua para uso y consumo humano es
asegurar que la poblacion alcance una dotacién adecuada de agua de buena calidad. En
México no se han alcanzado estas metas, por eso gran parte de la poblacion recurre a
métodos domésticos en el hogar para resolver las deficiencias que puede presentar el agua

suministrada.

Los métodos en el hogar para purificar el agua de consumo humano, consisten en la
utilizacion de equipos de tratamiento o la adicion de sustancias germicidas, orientados
fundamentalmente al aspecto bacteriol6gico, considerado como de riesgo inmediato a la
salud por las numerosas enfermedades gastrointestinales que estas ocasionan. Por esto, la
Secretaria de Salud presenta las llamadas Normas Oficiales Mexicanas, en donde se
detallan pruebas vy disposiciones sanitarias y asi evaluar ciertas caracteristicas que deben
cumplir los equipos de tratamientos para poder salir al mercado y asi evaluar la calidad del
agua destinada al uso y consumo humano, ademas de estas normas se detallan conceptos
importantes y valores de referencia que deben cumplir dichas sustancias cuando son

evaluados.

Este trabajo muestra, las evaluaciones de actividad y eficacia antimicrobiana realizadas a
los desinfectantes orgénicos, determinandose el porcentaje de reduccion bacteriana.

Las bacterias de Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus aureus ATCC 5538P,
Pasteurella multocida tipo A y Escherichia coli de caso clinico, fueron proporcionadas por el
Departamento de Bacteriologia y Virologia, del Area de Microbiologia de la Unidad de
Postgrado de la FES CuautitlAin Campo 1, las cuales se encontraban en Nitrégeno liquido
para su conservacion y sobrevivencia, se prosiguié a sembrar en placas como se menciona

en el procedimiento para su identificacién.

Se realizaron las pruebas bioquimicas primarias y secundarias para cada

microorganismo Yy los resultados se pueden observar en las tablas 6, 7 y 8.
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Posteriormente, se realizd0 la determinacion de la Actividad Antimicrobiana de las
sustancias germicidas, esta evaluacion se basoé en el calculé del porcentaje de reduccion de
un numero determinado de microorganismos cuando se pusieron en contacto con las
sustancias germicidas bajo condiciones de prueba especificas y asi determinar la potabilidad

del agua y comprobar la efectividad de estos productos.

El estudio se realizd, ajustando el agua de prueba a una concentracién bacteriana de
8.6x10° UFC/mL, la NMX-BB-040-SCFI-1999 menciona que la concentracién podia estar
entre 75 a 12.5x10° UFC/mL, y el porcentaje de reduccién bacteriana del 99.99% a los 30
segundos de contacto.

Analizando las tablas 9 y 10 de resultados, se puede observar que a los 30 segundos de
contacto se obtiene un porcentaje de reduccion de E. coli ATCC 11229, del 97.92% para
Desfan-100 y del 99.16% para Rubigen Forte. Para mejorar los resultados se modificd el
tiempo de contacto a 60 segundos, obteniendo los resultados para el mismo microorganismo
del 99.95% para Desfan-100 y del 100% para Rubigen Forte. Para los siguientes
microorganismos E. coli de caso clinico, S. aureus, y P. multocida tipo A, se obtuvo un
porcentaje de reduccion del 99 al 100%. Con esto, podemos decir que los productos

germicidas no cumplen con las especificaciones de la Norma.

También se realizé, la determinacion de la eficacia antimicrobiana, la cual esta dada por
la capacidad de destruir o matar una carga bacteriana presente en el agua, esta basada en
su poder germicida a través de sus componentes quimicos y su efecto sobre las bacterias de
acuerdo con su concentracion y tiempo de contacto. Para esto, se ajustd el agua de prueba
a una concentracion de 6 000 UFC/mL, la NOM- 181-SSA1-1998 menciona que se requiere
de una suspensién de E. coli de 5000 a 10 000 UFC/mL y un porcentaje de reduccion de
95% para organismos mesofilos aerobios e igual o mayor a 99.99% para organismos

coliformes totales.

Al analizar las tablas de resultados 11 y 12, se observa a los 30 segundos de contacto se
obtiene un porcentaje de reduccion de E. coli ATCC 11229, del 96% para Desfan-100 y del
100% para Rubigen Forte. Para poder obtener mejores resultados se modifico el tiempo de
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contacto a 60 segundos, obteniendo resultados para el mismo microorganismo del 93.45%
para Desfan-100 y del 100% para Rubigen Forte. Para E. coli de caso clinico, se obtuvo un
porcentaje de reduccion del 100% para ambos desinfectantes. Con esto, se puede decir que
el producto Desfan-100 no cumple con las especificaciones de la Norma a los 30 segundos
de contacto mientras que Rubigen Forte si las cumple. Las pruebas realizadas a los 60
segundos de contacto para los microorganismos E. coli ATCC 11229y E. coli de caso clinico

no cumplieron con la especificacion.

En la determinacién de organismos coliforme totales, se utilizé6 el método del sustrato
cromogénico. Este método, es una alternativa selectiva en la identificaciéon de Escherichia
coli utilizandose en la determinacién del NMP, obteniendo resultados mas rapidos y precisos,
debido a que el medio present6 fluorescencia, la muestra contenia Escherichia coli, porque
esta bacteria tiene la enzima B-D-glucoronidasa capaz de hidrolizar el sustrato produciendo

fluorescencia cuando el medio liquido es expuesto a la luz UV a una longitud de 366 nm.

Al analizar las tablas de resultados 13 y 16, podemos observar que antes del tratamiento
se tenia una cantidad de coliformes superior a 2400 UFC/100 mL y después del tratamiento
esta cantidad disminuyé a 13 UFC para E. coli ATCC 11229, con Desfan-100 y de menos de
2 UFC para Rubigen Forte a los 30 segundos de contacto. Para tratar de optimizar, se
modifico el tiempo de contacto a 60 segundos los resultados obtenidos para el mismo
microorganismo después del tratamiento fue de 8 UFC para Desfan-100 y de menos de 2
para Rubigen Forte (tabla 14 y 17). Para E. coli de caso clinico, se obtuvieron menos de 2
UFC/100 mL para ambos desinfectantes (tabla 15 y 18). Con esto se puede decir que los
desinfectantes se pueden utilizar para potabilizar el agua para consumo, debido a que

pueden reducir mas del 95% de organismos mesdfilos aerobios

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede decir, los productos germicidas no
matan las bacterias, lo que se pudo deber a la concentracién que tal vez no fue la 6ptima,
tiempo de contacto, la temperatura de la solucion y la susceptibilidad de los

microorganismos.
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6. CONCLUSIONES

Al evaluar el efecto bactericida y la actividad antimicrobiana de Desfan 100 y Rubigen
forte contra Escherichia coli, Pasteurella multocida y Staphylococcus aureus, se
demostré que Rubigen forte presenta caracteristicas para matar a los

microorganismos mencionados con altos porcentajes de reduccion bacteriana.

Se determind la actividad antimicrobiana de Desfan 100 y Rubigen forte, de acuerdo
a los porcentajes obtenidos de reduccién bacteriana los productos no cumplen con la
especificacion, debido a que no son capaces de reducir el 99.99% de
microorganismos en 30 segundos de contacto cuando la cuenta viable se encuentra
entre 75y 125x10° UFC/mL.

Al determinar la eficacia de las sustancias germicidas se observo que los productos
son capaces de reducir mas del 95% de microorganismos mesofilicos aerobios
presentes en una muestra de agua e igual o mayor al 99.99% para organismos
coliformes totales en 30 segundos de contacto. Los porcentajes de reduccion de
bacteriana indican que la prueba de potabilidad no es aceptable.

Se comparé la accion bactericida de ambos desinfectantes y se determindé que
Rubigen Forte presenta mayor eficacia que Desfan-100.

Se demostr6 que Rubigen Forte cumple con las propiedades que les son atribuidas

por el fabricante, bajo las condiciones de operacion descritas por el mismo.

Se demostré por microscopia electrénica el efecto bactericida de los acidos organicos

en Escherichia coli y Pasteurella multocida.
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APENDICES

APENDICE A

MATERIAL Y EQUIPO

e Productos germicidas (Desfan-100 y Rubigen Forte).

e Nefelometro de Macfarlan

e Autoclave con temperatura de esterilizacion de 121 + 2 °C. Industrias Steele de
México, SA. de CV.

e Horno con temperatura de 160 — 180 °C

e Campana de flujo laminar. Veco

e Incubadora que opere a 35 * 2 °C. Blue M electronic company

e Lampara de luz UV con longitud de 254/366 nm. Model Uval-25

e Espectrofotémetro Cary UV-Visible. Varian

e Contador manual

e Mechero bunsen

e Tubos de ensaye con tapa rosca

e Asa de platino

e Pipetas estériles de 1, 2, 5y 10 mL de capacidad

e Cajas de Petri estériles de 100 x 15 mm

e Portaobjetos

e Matraz Erlenmeyer 1000mL

e Probeta 100mL
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APENDICE B

REACTIVOS Y SOLUCIONES

e Cristal violeta. Hycel de México, SA de CV.

e Alcohol-acetona. Hycel de México, SA de CV.
e Lugol. Hycel de México, SA de CV.

e Safranina. Hycel de México, SA de CV.

e Cloruro de sodio. JT. Baker, SA de CV.

e Etanol

MEDIOS DE CULTIVO Y PRUEBAS BIOQUIMICAS

e Agar nutritivo A. Bioxon de México, SA de CV.

e Agar nutritivo B. Bioxon de México, SA de CV.

e Agar de Mac Conkey. Bioxon de México, SA de CV.

e Agar sal y manitol. Bioxon de México, SA de CV.

e Agar para métodos estandar. Bidico SA de CV.

e Caldo lauril sulfato con MUG. Acumedia Manufacturers, inc.
e Medio SIM. Bioxon de México, SA de CV.

e Agar Citrato de Simmons. Bioxon de México, SA de CV.

e Agar de Hierro Kigler. Bioxon de México, SA de CV.

e Caldo urea. Bioxon de México, SA de CV.

e Caldo rojo de fenol y sacarosa. Bioxon de México, SA de CV.
e Agar sangre (base). Merck México, SA de CV.

e OF

e Medio indol. Bioxon de México, SA de CV.

e Bilis esculina

e Suero descomplementado

e Catalasa

e Oxidasa

e Peroxido de hidrégeno al 3%

UNAM Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan Campo 1
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APENDICE C

indice del NMP para varias combinaciones de resultado positivo y negativo

UNAM

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan Campo 1

No. de tubos que dan reaccién positiva en: | No. de tubos que dan reaccién positiva en: |
5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de indice del ‘ 5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de indice del ‘
10 mL 1 mL cada 0.1 mL NMP/100 10 mL 1 mL cada 0.1 mL NMP/100
cada uno uno cada uno mL cada uno uno cada uno mL

0o | o | o | =2 | 4 | 2 | 1 26 |

0 | 0 | 1 | 2 | 4 | 3 | 0 | 271 |

0 | 1 | 0 | 2 | 4 | 3 | 1 | 33 |

0 | 2 | 0 | 4 | 4 | 4 | 0 | 34 |

1 | 0 | 0 | 2 | 5 | 0 | 0 | 23 |

1 | 0 | 1 | 4 | 5 | 0 | 1 | 31 |

1 | 1 | 0 | 4 | 5 | 0 | 2 | 43 |

1 | 1 | 1 | 6 | 5 | 1 | 0 | 33 |

1 | 2 | 0 | 6 | 5 | 1 | 1 | 46 |

2 | 0 | 0 | 5 | 5 | 1 | 2 | 63 |

2 | 0 | 1 | 7 | 5 | 2 | 0 | 49 |

2 | 1 | 0 | 7 | 5 | 2 | 1 | 70 |

2 | 1 | 1 | 9 | 5 | 2 | 2 | 94 |

2 | 2 | 0 | 9 | 5 | 3 | 0 | 79 |

2 | 3 | 0 | 12 | 5 | 3 | 1 | 110 |

3 | 0 | 0 | 8 | 5 | 3 | 2 | 140 |

3 | 0 | 1 | 1 | 5 | 3 | 3 | 180 |

3 | 1 | 0 | 1 5 | 4 | 0 | 130 |

3 | 1 | 1 | 14 | 5 | 4 | 1 | 170 |

3 | 2 | 0 | 14 | 5 | 4 | 2 | 220 |

3 | 2 | 1 | 17 5 | 4 | 3 | 280 |

3 | 3 | 0 | 17 | 5 | 4 | 4 | 350 |

4 | 0 | 0 | 13 | 5 | 5 | 0 | 240 |

4 | 0 | 1 | 17 | 5 | 5 | 1 | 350 |

4 | 1 | 0 | 17 5 | 5 | 2 | 540 |

4 | 1 | 1 | 21| 5 | 5 | 3 | 920 |

4 | 1 | 2 | 26 | 5 | 5 | 4 | 1600 |

4 | 2 | 0 | 22 | 5 | 5 | 5 | 22400 |
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