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RESUMEN.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad bactericida de productos a
base de plata coloidal en la desinfeccion del agua para consumo humano. Se evaluaron
tres productos a base de plata coloidal para determinar si presentan el efecto
microbicida especificado en la NORMA OFICIAL MEXICANA PROY-NOM-181-
SSA1-1998 (ver anexo 6), salud ambiental, agua para uso y consumo humano.
Requisitos sanitarios que deben cumplir las sustancias germicidas para el tratamiento de
agua de tipo domestico, y poder asi ser distribuidos para su comercializacion.

Se realizaron retos microbianos a concentraciones estandarizadas de UFC’s, tanto al
microorganismo especificado en la norma citada (E. coli ATCC 11229) como a
microorganismos causantes de enfermedades gastrointestinales en humanos (S. aureus y
V. cholerae) y del tracto respiratorio en cerdos (P. multocida), empleando la técnica de
vaciado en placa y del nimero mas probable (NMP) para cuantificar el porcentaje de
reduccion de crecimiento microbiano producido por los productos a base de plata
coloidal.

Con los resultados obtenidos podemos concluir que los productos empleados a base
de plata coloidal no aprueban la NORMA OFICIAL MEXICANA PROY-NOM-181-
SSA1-1998 (ver anexo 6), salud ambiental, agua para uso y consumo humano.
Requisitos sanitarios que deben cumplir las sustancias germicidas para el tratamiento de
agua de tipo domestico y que los microorganismos que producen enfermedades
gastrointestinales presentan una sensibilidad diversa dependiendo del producto al cual
fueron confrontado. De la misma forma se observd que estos productos a base de plata
coloidal pueden ser empleados para la sanitizacion de superficies a nivel veterinario
debido a que P. multocida y E. coli caso clinico presentaron mayor sensibilidad a estos
productos. Por otra parte, se recomienda que el uso de estos productos debe realizarse
mediante las indicaciones descritas en los marbetes ya que el uso indebido induce a los
microorganismos a producir resistencia a este tipo de compuestos. En caso de emplearse
como sanitizantes de superficies se deben elaborar programas de rotacion con diferentes
productos de sanitizacion para que los microorganismos no generen resistencia a los

diversos sanitizantes empleados en la actualidad.



1. MARCO TEORICO
1.1 Historia del agua

En un principio nuestro planeta era una bola de masa en fusion, con cientos de
volcanes activos, estos gases con vapores de agua emergieron a la superficie en
continuas erupciones, formando asi la atmdsfera. Después, la tierra se enfrio, el vapor
de agua se condensé y se precipitd en forma de lluvia, nieve o granizo, comenzando asi

un importantisimo ciclo de nuestra vida, el ciclo hidrolégico del agua, dando origen a

todos los seres vivos 2

El agua es el nombre que se aplica al estado liquido de un compuesto formado por
dos atomos de Hidrégeno y uno de Oxigeno con la férmula H,O. A una temperatura
ordinaria es un liquido insipido, inodoro e incoloro en cantidades pequefias; en grandes
cantidades retiene las radiaciones del rango de longitud de onda que compete al color

rojo dentro del espectro luz visible, por lo que a nuestros ojos adquiere un color azul. °

Las grandes civilizaciones se establecieron a orillas de grandes rios y lagos. Los
antiguos filésofos consideraban al agua como un elemento basico que representaba a
todas las sustancias liquidas. Los cientificos no descartaron esta idea sino hasta la
ultima mitad del siglo XVIII. En 1781 el quimico britdnico Henry Cavendish sintetizo
agua detonando una mezcla de hidrdgeno y aire. Sin embargo, los resultados de este
experimento no fueron interpretados claramente hasta dos afios méas tarde, cuando el
quimico francés Antoine Laurent de Lavoisier propuso que el agua no era un elemento
sino un compuesto de oxigeno e hidrégeno. En un documento cientifico presentado en
1804, el quimico francés Joseph Louis Gay-Lussac y el naturista aleméan Alexander von
Humboldt demostraron conjuntamente que el agua consistia en dos volimenes de

hidrégeno y uno de oxigeno, tal como se expresa en la férmula actual H,0. *

El agua es requerida en una gran cantidad de funciones, entre las cuales destacan su
importancia para los organismos vivos. Segun la bioquimica, el agua tiene una
importancia esencial en la biologia, debido a que es el medio en el cual se realizan los
procesos vitales. Todos los organismos vivientes contienen agua, en donde las
cantidades de dicho compuesto varian tanto en animales como en plantas, mostrandose

unos limites comprendidos entre la mitad y 9/10 del peso total del organismo. El cuerpo



humano esta constituido también por agua siendo seguiin un porcentaje en peso que es
maximo en los primeros meses de vida embrionaria (cerca del 97%), y disminuye con la
edad. *

En el ser humano, la absorcion del agua se encuentra regulada por el mecanismo de
la sed. Las membranas celulares son permeables, por lo que es importante que las
concentraciones de las sustancias disueltas permanezcan en equilibrio intracelular y
extracelular; esto se consigue mediante la regulacién del aporte y eliminacion del agua
por el cuerpo. Como ya se menciond anteriormente, el mecanismo fisioldgico de la sed
regula el suministro por medio del liquido ingerido, el cual a su vez sera eliminado por

el sistema renal. *

Cuando el nivel de agua intracelular disminuye, es enviado un impulso nervioso al
cerebro, el cual, mediante los receptores neuronales detectan el desequilibrio
hidrolégico y ordenan disminuir la eliminacion de la misma por el sistema renal y la

secrecion de saliva, que a su vez, provoca sequedad bucal y deseos de beber. *

Una privacion prolongada de agua provoca, ademas de una sed intensa, la sequedad
de la piel y las mucosas, asi como fiebre, colapso cardiaco y, en casos mas graves, un
estado de coma y muerte. Pero también la ingestion excesiva de agua provoca trastornos

gue, en casos extremos, resultan mortales. *

De la misma forma en que el agua nos ayuda a una innumerable cantidad de
procesos vitales, también puede perjudicar nuestra salud, debido a que podria fungir
como un vehiculo para diversos microorganismos patogenos, los cuales son por lo
general, los agentes causales de las enfermedades en todos los seres vivos. Hipdcrates,
el padre de la medicina, (400 a.C.) sugirid que el agua fuera hervida y colada a través de
una pieza de la tela para remover particulas dafiinas y asi proteger la salud, de la misma

manera en que los Chinos hervian el agua para purificarla. 2

A mediados del siglo X1X (hacia 1850), los cientificos comenzaron a sospechar que

algunas enfermedades podian ser transmitidas por el agua. El descubrimiento del



microscopio y el conocimiento sobre las bacterias ayudaron a identificar los
microorganismos causantes de enfermedades provenientes del agua.> Muchas de las
enfermedades transmitidas por el agua son denominadas infecciones entéricas, 0 sea que
se presentan en diferentes porciones del tracto gastrointestinal, dependiendo del tipo de
microorganismos y el micro ambiente reinante en la porcion del tracto. El tracto
gastrointestinal inicia en la cavidad bucal y termina en el ano, pasando, en orden
descendiente, por la laringe, faringe, trdquea, eso6fago, estomago, intestino delgado (el

cual se subdivide en duodeno, yeyuno e fleon), intestino grueso y finalmente el ano®.

El genero bacteriano Enterobacteriaceae provoca diversos tipos de enfermedades
siendo las mas concurrentes las enfermedades del tracto urinario, seguido de las
septicemias y por Ultimo —-de manera menos significativa- las enfermedades
gastrointestinales. Dicho género presenta diversas propiedades como: son Gram
negativos, presentan forma bacilar; son moviles debido a un flagelo peritrico, o0 en su
defecto son inmdviles, no forman esporas, crecen en un medio peptonado o de extracto
de carne sin la adicién de cloruro de sodio u otros suplementos, presentan un
crecimiento éptimo en el medio de agar MacConkey, son aerobios y anaerobios
facultativos, fermenta la D-glucosa, con la consecuente produccion de gas; son catalasa

positivos y oxidasa negativos y reducen los nitratos a nitritos. ’

La contaminacion del agua se debe a diversas causas entre las cuales destacan las
aguas residuales y otros residuos que demandan oxigeno (en su mayor parte materia
organica, cuya descomposicion produce la desoxigenacién del agua). A continuacion se

hace una mencién de los principales agentes contaminantes del agua. >

e Agentes patogenos: bacterias, virus, protozoarios, parasitos que entran en el
agua provenientes de desechos organicos

e Nutrientes vegetales que pueden estimular el crecimiento de las plantas
acudticas. Estas, a su vez, interfieren con los usos a los que se le destina el agua

y al descomponerse, agota el oxigeno disuelto y produce olores desagradables.



e Productos quimicos, incluyendo los pesticidas, diversos productos industriales,
las sustancias tensoactivas contenidas en los detergentes, y los productos de la

descomposicion de otros compuestos organicos.

e El petréleo, especialmente el que proviene de los derrames accidentales.

e Minerales inorganicos y compuestos quimicos.

e Sedimentos formados por particulas del suelo y minerales arrastrados por las
tormentas desde las tierras de cultivo, los suelos sin proteccion, las

explotaciones mineras, las carreteras y las demoliciones urbanas.

e Sustancias radioactivas procedentes de los residuos producidos por la mineria y
el refinado del uranio y el torio, las centrales nucleares y el uso industrial,

médico y cientifico de materiales radiactivos.

e El calor también puede ser considerado un contaminante cuando el derrame de
agua empleada para la refrigeracion de las fabricas y las centrales energéticas
hace subir la temperatura del agua de la que se abastecen, provocando asi una
disminucion del contenido de oxigeno, haciendo muy vulnerables a los

organismos acuaticos.

El agua se considera contaminada cuando su composicion o estado no reune las
condiciones requeridas para los usos a los que se hubiera destinado en su estado natural.
Esta misma presenta una doble accion sobre la salud; en condiciones normales
disminuye la posibilidad de contraer enfermedades como el célera, la fiebre tifoidea, la

disenteria y las enfermedades diarreicas; esta Ultima es la principal causa de mortalidad



de los nifios de 1 a 4 afios de edad. Por otra parte aleja los materiales fecales y

residuales (aguas cloacales). *

El crecimiento de la industrializacion, de la urbanizacion y de la poblacion humana
acrecienta los problemas de contaminacion y en consecuencia el suministro de agua

potable y el tratamiento de las aguas cloacales. *

Las fuentes de agua de que disponemos para consumo son: el agua de lluvia, de rios,
de lagos, de mares y aguas subterrdneas (mantos freaticos), debido a que son
consideradas como aguas dulces por su bajo contenido de sales, a diferencia del agua de
los océanos, las cuales contiene una gran cantidad de sales por lo que no es apta para su
consumo. Las aguas dulces se encuentran en muchas rocas y piedras durisimas asi como
en la atmosfera en forma de nubes o niebla. El agua potable, para que pueda ser
utilizada para fines alimenticios debe estar totalmente limpia, ser insipida, inodora e
incolora y tener una temperatura aproximada a los 15° C; no debe contener bacterias,
virus, parasitos u otros gérmenes que provoquen enfermedades, tales como fiebre
tifoidea, fiebre paratifoidea, diarreas, hepatitis, etc., ademéas el agua potable no debe

exceder en cantidades de sustancias minerales mayores de los limites establecidos. *

El agua de consumo humano es sometida a un proceso de potabilizacién en donde se
le agregan algunos quimicos, de tal forma que no cause enfermedades. Dentro de los
procesos de potabilizacion tenemos el de desinfeccion. Dicho proceso se realiza a la
mayor parte de las aguas aun en el caso de que sean totalmente claras o que se hayan
sometido a un tratamiento previo, ya que se encuentran generalmente contaminadas por
microorganismos nocivos para el organismo humano; esta depuracion bacteriolégica se
efectla realizando una desinfeccion o esterilizacion. Los principales agentes
desinfectantes son:

e Elcloroy sus derivados.
e Ozono.

e Radiacion Ultravioleta.
e Plata (muy escaso).

e Bromo (muy escaso).



El més utilizado es el cloro, debido a su gran eficacia y su facilidad de empleo,
posee un poder oxidante muy elevado, su accion microbicida puede explicarse por la

destruccion de proteinas indispensables para la vida de los microorganismos. *

En las plantas potabilizadoras se siguen dos procesos de desinfeccion del agua, uno
en la precloracion la cual consiste en agregar el cloro al inicio de la llegada de aguas
crudas al proceso de tratamiento de la planta, la otra es la postcloracion inyectandolo al
término del tratamiento (salida del agua filtrada o en las cdmaras de contacto con cloro).
El agua potabilizada en los sistemas de tratamiento debe cumplir con las normas de
calidad que establecen la Secretaria de Salubridad y Asistencia, asi como otras que son

determinadas por la Comision Nacional del Agua (CNA).

1.2 La Plata como elemento

La plata es un mineral que pertenece a la familia de los metales, es blanca brillante,
ductil y maleable, mas pesada que el cobre y menos que el plomo. Es uno de los metales
preciosos con los cuales se fabrican un gran nimero de productos como son la
fabricacion de monedas, aleaciones dentales, joyeria, en la industria fotografica, etc. Su
simbolo en la tabla periddica de los elementos es Ag, presenta un ndmero atomico 47,
un peso atomico de 107.88 g/mol. A la plata se le caracteriza por su ductilidad y
maleabilidad, asi como por el hecho de ser el metal con una mejor conductividad
eléctrica y térmica. Tiene un peso especifico de 10.5 y su punto de fusion se encuentra a
una temperatura de 960.8° C. su dureza se encuentra entre 2.5y 3.0 y su red cristalina
corresponde al sistema regular. Es inalterable al aire y en una atmdsfera rica en ozono se

ennegrece a causa de la formacién de un peréxido (Ag,0,). ®

Dicho mineral ha presentado una actividad germicida desde épocas muy remotas,
4000 afios a.C. los Persas mencionan en sus escritos el empleo de recipientes de plata
para la conservacion del agua. De la misma manera, las civilizaciones Babilonias y
Griegas empleaban este mineral como un desinfectante. La plata coloidal como tal fue
empleada como un remedio casero por los antiguos Egipcios y esta practica se siguio
realizando como un tratamiento efectivo hasta la Edad Media. Los romanos reportaron
el uso de compuestos de plata en tratamientos médicos; también empleaban recipientes

0 monedas de plata para conservar durante algunos dias el agua y la leche, evitando su



contaminacion y descomposicion de esta Gltima.®* Los antiguos colonos americanos
observaron que manteniendo sus cubiertos de plata dentro de los barriles de agua
tapados, “no iria el agua malo” como se le conocia a la contaminacion del agua por
microorganismos patdgenos.’ El empleo de la plata fue decreciendo a partir del
descubrimiento de los antibidticos, principalmente desde el descubrimiento de la

penicilina.

El término coloide fue implementado en el periodo de los 1800°s por un quimico
inglés llamado Thomas Graham. Para el término coloidal se entiende los siguientes
atributos: substancias que difunden en el agua en una muy baja proporcién en
comparacion con otras substancias cristalinas como son el cloruro de sodio, azucar y
glicerol; ademas de que como las sustancias cristalinas traspasan facilmente una
membrana de papel porosa, el septo fue practicamente imposible de traspasar para los
cuerpos amorfos del material asi como de la membrana de papel. Los cuerpos amorfos

fueron designados como coloides, y son referidos a su peculiar forma de agregacion.

Los minerales que se encuentran en un estado coloidal tienden a formar un ndcleo
de cristal liquido, de esa manera los minerales coloidales pueden facilmente entrar y
salir por las membranas de los animales; este atributo es semejante al realizado por
cristaloides (no amorfos) de materiales que se emplean usualmente cuando se habla de
un coloide.’’ La plata coloidal es una suspension de particulas de plata metélicas
submicroscépicas (de 0.01 a 0.001 micras de diametro) suspendida en un medio
diferente, ya que es un soélido dentro de un liquido®. Cada particula contiene
aproximadamente 15 atomos de plata; estas particulas son cargadas eléctricamente para
activar la calidad germicida de la plata y permitir que las mismas permanezcan
suspendidas en agua desionizada. Algunos fabricantes agregan un “estabilizador”el cual
es tipicamente una proteina, aunque recientemente se han empleado agentes surfactantes
como Polivinilpirrolidona (PVP), Lauril sulfato de sodio (Na-LS), Naftalensulfonato de
sodio (Na-NS) y Docedilbencensulfonato de sodio (SDBS) . El uso de un estabilizador
tiende a interrumpir la carga de las particulas de plata, obstruyendo su accion y

disminuyendo su efectividad.**

La plata coloidal por lo general se toma oralmente, pero también puede ser

empleada directamente a cortaduras, laceraciones, Ulceras sin cicatrizar, verrugas o



usado como un enjuague para el acné, eccema y otras irritaciones de la piel. También
pueden hacerse gargaras, aplicarse como gotas para los ojos y los oidos, usarse

vaginalmente, ser inhalado o atomizado por la nariz.

1.3 Normatividad.

Para la obtencion de agua de consumo humano se han establecido programas de
potabilizacién, a fin de abastecer a la poblacion del vital liquido. Dichos programas
tienen el objetivo de que la poblacion sea dotada de una cantidad de agua adecuada y de
buena calidad. Adn con todo esto, no hemos logrado alcanzar estas metas en la practica,
por lo que un elevado numero de usuarios recurre a métodos intradomiciliarios para

subsanar las deficiencias de la calidad del agua suministrada a nivel municipal.

Los métodos intradomiciliarios o domésticos para purificar el agua de consumo
humano, consisten en la aplicacion de liquidos potabilizadores como los que se
mencionaron anteriormente y sustancias germicidas, orientados fundamentalmente al

aspecto bacteriolégico, considerado como de riesgo inmediato a la salud.*

Por tal motivo se han implementado diversas Normas Oficiales Mexicanas (NOM’s)
para regular el tipo y aplicacién de dichas sustancias germicidas, a fin de preservar la
salud de la poblacion. Para la realizacion de dichas normas son empleadas diversas
técnicas en el area de la microbiologia, a fin de poder determinar tanto la cantidad como
el tipo de microorganismos presentes en el agua, y de esta manera alertar a la poblacién
de la veracidad y eficiencia de los productos disponibles en el mercado. Las técnicas
empleadas mayormente son la de Vaciado en Placa'® para determinar el nimero de
microorganismos presentes y la del Nimero Mas Probable®, presentando métodos
alternativos como son la técnica de filtracion por membrana y la del empleo de medios
con compuestos cromogénicos, las cuales han sido implementadas por mas NOM’s con
el propésito de estandarizar el estudio de dichos desinfectantes.'



1.4 Justificacién

El presente trabajo se realiz6 debido a la importancia que ha tomado el uso de
desinfectantes y/o sanitizantes para el agua. La gran desconfianza que se ha generado
entre el publico por los sistemas de potabilizacion del agua provoco que el uso de

agente sanitizantes a base de plata coloidal u otros activos tuvieran un auge a su favor.

En este sentido, las enfermedades gastrointestinales han sido un tema importante en
el temas de salud publica, principalmente en las zonas mas pobres y en temporada de
lluvias, donde se desbordan rios y también n algunas ciudades donde se desbordan las
aguas negras. Este tipo de problemas ha incrementa el nimero de casos de infecciones
gastrointestinales, motivo por el cual el pablico ha optado por sistemas que le aseguren

o0 por lo menos le den la confianza de obtener agua de mejor calidad para su consumo.

También, el mal uso de agentes sanitizantes para superficies ha provocado que un
gran numero de microorganismos genere resistencia estos. Desafortunadamente, cuando
un agente sanitizante funciona de buena manera, tiende a utilizarse de manera constante
y sin precaucion, omitiendo programas de sanitizacion donde se incluyan otros agentes
que, al irse alternando eviten generar dicha resistencia y aporten una limpieza adecuada

para mantener limpias las areas de agentes patdgenos.

Por estos motivos, realizaremos el estudio de tres agentes a base de plata coloidal
para su uso como desinfectantes para el agua de uso y consumo humano, evaluandolos

mediante la normatividad vigente en el pais.

1.5 Hipdtesis.

e Si la plata presenta un efecto microbicida, entonces los compuestos a
base de plata coloidal seran efectivos como desinfectantes para productos de

consumo humanao.

e Si los compuestos a base de plata son efectivos para desinfectar
productos de consumo humano, entonces podran ser aplicados a nivel

veterinario.



2. OBJETIVO.

2.1. GENERAL:

e Evaluar la capacidad bactericida de productos a base de plata coloidal en

la desinfeccion del agua para consumo humano

2.2. PARTICULARES:

e Realizar un reto microbiano de los productos a base de plata coloidal
segin la NORMA OFICIAL MEXICANA PROY-NOM-181-SSA1-1998 (ver
anexo 6), salud ambiental, agua para uso y consumo humano. Requisitos
sanitarios que deben cumplir las sustancias germicidas para el tratamiento de

agua de tipo domestico.

e Realizar retos microbianos a microorganismos que provocan
enfermedades gastrointestinales de interés humano, segiin la NORMA OFICIAL
MEXICANA PROY-NOM-181-SSA1-1998 (ver anexo 6), salud ambiental,
agua para uso y consumo humano. Requisitos sanitarios que deben cumplir las

sustancias germicidas para el tratamiento de agua de tipo domestico.

e Realizar retos microbianos a microorganismos de interés veterinario,

especificamente de interés porcino.



3. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Preparacion de los productos a base de plata coloidal.

Se peso6 la cantidad determinada de cada uno de los productos segun los calculos
obtenidos, los cuales se muestran en el anexo 1, y se disolvieron en agua
desmineralizada protegiéndose de la luz; posteriormente se almacenaron las soluciones

en frascos color ambar y/o azul cobalto a 4° C para su posterior empleo.

3.2 Preparacion del agua de prueba.

Se adiciond a un contenedor de vidrio de marca Pairex® la cantidad de 10 litros de
agua destilada, protegiendo la boca con una torunda y periddico para cubrir por Gltimo
con papel aluminio; posteriormente se esterilizé en una autoclave marca AESA Modelo

CV300 a las condiciones de 121° C, 15 minutos y 15 libras de presion.

3.3 Mantenimiento y resiembra de cepas.

Los microorganismos especificados en la NORMA OFICIAL MEXICANA PROY-
NOM-181-SSA1-1998 es la Escherichia. coli ATCC 11229, la cual fue proporcionada
por el cepario del Instituto Nacional de Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico
Nacional. Las bacterias como son Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Pasteurella
multocida y Escherichia coli fueron proporcionadas por el departamento de
Bacteriologia y Virologia del Area de Microbiologia de la Unidad de Posgrado de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan -UNAM.

Los microorganismos se resembraron en medios selectivos para su identificacion;
para las E. coli se empled agar EMB marca BIOXON y Mac Conkey marca BIOXON

ademas de realizarsele el IMVIC; para el S. aureus se emple6 agar sales y manitol



marca MERCK; para el V. cholerae se empleo agar TCBS marca DIBICO; para la P.
multocida se empleo agar base sangre marca DIBICO suplementado con sangre

desfibrinada de carnero al 5%.

Después de la identificacion, los microorganismos fueron resembrados en agar
nutritivo B el cual se encuentra especificado en la PROY-NOM-181-SSA1-1998 (ver
composicion en anexo 2); cada uno de los pases fue de 48 horas de incubacion y
finalmente un pase en agar nutritivo A, especificado en la PROY-NOM-181-SSA1-
1998 (ver composicion en anexo 2) teniendo asi al microorganismo listo para
cosecharse y emplearse. La resiembra se realizé por duplicado para también cosechar
los microorganismos y conservarlos por el método de liofilizacion para subsecuentes

anélisis.
3.4 Preparacion de soluciones.

Se prepar6 una solucion isoténica y con un pH regulado a base de fosfatos para
conservar vivos los microorganismos al realizar las suspensiones bacterianas, las cuales
deberan presentar una concentracién entre 5x10° y 1x10* UFCs por ml. Dicha solucién
se prepara mezclando dos soluciones stock de fosfatos de diferente composicion para

obtener un pH de 7.2 * (ver anexo 3)

Se prepard una escala de tubos conteniendo diferentes concentraciones de cloruro de
bario, llamada Nefelémetro de McFarland. Para preparar dicha escala se prepararon dos
soluciones primarias, una de cloruro de bario al 1% (m/v) y otra de &cido sulfurico al
1% (v/v) para finalmente mezclarlos en diferentes proporciones segin el nimero de

tubo correspondiente'® (dichas proporciones se indican en el anexo 4)

Para la obtencién de la concentracion de células bacterianas se posee de dos
métodos, uno semicuantitativo y otro cuantitativo. El primero se realiza con la escala de
tubos llamada Nefelometro de Macfarland, en donde cada tubo representa una
determinada concentracion bacteriana (ver anexo 4) mediante la turbidez manifestada.
El segundo es mediante la medicion cuantitativa de la concentracién de células
bacterianas la cual presenta una determinada transmitancia, misma que indica mediante

una curva patron, la cantidad presentes en suspension.



3.5 Diagramas de flujo.

Figura 1. Preparacion de las suspensiones bacterianas. Promocién de crecimiento y
pruebas de confirmacién de los microorganismos empleados en la evaluacion de los

sanitizantes a base de plata coloidal.
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Figura 2. Preparacion de las soluciones a base de plata coloidal. Preparacion y

conservacion de los sanitizantes para realizar la prueba de reto microbiano.
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Figura 3. Reto microbiano de los productos a base de plata coloidal. Procedimiento

y lectura de resultados.
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4. RESULTADOS

Los resultados que se muestran a continuacion indican el efecto producido por
los diferentes productos a base de plata coloidal, asi como la resistencia de cada uno de
los microorganismos empleados en este experimento a los mismos; con esto podemos
observar el comportamiento de los productos de plata coloidal y evaluar su efecto

germicida en el agua potable para poder hacerla de consumo humano.

Dentro de lo que corresponde al niUmero mas probable se obtuvieron los siguientes

resultados con su respectiva imagen:

Figura 4.- en esta imagen se puede apreciar el nulo efecto del agente bactericida
contra la E. coli ATCC 11229 (cepa de referencia), ya que a las 24 horas de inocularlo
hubo un crecimiento del 100%, ademas de que la prueba marca que se debe dejar

incubando 48 horas, por lo cual no cumple con la norma.



Figura 5.- En esta imagen se puede observar un ligero efecto bactericida contra la
E. coli ATCC 11229 (cepa de referencia) en la menor dilucién (1:1000) a las 24 horas,
pero al dejarlas incubadas las 48 horas correspondientes nuevamente se presentd un

crecimiento del 100% por lo cual no cumple con la norma.

Figura 6.- En esta imagen observamos un efecto bactericida contra la E. coli ATCC
11229 (cepa de referencia), tanto en las diluciones 1:100 como 1:1000 a las 24 horas,
pero nuevamente al continuar incubando las 48 horas correspondientes presenta un

crecimiento del 1200% por lo cual se considera que no cumple con la norma.



Figura 7.- Esta imagen representa el control positivo a las 24 horas de crecimiento,
manteniendo las mismas caracteristicas a las 48 horas de incubacion. La prueba del
NMP se realizd con la cepa mencionada en la norma oficial, la cual fue E.coli ATCC
11229.

Figura 8.- Este recuadro representa el control negativo para la prueba de NMP a las
24 horas de incubacidn, y de la misma forma preservd sus caracteristicas de esterilidad a
las 48 horas de incubacion, considerandolo como un buen control negativo; con esto
podemos reafirmar que los resultados mostrados en las imagenes anteriores son

congruentes.



Figura 9.- Esta imagen nos deja ver que el uso de algunos agentes comerciales a
base de plata coloidal no proporcionan el efecto esperado en la desinfeccion del agua y

tal vez, como lo mencionan en sus etiquetas, de verduras y frutas.



Cuadro 1.- Resultados obtenidos mediante el reto de E.coli ATCC 11229 al

producto Colargol. Se observa una ligera sensibilidad de este microorganismo a dicho

producto.

E. coli ATCC11229

Control Positivo

Colargol

E. coli ATCC 11229 Problema

Placa Promedio Placa Promedio
Dilucion: 1 2 Dilucién: 1 2
Matraz o o Matraz o o
1/10 o o 1/10 a e
1/100 103 126 1145 1/100 56 52 54

o [ncontables

Cuadro 2.- Resultados obtenidos mediante el reto de E.coli C. Clinico al producto

Colargol, se observa una sensibilidad moderada del microorganismo a dicho producto.

E. coli (C. Clinico) Control positivo E. coli (C. Clinico) Problema
Placa Promedio Placa Promedio
Dilucion: 1 2 Dilucion: 1 2
Matraz o o Matraz o o
1/10 205 240 2225 1/10 17 21 19
1/100 27 30 28.5 1/100 0 2 1

o |ncontables

Cuadro 3.- Resultados obtenidos mediante el reto de S. aureus cowan | al producto

Colargol, se observa una resistencia del microorganismo a dicho producto.

S. aureus cowan | Control positivo S. aureus cowan | Problema
Placa Promedio Placa Promedio
Dilucién: 1 2 Dilucién: 1 2
Matraz o o Matraz o o
1/10 o o 1/10 o o
1/100 42 57 495 1/100 52 48 50

o Incontables




Cuadro 4.- Resultados obtenidos mediante el reto de V. cholerae al producto

Colargol, se observa una resistencia del microorganismo a dicho producto.

V. cholerae Control positivo
Placa Promedio
Dilucion: 1 2
Matraz o o
1/10 o o
1/100 57 60 58.5

o Incontables

Cuadro 5.- Resultados obtenidos mediante el reto de P. multocida al producto

Colargol, se observa una marcada sensibilidad del microorganismo a dicho producto.

P. multocida (C. Clinico)

Control positivo

Placa Promedio
Dilucion: 1 2
Matraz o o
1/10 o o
1/100 50 57 53.5

o [ncontables

V. cholerae Problema
Placa Promedio
Dilucioén: 1 2
Matraz o o]
1/10 a e
1/100 50 52 51
P. multocida (C. Clinico) Problema
Placa Promedio
Dilucion: 1 2
Matraz o ol
1/10 184 195 189.5
1/100 24 8 16




Argyrol

Cuadro 6.- Resultados obtenidos mediante el reto de E. coli ATCC 11229 al producto
Argyrol, se observa una resistencia del microorganismo a dicho producto.

E. Coli ATCC11229 E. coli ATCC 11229 Problema

Control positivo

Placa Promedio Placa Promedio
Dilucion: 1 2 Dilucién: 1 2
Matraz o o Matraz a a
1/10 a a 1/10 a a
1/100 102 122 112 1/100 101 107 104

o Incontables

Cuadro 7.- Resultados obtenidos mediante el reto de E. coli C. clinico al producto

Argyrol, se observa una marcada sensibilidad del microorganismo a dicho producto.

E. Coli (C. Clinico)

Control positivo

E. Coli (C. Clinico) Problema

Placa Promedio Placa Promedio
Dilucion: 1 2 Dilucién: 1 2
Matraz a a Matraz 2 7 4.5
1/10 a a 1/10 13 5 9
1/100 53 41 47 1/100 2 4 3

o [ncontables

Cuadro 8.- Resultados obtenidos mediante el reto de S. aureus cowan | al producto

Argyrol, se observa una sensibilidad del microorganismo a dicho producto.

S. Aureus cowan | Control positivo S. Aureus cowan | Problema
Placa Promedio Placa Promedio
Dilucion: 1 2 Dilucion: 1 2
Matraz o o Matraz a a
1/10 o o 1/10 158 185 171.5
1/100 63 66 64.5 1/100 19 14 16.5

o |ncontables




Cuadro 9.- Resultados obtenidos mediante el reto de V. cholerae al producto Argyrol, se

observa una marcada sensibilidad del microorganismo a dicho producto.

V. cholerae  Control positivo V. cholerae Problema
Placa Promedio Placa Promedio
Dilucién: 1 2 Dilucién: 1 2
Matraz o o Matraz 135 44 89.5
1/10 a a 1/10 60 66 63
1/100 47 43 45 1/100 30 38 34

o |ncontables

Cuadro 10.- Resultados obtenidos mediante el reto de P. multocida al producto Argyrol,

se observa una resistencia del microorganismo a dicho producto.

P. multocida (C. Clinico)

Control positivo

P. multocida (C. Clinico) Problema

Placa Promedio Placa Promedio
Dilucion: 1 2 Dilucion: 1 2
Matraz o o Matraz a a
1/10 a a 1/10 a a
1/100 46 52 49 1/100 51 70 60.5

o |[ncontables




Cuadro 11.- Resultados obtenidos mediante el reto de E. Coli ATCC 11229 al producto

Protargol

Protargol, se observa una resistencia del microorganismo a dicho producto.

E. coli ATCC 11229 Problema

E. Coli ATCC11229 Control positivo
Placa Promedio
Dilucién: 1 2
Matraz o o
1/10 o o}
1/100 132 119 125.5

o Incontables

Cuadro 12.- Resultados obtenidos mediante el reto de E. Coli C. Clinico al producto

Protargol, se observa una sensibilidad del microorganismo a dicho producto.

E. Coli (C. Clinico) Control positivo
Placa Promedio
Dilucién: 1 2
Matraz o o
1/10 o o
1/100 54 54 54

o [Incontables

Cuadro 13.- Resultados obtenidos mediante el reto de S. aureus al producto Protargol,

se observa una resistencia del microorganismo a dicho producto.

S. Aureus cowan | Control positivo
Placa Promedio
Dilucién: 1 2
Matraz o o
1/10 o o}
1/100 70 68 69

o |ncontables

Placa Promedio
Dilucion: 1 2
Matraz o o
1/10 o o
1/100 95 121 108
E. Coli (C. Clinico) Problema
Placa Promedio
Dilucion: 1 2
Matraz a o
1/10 176 149 162.5
1/100 21 17 19
S. Aureus cowan | Problema
Placa Promedio
Dilucién: 1 2
Matraz o o
1/10 o o
1/100 47 32 39.5




Cuadro 14.- Resultados obtenidos mediante el reto de V. cholerae al producto Protargol,

se observa una sensibilidad del microorganismo a dicho producto.

V. cholerae Problema

V. cholerae  Control positivo
Placa Promedio
Dilucion: 1 2
Matraz o o
1/10 o o
1/100 100 100 100

o [ncontables

Cuadro 15.- Resultados obtenidos mediante el reto de P. multocida al producto

Protargol, se observa una resistencia del microorganismo a dicho producto.

P. multocida (C. Clinico)

Control positivo

Placa Promedio
Dilucion: 1 2
Matraz 228 o
1/10 116 101 108.5
1/100 18 16 17

P. multocida (C. Clinico) Problema

Placa Promedio
Dilucion: 1 2
Matraz o o
1/10 a a
1/100 43 47 45

o |ncontables

Placa Promedio
Dilucién: 1 2
Matraz o o
1/10 o a
1/100 26 27 26.5




Cuadro 16. Resumen de los datos promedio obtenidos mediante el reto microbiano
al producto Colargol. Se observa claramente una resistencia notable al producto excepto
el caso de la E. coli caso clinico la cual muestra una gran sensibilidad al producto,

seguido de P. multocida.

UFC’S PROMEDIO DE CADA MICROORGANISMO
PRODUCTO:
Conteo en Placa Colargol

Control positivo

Microorganismo Matraz 1/10 1/100
E. coli ATCC 11229 o o 115
E. coli caso clinico a 223 29
Staphylococcus aureus cowan | o o 50
Vibrio cholerae a a 59
Pasteurella multocida a o 54
o Incontables
Problema

Microorganismo Matraz 1/10 1/100
E. coli ATCC 11229 o o 54
E. coli caso clinico a 19 1
Staphylococcus aureus cowan | o o 50
Vibrio cholerae o o 51
Pasteurella multocida o 190 16

o [Incontables




Gréfica 1. Representacion comparativa del resumen de los datos promedio obtenidos
mediante el reto microbiano al producto Colargol. En esta grafica se observa con mayor
claridad la sensibilidad de la E. coli caso clinico al producto. Cada barra presenta el valor

promedio obtenido de UFC’s.
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Cuadro 17. Resumen de los datos promedio obtenidos mediante el reto microbiano
al producto Argyrol. Se observa claramente una resistencia notable al producto excepto
el caso de la E. coli caso clinico la cual muestra una gran sensibilidad al producto,

seguido de V. cholerae y S. aureus cowan | respectivamente.

UFC’S PROMEDIO DE CADA MICROORGANISMO

Conteo en Placa

Control positivo

Microorganismo Matraz 1/10 1/100
E. coli ATCC 11229

E. coli caso clinico

Staphylococcus aureus cowan |

Vibrio cholerae

Pasteurella multocida

Incontables

Problema

Microorganismo Matraz 1/10 1/100
E. coli ATCC 11229

E. coli caso clinico

Staphylococcus aureus cowan |

Vibrio cholerae

Pasteurella multocida

Incontables



Gréfica 2. Representacion comparativa del resumen de los datos promedio
obtenidos mediante el reto microbiano al producto Argyrol. En esta grafica se observa
con mayor claridad la sensibilidad de la E. coli caso clinico al producto. Cada barra

presenta el valor promedio obtenido de UFC’s.
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Cuadro 18. Resumen de los datos promedio obtenidos mediante el reto microbiano
al producto Protargol. Se observa claramente una resistencia notable al producto
excepto el caso de Vibrio cholerae el cual muestra una gran sensibilidad al producto

seguido de E. Coli C. Clinico.

UFC’S PROMEDIO DE CADA MOCROORGANISMO
PRODUCTO:
Conteo en Placa Protargol

Control positivo

Microorganismo Matraz 1/10 1/100
E. coli ATCC 11229 a a 126
E. coli caso clinico a a 54
Staphylococcus aureus cowan | o o 69
Vibrio cholerae a a 100
Pasteurella multocida a a 45

o |ncontables

Problema
Microorganismo Matraz 1/10 1/100
E. coli ATCC 11229 o} o 108
E. coli caso clinico a 163 19
Staphylococcus aureus cowan | a o 40
Vibrio cholerae o 109 17
Pasteurella multocida o o 27

o [ncontables



Gréfica 3. Representacion comparativa del resumen de los datos promedio obtenidos
mediante el reto microbiano al producto Argyrol. En esta gréfica se observa con mayor claridad
la sensibilidad de Vibrio cholerae al producto. Cada barra presenta el valor promedio obtenido de
UFC’s.
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Cuadro 19. Resultados comparativos obtenidos en UFC’s por mililitro de agua de

prueba, estos nos ayudaran a calcular el porcentaje de reduccion bacteriana por efecto

del agente germicida correspondiente.

UFC’s/ml Promedio de cada microorganismo

PRODUCTO:

Conteo en Placa Colargol

Control

Positivo | Problema
Microorganismo ufc/ml ufc/ml
E. coli ATCC 11229 11.5x10° | 5.4x10°
E. coli caso clinico 2.9x10° | 1.0x10°
Staphylococcus aureus cowan | | 5.0x10° | 5.0x10°
Vibrio cholerae 5.9x10° | 5.1x10°
Pasteurella multocida 5.4x10° | 1.6x10°

UFC’s/ml Promedio de cada microorganismo

Conteo en Placa

Microorganismo

Control
Positivo

ufc/ml

Problema

ufc/ml

E. coli ATCC 11229

E. coli caso clinico

Staphylococcus aureus cowan |

Vibrio cholerae

Pasteurella multocida

UFC’s/ml Promedio de cada microorganismo

PRODUCTO:

Conteo en Placa Protargol

Control

Positivo | Problema
Microorganismo ufc/ml ufc/ml
E. coli ATCC 11229 12.55x10° | 10.8x10°
E. coli caso clinico 5.4x10° | 1.9x10°
Staphylococcus aureus cowan | | 6.9x10° | 3.95x10°
Vibrio cholerae 1.0x10" | 1.7x10°
Pasteurella multocida 4.5x10° | 2.65x10°




Cuadro 20. Tabla que representa de manera comparativa el porcentaje de reduccion
de cada microorganismo referida al respectivo germicida empleado, observando una
mayor eficiencia del poder germicida para la E. coli caso clinico. En el caso de la E. coli
ATCC 11229 se observa una gran resistencia a los tres productos germicidas.

% de Reduccion = - [(Promedio de UFC’s/ml Problema /

Promedio de UFC’"s/ml Control) x 100]

% de Reducciéon Bacteriana

Colargol Protargol
E. coli ATCC 11229 53 14
E. coli caso clinico 97 65
S. aureus cowan | 0 43
V. cholerae 14 98
P. multocida caso clinico 70 41




Gréfica 4. Grafica comparativa, en la cual se observa la marcada sensibilidad de la

E. coli caso clinico, a diferencia de los demas microorganismos evaluados. Esto nos deja como

resultado que los productos evaluados presentan deficiencias en su poder germicida ya que al

microorganismo referido por la NORMA OFICIAL MEXICANA PROY-NOM-181-

SSA1-1998, salud ambiental, agua para uso y consumo humano. Requisitos sanitarios

que deben cumplir las sustancias germicidas para el tratamiento de agua de tipo

domestico. Como es la E. coli ATCC 11229 presenta una gran resistencia a los productos.
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5. DISCUSION

Los resultados antes mostrados nos indican que:

e El efecto germicida mas importante que presentan los compuestos a base
de plata coloidal es sobre determinados microorganismos y no con todos.
Dependiendo del producto es el efecto sobre cierto microorganismo, a lo cual

podemos observarlo en las gréaficas mostradas anteriormente.

e La cepa de referencia (E. coli ATCC 11229) presenta una gran
resistencia al germicida, por lo cual no cumple en ninguno de los casos con lo
establecido en la NORMA OFICIAL MEXICANA PROY-NOM-181-SSA1-
1998, salud ambiental, agua para uso y consumo humano. Requisitos sanitarios
que deben cumplir las sustancias germicidas para el tratamiento de agua de tipo

domestico.

e La cepa que presento mayor susceptibilidad a los diferentes productos

germicidas fue la E. coli caso clinico, con sus limitaciones.

La NORMA OFICIAL MEXICANA PROY-NOM-181-SSA1-1998, salud
ambiental, agua para uso y consumo humano. Requisitos sanitarios que deben cumplir
las sustancias germicidas para el tratamiento de agua de tipo domestico, nos menciona
gue una prueba de potabilidad es aceptable, si el porcentaje en reduccién bacteriana es
igual o mayor a 95% para organismos mesofilos aerobios e igual o mayor a 99,99%

para organismos coliformes totales.

Los resultados obtenidos pueden deberse a diversas situaciones como lo es el uso de
albimina como estabilizador del coloide de plata. Dicha albimina se encuentra presente
en cada uno de los productos estudiados en una proporcion diferente en cada uno; la
albumina ademas de ser un estabilizador para el coloide se emplea como un vehiculo
transportador de la plata al interior del microorganismo, pero su principal desventaja es

que la proteina también provoca un efecto de enmascaramiento del metal al unirse tres



moles de iones plata a una mol de albumina, como lo reveldé Williams and Williams

mostrandolo en una microautoradiografia.’

También la presencia de iones cloro minimiza el efecto germicida de la plata
coloidal debido a que este se enlaza a la plata y forma un complejo insoluble por lo que
la plata pierde su poder germicida.’® La plata presenta un poder germicida el cual es
directamente proporcional a la concentracion de iones plata presentes en solucion,

actuando tipicamente contra multiples microorganismos blanco.™

Los mecanismos por los cuales la plata coloidal ejerce su accion germicida son tres
20.25 Oxidacion Catalitica, Reaccion con la Membrana Celular Bacteriana y unién con

el ADN, los cuales se mencionan a continuacién:

e La Oxidacion Catalitica se da debido a que la plata, en su estado atémico,
tiene la capacidad de absorber oxigeno actuando como catalizador y esto trae
como consecuencia la oxidacion. El oxigeno absorbido sobre la superficie de los
iones de plata en solucion reacciona rapidamente con los grupos sulfhidrilo (-S-
H) alrededor de la superficie bacteriana, removiendo los 4&tomos de hidrégeno
(como agua), provocando que los atomos de azufre formen en laces disulfuro
(R-S-S-R); bloqueando la respiracion y causando la muerte bacteriana.
Empleando una simple reaccién de 6xido-reduccion catalitica, la plata coloidal
reacciona con cualquier carga negativa presentada por las proteinas de

membrana y/o transporte de los microorganismos inactivandolas.*® % 24 2

e La reaccion con membranas celulares bacterianas se presenta por la
evidencia de que los iones de plata se unen a los radicales de la superficie
membranal de la bacteria, impidiendo la respiracion celular y bloqueando el
sistema de transferencia de energia. Una explicacion de este punto estd basado

en la naturaleza de la formacion de las enzimas:

. Enzimas especificas son requeridas para dar una actividad
bioquimica en determinado lugar. Las enzimas usualmente requieren de
determinados cofactores, en la mayoria de los casos metales, como parte de

la matriz molecular en el orden de funcién. Un metal de mayor valencia



(estado de oxidacién) puede reemplazar a un metal de menor valencia en el
complejo enzimatico, impidiendo a la enzima su funcionamiento normal. La
plata con una valencia de 1+, puede reemplazar muchos metales con igual
valencia que presenten una débil propiedad atémica de enlace.’*?*%* En
adicion a los efectos sobre las enzimas, los iones de plata producen cambios
en los microorganismos, causando inhibicién de crecimiento y su
precipitacion en vacuolas y pared celular como granulos, asi como también
inhibe la division celular y dafia la envoltura celular y su contenido

citoplasmatico.?”

e Finalmente, los iones plata interactian con los acidos nucleicos; esta
interaccion se da principalmente con las bases en el ADN mas que con los
grupos fosfato, aunque el significado de esto en términos de esta accion letal no

a sido bien esclarecido.”®** #

Ahora bien, como todos sabemos, los microorganismos, al igual que nosotros,
desarrollan sistemas de defensa con los cuales puedan asegurar su sobrevivencia, de esta
forma dichos microorganismos generan mecanismos de resistencia tanto a antibioticos
como a los diferentes productos germicidas. La plata no esta exenta de este proceso de

resistencia el cual mencionamos a continuacion:

El primer mecanismo de defensa contra los iones plata se presenta a nivel de la
membrana, mediante una pequefa proteina (SilE), la cual enlaza los iones plata debido a
que esta contiene diez residuos de histidina los cuales enlazan a cinco cationes de plata.
Al unirse a los iones plata esta proteina trae consigo un gran cambio en su plegamiento,

de un desorden esencial a una estructura de alfa hélice predominantemente.?*

Otro mecanismo de defensa es el que se presenta controlado transcripcionalmente
mediante el producto de dos genes, el gen SilS que codifica para un censor auto-cinasa a
nivel de membrana el cual contiene histidina y el segundo gen SilR que codifica para
una proteina citoplasmatica unida a un activador de ADN conteniendo un residuo de

aspartato el cual es transfosforilado mediante SilS. SilRS es homélogo en secuencia a



miembros de una larga familia de reguladores transcripcionales de dos componentes

censor / activador que responden a sefiales extracelulares.?!

Por ultimo, otro mecanismo de defensa es el que se presenta mediante los productos
de codificacion de otros genes como el gen SilP el cual es una ATPasa a nivel de
membrana la cual bombea los iones plata fuera de la célula de una manera muy similar
que otras ATPasas lo hacen con el cobre y el cadmio.? El gen SilCBA (probablemente
junto con el producto del ORF96) forman un segundo canal de bombeo de la plata
dirigido por el potencial de membrana y no por ATP. Este bombeo consiste de tres
proteinas, una en la membrana interna (SiLA), otra en la membrana externa (SiLC), y
la tercera como puente en el espacio periplasmico (SiLB). Estas tres proteinas

membranales dirigen el potencial de intercambio protén / cation.*

El uso excesivo de productos a base de plata coloidal, ademas de su mal uso nos
puede llevar a que estos microorganismos desarrollen los sistemas de defensa antes
mencionados, para lo cual al momento de ser requeridos por su efecto germicida no
cumplan con su funcién, con lo que no podremos garantizar la buena higiene y por lo
tanto la potabilidad del agua a consumir. Los microorganismos empleados en este
experimento son de gran interés ya que son los responsables de causar una gran nimero
de trastornos gastrointestinales. El ingerir agua contaminada es un mecanismo de auto
inoculacion de gran importancia, por lo cual debemos asegurar la calidad de los
productos que consumimos y no confiar solamente en el uso de germicidas para su

desinfeccion.

Por otra parte, con los resultados obtenidos referentes a la P. multocida podemos
mencionar que al provocar una reduccion de la carga bacteriana de un 70% en el caso
del Colargol, se puede emplear como un desinfectante de superficies para evitar la
contaminacion y/o diseminacion de microorganismos de interés veterinario como es el
caso de esta bacteria, la cual produce trastornos a nivel del tracto respiratorio de los
cerdos, provocando perdidas importantes a las granjas criadoras de cerdos. Con esto no
se asegura que las superficies queden bien desinfectadas, ya que esto debe ser parte de
un programa en el cual se presente un rol de desinfectantes; en dicho rol puede estar
incluida la plata coloidal para que estos microorganismos no desarrollen resistencia a

estos productos.



Con los resultados obtenidos podemos observar el no cumplimiento a la norma, con
lo que se descarta su uso como agente desinfectante para agua, pero de la misma forma
hay que tomar en cuenta que el empleo de otras cepas diferentes a la marcada en la
norma (E. coli ATCC 11229 y que también provoquen trastornos de tipo
gastrointestinal), pueden presentar mayor sensibilidad a la plata, pensando en que no

tienen aun los mecanismos de defensa con los cuales sean capaces de sobrevivir.

Debemos considerar también que los microorganismos empleados en el presente
experimento no son comunes en el agua, como es el caso de V. cholerae, S aureus
cowan | y P. multocida pero que si nos provocan trastornos gastrointestinales en los
humanos en el caso de V. cholerae y, S aureus cowan I, asi como trastornos a nivel del
tracto respiratorio en los cerdos en el caso de P. multocida, es por eso que a pesar de no
encontrarse en el agua de manera comin podemos encontrarlos en diversos tipos de
alimentos o superficies, para lo cual podemos desinfectarlos sumergiéndooslos
previamente en una solucién de agua con desinfectante comercial, en este caso los
productos a base de plata coloidal, y en el caso de los cerdos podemos desinfectar areas
empleando soluciones a base de estos productos y aplicando sobre las superficies para
que asi no se conviertan los lugares de crianza de cerdos en un foco de infeccién ya que
esto devendria en importantes pérdidas de tipo econdmico y a su vez, dependiendo del
grado de diseminacion de la infeccion, en una reduccién de la oferta de dicho insumo

por parte de los productores nacionales.

Por otra parte tenemos otras alternativas ademas del uso de productos a base de

plata coloidal, como son:

e Productos a base de citricos

e Productos a base de cloro

e Productos a base de Yodo

Algunos de estos productos son ampliamente utilizados de manera tradicional como

el cloro, ya que ademas de desinfectar el agua se emplea como desinfectante de areas en



las labores domesticas, asi como desinfectante y/o inactivante de sustancias o fluidos
corporales en laboratorios clinicos. También, en el caso del yodo, se emplea como
agente aséptico en procesos quirdrgicos y curaciones. Con esto podemos observar el
amplio espectro de accidn que presentan estos compuestos y de esta manera ofrecernos

alternativas para poder alternar el empleo de agentes desinfectantes.

Estos productos trabajan en formas diferentes para ejercer un efecto bactericida y
lograr desinfectar tanto el agua como las frutas y vegetales, pero de la misma forma
como en el caso de la plata coloidal el mal uso de estos productos puede tener
repercusiones a la larga, debido a que presentan mecanismos de accién susceptibles a

generar resistencia por parte de los microorganismo.

Para esto debemos considerar programas de desinfeccidn en los cuales no se emplee
un solo producto, debido a que es una de las principales causas con las que generan
resistencia. El realizar un programa en el cual se utilicen diferentes productos
germicidas y de diferentes propiedades puede ayudar a controlar de una mejor manera la
funcionalidad de estos productos. De esta forma debemos primero observar el grado de
funcionalidad de los mismos y con esto establecer un rol en el cual se incluyan por lo

menos tres productos diferentes.

El uso combinado de diferentes agentes desinfectantes no es recomendado ya que en
ocasiones puede resultar contraproducente como en el caso de productos a base de plata
coloidal y cloro, ya que como se mencion6 con anterioridad el cloro reacciona con la
plata formando un compuesto conocido como cloruro de plata, el cual resulta ser muy

insoluble en agua y con esto no presentaria ningun efecto germicida.

Otra forma de potabilizar el agua es empleando uno de los métodos tradicionales
como es el hervir el agua, con esto podemos tener una alternativa mas de desinfeccion
del agua sin emplear ningln tipo de agente quimico, lo cual es lo mas adecuado ya que
al adicionar plata al agua de consumo estamos a final de cuentas ingiriendo un metal, el
cual toma tiempo poder desecharlo del organismo, lo importante en este caso es que la
cantidad adicionada en el agua es muy pequefia, siempre y cuando se respeten las
cantidades indicadas en el marbete, con esto aseguramos no correr ningln tipo de

riesgo. En realidad la plata no produce grandes estragos a la salud, manifestandolo en



una enfermedad de la piel conocida como Argyria, la cual es solo de tipo estético,
comparandose como un tatuaje, esto debido al acumulo del metal en el tejido adiposo y
subsecuentemente externandolo hacia la piel, observdndose manchas grisaceas. La
cantidad de plata requerida para producirnos una intoxicacion es muy elevada con lo
cual este producto presenta un margen de seguridad considerable. Asi que se
recomienda seguir las indicaciones de los marbetes y de la misma forma cualquier
producto que en su composicion presente al elemento plata, como lo son algunos tipos
de medicamentes por ejemplo la sulfadiazida de plata, ya que el uso prolongado en
bajas cantidades puede provocar de la misma forma el acumulo del metal y presentarse

lo antes mencionado.

Actualmente se estan produciendo pequefios aparatos productores de 0zono; este es
otro de los métodos empleados para la desinfeccion del agua. Algunas grandes
compafiias purificadoras de agua emplean este método debido a la rapidez y seguridad

que representa.

Otro método es el uso de pequefias lamparas de luz ultravioleta (UV) las cuales se
conectan a la salida de la toma de agua y durante el paso de esta misma a través de la
lampara se ejerce el efecto germicida provocando mutaciones a los microorganismos
presentes y su irremediable muerte; el inconveniente de este método no es la
adquisicion de la ldmpara sino el verificar periédicamente que la ldmpara presente una
longitud de onda determinada y de esta forma asegure su buen funcionamiento como

agente desinfectante.



6. CONCLUSIONES

e Los productos a base de plata coloidal evaluados durante este proyecto
no cumplen con las especificaciones indicadas en la NORMA OFICIAL
MEXICANA PROY-NOM-181-SSA1-1998, salud ambiental, agua para uso y
consumo humano. Requisitos sanitarios que deben cumplir las sustancias
germicidas para el tratamiento de agua de tipo domestico. Por lo cual no pueden

ser empleados como agentes germicidas.

e Los microorganismos empleados en los retos microbianos para la
evaluacion del efecto germicida de los productos a base de plata coloidal
resultaron ser resistentes, salvo algunas excepciones y con algunos productos
como el caso de la E. coli caso clinico la cual es de procedencia veterinaria al ser

aislada de un lechon.

e La bacteria mas sensible a los productos a base de plata coloidal fue la E.
coli caso clinico, a su vez le bacteria P. multocida caso clinico, también aislada
de un lechdn presento cierta sensibilidad a los productos empleados. Con esto
podemos concluir que los productos a base de plata coloidal pueden fungir como

agentes desinfectantes a nivel veterinario.

e Los productos a base de plata coloidal siguen siendo efectivos para
aquellos microorganismos que aun no han logrado activar sus sistemas de

defensa a este elemento.

e El consumo excesivo y el mal uso de estos productos ha llevado a que un
muy buen agente bactericida como lo es la plata decremente su espectro de

aplicacion debido a la resistencia desarrollada por los microorganismos.

e Es importante el no solo basarnos a los productos a base de plata
coloidal, ya que ademas de nos ser totalmente seguro; como pudimos observar,

el consumo excesivo pude provocarnos un trastorno epidérmico llamado



Argyria, la cual es el acumulo de plata el la epidermis manifestindose como
manchas grises en la piel. Esta enfermedad no disminuye ninguna funcion de
nuestro cuerpo, sino es mas que nada de tipo estético y podemos compararlo

como si fuese un tatuaje.

e En el mercado existen otro tipo de alternativas para desinfectar el agua
como son productos germicidas a base de compuestos citricos, a los cuales
también se debe realizar evaluaciones periddicas para determinar su eficacia,
también tenemos aparatos de tipo doméstico para desinfectar con Ozono, los
cuales son bastante efectivos.
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8.- ANEXOS

ANEXO 1.

CALCULOS DE PLATA COLOIDAL PARA 250 ml

COLLARGOL (70-75% de plata)

100g Producto ---- 73.8g plata
X ---- 0.41g plata

X = 0.555q Producto

ARGYROL (19-23% de plata)

100g Producto ---- 22.95¢ plata
X ---- 0.41g plata

X =1.786q Producto

PROTARGOL (7.5-8.5% de plata)

100g Producto ---- 8.17g plata
X ---- 0.41g plata

X =5.018q Producto

0.5559 ----- 100 ml
X - 250 mi

“X =1.388q Producto”

1.786g ----- 100 ml
X - 250 mi

“X =4.460q Producto”

5.018g ----- 100 ml
X - 250 ml

“X = 12.54q Producto”




ANEXO 2.

Agar Nutritivo A (composicion)

o Extracto de carne 309

. Peptona 509

o Agar libre de sales 1509

o Agua destilada 1000.0 ml

Poner a ebullicion durante tres minutos el extracto de carne y la peptona; agregar el agar
y calentar, agitando continuamente hasta disolver.

Agar Nutritivo B. (Composicién)

o Extracto de carne 309

. Peptona 509

o Agar libre de sales 30.0g

o Agua destilada 1000.0 ml

Poner a ebullicion durante tres minutos el extracto de carne y la peptona; agregar el agar
y calentar, agitando continuamente hasta disolver.



ANEXO 3.

BUFFER DE FOSFATOS.
Preparacion de soluciones Stock.

Solucién stock A 0.2 M.: solucién de fosfato monobasico de sodio (27.8 g en 1000 ml

de agua destilada)

Solucion stock B 0.2 M.: solucion de fosfato bibasico de sodio (53.65 g de
Na,HPO,*7H,0 o0 71.7 g de Na;HPO4*12H,0 en 1000 ml de agua destilada

Para preparar el pH correcto, mezclar x ml de la solucion stock A (monobésico) con x
ml de la solucion stock B (bibasico) de acuerdo a la siguiente tabla:

Stock A Stock B pH Stock A Stock B pH
935 6.5 5.7 45.0 55.0 6.9
92.0 8.0 5.8 39.0 61.0 7.0
90.0 10.0 5.9 33.0 67.0 7.1
87.7 12.3 6.0 28.0 72.0 7.2
85.0 15.0 6.1 23.0 77.0 7.3
81.5 18.5 6.2 19.0 81.0 7.4
77.5 22.5 6.3 16.0 84.0 7.5
73.5 26.5 6.4 13.0 87.0 7.6
68.5 31.5 6.5 10.5 90.5 7.7
62.5 375 6.6 8.5 91.5 7.8
56.5 43.5 6.7 7.0 93.0 7.9
51.0 40.0 6.8 5.3 94.7 8.0




ANEXO 4.
Protocolo de preparacion de los tubos de prueba para el Nefelémetro de McFarland.
Contenido (ml) Correspondiente

Tubo No. Cloruro de Bario Acido Sulftrico a la suspension

Bacteriana / ml

(1 %) (1 %) (10°)
0.5 0.05 9.95 15
1 0.1 9.9 3
2 0.2 9.8 6
3 0.3 9.7 9
4 0.4 9.6 12
5 0.5 9.5 15
6 0.6 9.4 18
7 0.7 9.3 21
8 0.8 9.2 24
9 0.9 9.1 27
10 1.0 9.0 30



ANEXO 5

Equipos Y Materiales

o Autoclave capaz de alcanzar la temperatura de esterilizacion de 121 + 2°
C

o Espectrofotometro con escala de transmitancia.

o Nefelometro de McFarland.

o Horno para esterilizar a 160-180° C.

o Incubadoraa 35+ 2°C.

o Bafio de aguaa 44 + 2°C.

. Potenciometro.

o Pipetas sexologicas estériles de 1, 2, 5, 10 ml de capacidad con
graduacion de 1/10.

. Tubos de cultivo de 22 x 175 mm, 20 x 200 mm, 16 x 160 mm, 10 x 100

mm, con tapa metélica o de rosca.

. Botellas de Roux.
o Asa de platino.
° Contador manual.

Contador de colonias.

Cajas Petri estériles de 100 x 15 mm.

Mecheros Fisher o Bunsen.

Soluciones Y Reactivos.

o Productos a base de plata coloidal (protargol, colargol y argyrol)

o Solucién salina estéril al 0.85% (8.5 g de cloruro de sodio en 1000 ml de
agua).

o Solucion reguladora de fosfatos pH 7.2 £ 0.2

Fosfato monobasico de sodio.
Fosfato bibéasico de sodio.
Acido clorhidrico 1.0 N.
Hidroxido de sodio 1.0 N.



. Alcohol etilico.

. Acido sulfdrico.

o Cloruro de bario.

o Cristal violeta.

o Lugol.

o Alcohol-Acetona.

o Safranina.

o Sangre desfibrinada de carnero.

Medios De Cultivo.

o Agar nutritivo A.

o Agar nutritivo B.

o Agar Mac Conkey.

. Agar TCBS.

. Agar BHI.

. Agar Base Sangre.

o Agar Sales y Manitol.

. Agar SIM.

o Agar Citrato de Simmons.

o Agar Kigler

o Ureasa de Christensen.
o Caldo lactosado.

o Sacarosa.

o Manitol.

o Ornitina.

o OF

o Indol.

o Esculina

o Catalasa.

. Oxidasa.



ANEXO 6

PROYECTO de Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-181-SSA1-1998, Salud ambiental, agua para uso y
consumo humano. Requisitos sanitarios que deben cumplir las sustancias germicidas para tratamiento de
agua,

de tipo domeéstico.

Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos Mexicanos.- Secretaria de Salud.-
Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de Regulacién y Fomento Sanitario

PROYECTO DE NORMA OFICIAL MEXICANA PROY-NOM-181-SSA1-1998, SALUD AMBIENTAL, AGUA PARA USO
Y CONSUMO HUMANO. REQUISITOS SANITARIOS QUE DEBEN CUMPLIR LAS SUSTANCIAS GERMICIDAS
PARA TRATAMIENTO DE AGUA, DE TIPO DOMESTICO.

GUSTAVO OLAIZ FERNANDEZ, Director General de Salud Ambiental, con fundamento en los articulos 39 de
la Ley Organica de la Administraciéon Publica Federal; 3o0., fracciones XIII, X1V, 116, 117, 118, fracciones I
y VII, 119 fraccion 1l y 215, fraccion 1l de la Ley General de Salud; 40, fracciones | y V, 45, 46, fraccion Il, y
47 de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; 28, 30, 33, primer parrafo, 60, fraccién 1l y 61 del
Reglamento de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; y 22, fracciones IV y VI, del Reglamento
Interior de la Secretaria de Salud, me permito ordenar la publicacion en el Diario Oficial de la
Federacion del Proyecto de Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-181-SSA1-1998, Salud Ambiental,
agua para uso y consumo humano. Requisitos sanitarios que deben cumplir las sustancias germicidas
para tratamiento de agua, de tipo doméstico.

El presente proyecto de norma oficial mexicana se publica a efecto de que los interesados, dentro de los
siguientes 60 dias naturales contados a partir de la fecha de su publicacion, presenten sus comentarios
ante el Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de Regulaciéon y Fomento Sanitario, sito en Lieja No.
7, ler. piso, colonia Juarez, Cédigo Postal 06696, México, D.F. teléfono y fax 5.53.73.74.

Durante el plazo mencionado, los analisis que sirvieron de base para la elaboraciéon del proyecto de
norma estaran a disposicion del pablico para su consulta en el domicilio del Comité.

México, D.F., a 16 de noviembre de 1999.- El Director General de Salud Ambiental, Gustavo Olaiz
Fernandez.- Rubrica.

PREFACIO

En la elaboracion de esta Norma Oficial Mexicana participaron las unidades administrativas e
instituciones siguientes:

SECRETARIA DE SALUD.

Direccion General de Salud Ambiental.
Laboratorio Nacional de Salud Publica.
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL.

Centro de Investigacion y Estudios Avanzados.
PROCURADURIA FEDERAL DEL CONSUMIDOR.
Direccion de Investigaciones Fisico Tecnoldgicas.
DISTRIBUIDORA “LA FUENTE”.

G.V. PRODUCTOS.

ORVIC DE MEXICO, S.A. DE C.V.

ROLAND DE MEXICO, S.A. DE C.V.
COMERCIALIZADORA JUMBO, S.A. de C.V.
AMERICAN QUALITITY LAB.
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0. Introduccién

El objetivo de los programas de abastecimiento de agua para uso y consumo humano, es asegurar que
toda la poblacion alcance una dotacion adecuada de agua de buena calidad. En México, en la practica no
se han alcanzado estas metas, por lo que un elevado nimero 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, consisten en la
aplicacion de equipos potabilizadores y sustancias germicidas, orientados fundamentalmente al aspecto
bacteriolégico, considerado como de riesgo inmediato a la salud y en casos especificos a la depuracién
de caracteristicas fisicas y/o quimicas.

1. Objetivo y campo de aplicacién

1.1. Esta Norma Oficial Mexicana establece las caracteristicas que deben cumplir las sustancias
germicidas para tratamiento de agua, de tipo doméstico.

1.2. Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en el territorio nacional para las personas
fisicas 0 morales que se dediquen al proceso e importacion de las sustancias germicidas tipo doméstico
para el tratamiento de agua.

3. Referencias

Para la correcta aplicacion de esta Norma, es necesario consultar las siguientes normas
oficiales mexicanas:

3.1 NOM-014-SSA1-1993 Procedimientos sanitarios para el muestreo de agua para uso y consumo

humano distribuida por sistemas de abastecimiento publicos y privados.

3.2 NOM-041-SSA1-1993 Agua purificada envasada. Especificaciones sanitarias.

3.3 NOM-092-SSA1-1994 Método para la cuenta de bacterias aerobias en placa.

3.4 NOM-110-SSA1-1993 Preparacién y dilucibn de muestras de alimentos para su andlisis

bacteriolégico.

3.5 NOM-112-SSA1-1994 Determinacion de bacterias coliformes. Técnica del nimero més probable.

3.6 NOM-127-SSA1-1994

3.7 NOM-127-SSA1-1994

3.8 NOM-008-SCFI-1993

Agua para uso y consumo humano. Limites permisibles de calidad y
tratamientos a que debe someterse el agua para su potabilizacion.

Salud Ambiental. Agua para uso y consumo humano. Limites permisibles de
calidad y tratamientos a que debe someterse el agua para su potabilizacion.

Sistema general de unidades de medida.



4. Definiciones
Para efectos de esta Norma Oficial Mexicana se entiende por:
4.1 Bactericida, a la sustancia o0 medio que mata o destruye bacterias.

4.2 Bacteriostatico, a la sustancia o medio que tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias,
sin matarlas o destruirlas.

4.3 Germicida, al agente quimico que destruye microorganismos especialmente patdégenos, lo que no
necesariamente incluye la capacidad de destruccion de esporas.

4.4 Método de prueba, al procedimiento analitico utilizado en el laboratorio para comprobar que un
producto satisface las especificaciones que establece la norma.

5. Simbolos y abreviaturas
El significado de los simbolos y abreviaturas utilizados en esta Norma es el siguiente:
5.1°C grado Celsius

5.2¢ gramo

531 litro

5.4 mi mililitro

5.5 mm milimetro

5.6 nm nanémetro

5.7 NMP namero mas probable

5.8 pH potencial de hidrogeno

5.9 UFC unidades formadoras de colonias
5.10 % porciento

6. Especificaciones

6.1 Las personas fisicas o morales que se dediquen al proceso e importacién de sustancias germicidas
para el tratamiento de agua, de tipo doméstico, deben tener a disposicién 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 normativo A de esta norma.

6.2 La Secretaria de Salud determinard de acuerdo con el dictamen correspondiente, o a solicitud
fundamentada técnicamente de dependencias, organismos oficiales y empresas privadas, o por queja,
cuando el agua tratada por medio de una sustancia germicida para el tratamiento de agua, de tipo
domeéstico, complementariamente a la prueba de eficiencia antimicrobiana, deba ser sometida a analisis
de sustancias téxicas provenientes de los ingredientes que componen dicha sustancia.

6.3 Las sustancias germicidas para el tratamiento de agua, de tipo doméstico, deben ostentar en la
etiqueta o contraetiqueta, la siguiente leyenda: Utilizar con agua de abastecimiento publico.

6.4 La etiqueta o contraetiqueta del producto, debe contener cuando menos la siguiente informacion
en espafiol:

6.4.1 Finalidad de uso.
6.4.2 Instrucciones de uso.

6.5 Las personas fisicas 0 morales referidas en el punto 6.1 de este apartado, deben tener a disposicion
de la autoridad sanitaria cuando ésta la requiera, la siguiente informacién:

6.5.1 Ingredientes activos del producto.

6.5.2 Pais de origen de los ingredientes activos del producto, o en su caso, indicar si es en su totalidad de
importacion; para este Ultimo caso, se debe sefialar la fraccion arancelaria comprendida en la tarifa de la
Ley del Impuesto General de Importacion.

6.5.3 Etiqueta del producto en espafol.
7. Concordancia con normas internacionales y mexicanas

Esta Norma Oficial Mexicana no es equivalente a ninguna norma internacional pero si es equivalente en
parte con la NMX-CC-1-1993, Sistemas de calidad-Vocabulario.



8. Bibliografia

8.1 Bacteriological Analitical Manual C. 5th. Edition. Food and Drug Administration. Division of
Microbiology. 1978.
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Secretaria de Salud. Subsecretaria de Servicios de Salud D.G.E. Laboratorio Nacional de Salud. Publica.
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8.3 Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemists. Thirteen Ed., 1980.
Washington D.C.
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Parasitarios. S.S.A. México, D.F. 1995.

8.6 Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. American Public Health Association.
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8.7 Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. American Public Health Association.
17th Ed. Washington D.C. 1992.
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18th Ed. Washington D.C. 1995.

9. Observancia de lanorma

La vigilancia en el cumplimiento de la presente norma corresponde a la Secretaria de Salud y a los
gobiernos de las entidades federativas, en sus respectivos ambitos de competencia.

Sufragio Efectivo. No Reeleccion.

México, D.F., a 16 de noviembre de 1999.- El Director General de Salud Ambiental, Gustavo Olaiz
Fernandez.- Rubrica.

APENDICE NORMATIVO A
METODO DE PRUEBA DE EFICIENCIA ANTIMICROBIANA DE SUSTANCIAS GERMICIDAS MISCIBLES EN AGUA
1. Introduccién.- La eficiencia de una sustancia germicida esta dada por su capacidad para destruir o
matar una carga microbiana presente en el agua. Esta eficiencia esta basada en su poder germicida a
través de sus componentes quimicos y su efecto sobre las bacterias de acuerdo con su concentraciéon y
tiempo
de contacto.
2. Objetivo.- Determinar si la sustancia germicida cumple con las propiedades que le son atribuidas por el
fabricante, bajo las condiciones de aplicacion, indicadas por el mismo.
3. Método.- Se inocula una fuente de agua con un numero conocido de colonias del microorganismo
seleccionado, para probar la eficiencia de la sustancia germicida. 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-SSA1-1993, procedimientos sanitarios para el muestreo de agua para uso y consumo
humano distribuida por sistemas de abastecimiento publicos y privados. A continuacién se determina en
dichas muestras la concentracion de organismos mesofilicos aerobios y coliformes totales.

4. Material y equipo

4.1 Autoclave provisto de termémetro y/o manémetro, capaz de alcanzar temperatura de esterilizacion de
121 + 2°C, probado con termdmetro de maximas.

4.2 Espectrofotdbmetro con escala de Transmitancia o Nefeldmetro de Mc. Farland.
4.3 Horno para esterilizar a 160-180°C.
4.4 Incubadora de aire, con circulacién mecanica, para operar a una temperatura de 35 + 2°C.

4.5 Bafio de agua, con circulaciébn mecanica y mezcla de agua, para operar a una temperatura de
445 +0.2°C.

4.6 Potenciémetro



4.7 Pipetas seroldgicas estériles de 1 y 10 ml de capacidad, con graduacion de una décima de su
volumen total (Se recomienda contar complementariamente con pipetas de 2, 5y 11 ml de capacidad).

4.8 Tubos de cultivo de 22 x 175 mm, 20 x 200 mm, 16 x 160 mm y 10 x 100 mm, con tapa metalica o
de rosca.

4.9 Botellas de Roux.

4.10 Asa de platino o micromel.

4.11 Contador manual.

4.12 Contador de colonias.

4.13 Cajas de Petri estériles de 100 X 15 mm.

4.14 Mecheros Fisher o Bunsen.

4.15 Solucion salina estéril al 0.85% (8.5 g de cloruro de sodio, grado analitico en 1000 ml de agua).
5. Medios de cultivo

5.1 Agar nutritivo A.

- Extracto de carne 3.0¢9

- Peptona 509

- Agar libre de sales 15049

- Agua destilada 1000.0 ml

Poner a ebullicién durante tres minutos el extracto de carne y la peptona (Bacto o equivalente); agregar el
agar y calentar, agitando continuamente hasta disolver.

Distribuir en tubos de 10 x 100 mm vy esterilizar 20 minutos a 121°C (el medio no debe sufrir
sobrecalentamiento, lo que se evita por un precalentamiento del autoclave).

Utilizar este medio para efectuar los subcultivos.
5.2 Agar nutritivo B.

Preparar del mismo modo que el Agar nutritivo A, descrito en el punto 5.1 de este apéndice, pero
agregando 30 g de agar libre de sales en lugar de los 15 g especificados.

Distribuir 20 ml del medio en cada botella de Roux.
Utilizar este medio para preparar el cultivo de referencia.
6. Microorganismo de prueba

Cepa de Escherichia coli ATCC 11229

7. Preparacion del cultivo de referencia.

Tomar una asada de la cepa de Escherichia coli y sembrar en una botella de Roux con agar nutritivo B;
incubar 20-24 horas a una temperatura de 35 + 2°C. Hacer por lo menos tres siembras.

8. Preparacion del subcultivo.

Tomar una asada de cada cultivo de referencia y resembrar en tubos independientes con agar nutritivo A,
incubar 20-24 horas a una temperatura de 35 + 2°C.

9. Preparacion de la suspension de Escherichia coli.

9.1 A partir del subcultivo en tubo ya desarrollado, adicionar 5 ml de solucién salina al 0.85% estéril y
agitar suavemente en forma manual, rotando verticalmente el tubo entre las dos manos, para obtener una
suspensién bacteriana, la cual se transfiere a un tubo estéril.

9.2 Determinacion de la concentracion de meséfilos aerobios en la suspension de Escherichia coli,
utilizando uno de los dos métodos que se presentan en los puntos 9.2.1 y 9.2.2 de este apéndice.

9.2.1 Método espectrofotométrico.

Determinar la concentracion de bacterias en UFC/ml, utilizando la Tabla 1.



Tabla 1

370 420 490 530 550 580 650 LONGITUD DE ONDA EN nm
% TRANSMITANCIA CON FILTROS UFC/ml x 10°
7.0 4.0 6.0 6.0 6.0 7.0 8.0 13.0
8.0 5.0 7.0 7.0 7.0 8.0 9.0 115
9.0 6.0 8.0 8.0 8.0 9.0 10.0 10.2
10.0 7.0 9.0 9.0 9.0 10.0 11.0 8.6
11.0 8.0 10.0 10.0 10.0 12.0 13.0 7.7
13.0 9.0 12.0 12.0 12.0 13.0 15.0 6.7

Nota.- La calibracion del aparato debe realizarse con solucion salina estéril.
9.2.2 Método nefelométrico.
Determinar la concentracion de bacterias en UFC/ml, utilizando la Tabla 2.

Tabla 2

Solucion de BaCl, al 1.0% Solucion de H,SO, al 1.0% Escala de UFC
ml ml Mc. Farland Millones/ml
0.1 9.9 4.0 300
0.2 9.8 3.7 600
0.3 9.7 35 900
0.4 9.6 34 1,200
0.5 9.5 3.3 1,500
0.6 9.4 3.2 1,800
0.7 9.3 3.15 2,100
0.8 9.2 3.10 2,400
0.9 9.1 3.04 2,700
1.0 9.0 3.00 3,000

9.3 Diluir la suspensién bacteriana con solucion salina estéril al 0.85%, a la transmitancia o turbiedad
elegida, de acuerdo con la concentracion de bacterias establecida.

10. Preparacion de agua de prueba.

10.1 El agua de prueba se debe preparar con agua de sistema de abastecimiento publico, debiendo
cumplir con los limites permisibles de la NOM-127-SSA1-1994. Salud Ambiental. Agua para uso y
consumo humano. Limites permisibles de calidad y tratamientos a que debe someterse el agua para su
potabilizacién, en los parametros que incidan o afecten la eficiencia del producto germicida, conforme al
contenido de la etiqueta o instructivo respectivo, proporcionado por el fabricante o distribuidor al
laboratorio acreditado que efectue la prueba.

10.2 Preparar un litro de agua de prueba, libre de bactericidas y bacteriostaticos, inoculando el volumen
de suspension de Escherichia coli requerido, para alcanzar una carga total de bacterias de 5,000 a 10,000
UFC/ml y una concentracion de organismos coliformes totales mayor o igual a 240 NMP/100 ml o
UFC/100 ml.

10.3 Determinar para el agua de prueba la concentracion real de mesdfilos aerobios en UFC/ml de
acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-1994, método para la cuenta de bacterias
aerobias en placa y la concentracion real de organismos coliformes totales de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana NOM-112-SSA1-1994, determinacion de bacterias coliformes. Técnica del nimero mas
probable o con los métodos alternativos presentados en los Apéndices Informativos Ay B.

11. Desarrollo de la prueba.



11.1 Agregar la sustancia germicida al agua de prueba, de acuerdo con las instrucciones del fabricante o
distribuidor, especificadas en la etiqueta o instructivo del producto.

11.2 Después de transcurrido el tiempo de contacto especificado en la etiqueta o instructivo del producto,
tomar tres muestras de agua de prueba sin tratar y, a continuacion, tres muestras de agua tratada;
determinar la concentracion de mesofilos aerobios en UFC/ml de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-092-SSA1-1994 y la concentracion de organismos coliformes totales de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana NOM-112-SSA1-1994 o con los métodos alternativos presentados en los Apéndices
Informativos Ay B.

12. Célculos

Con los resultados de cuenta de mesdfilos aerobios y la concentracién de organismos coliformes totales
en agua de prueba sin tratar y tratada (media aritmética), calcular los porcentajes en la reduccion
bacteriana de acuerdo con las formulas especificadas en los puntos 12.1 y 12.2 de este apéndice.

12.1 Porcentaje en reduccién bacteriana de mesofilos aerobios:

(mesdfilos aerobios) .., - (mesdfilo aerobios) .,
(mesdfilos aerobios) pq;

% RBMA = x 100

En donde:

% RBMA.- Porcentaje en reduccién bacteriana de mesofilos aerobios.

(mesofilos aerobios) apst.- Cuenta de mesofilos aerobios en UFC/mI de agua de prueba sin tratar.
(mesdfilos aerobios) p7.- Cuenta de mesdfilos aerobios en UFC/mI de agua de prueba tratada.
12.2 Porcentaje en reduccién bacteriana de organismos coliformes totales.

(coliformes totales),..; — (coliformes totales) o,

% RBCT = - x 100
(coliformes totales) pq;
En donde:
% RBCT.- Porcentaje en reduccion bacteriana de organismos coliformes totales.
(coliformes totales)apst-- Cuenta de organismos coliformes totales en
NMP/100 ml o UFC/100 ml de agua de prueba sin tratar.
(coliformes totales)apr.- Cuenta de organismos coliformes totales en

NMP/100 ml o UFC/100 ml de agua de prueba tratada.
13. Reporte

Prueba de potabilidad aceptable, si el porcentaje en reduccion bacteriana es igual o mayor a 95%, tanto
para mesdfilos aerobios como para organismos coliformes totales.

APENDICE INFORMATIVO A
DETERMINACION DE ORGANISMOS COLIFORMES TOTALES. METODO DEL SUSTRATO CROMOGENICOl
1. Introduccién

La determinacion de organismos coliformes por medio del sustrato cromogénico, se fundamenta en el uso
de sustratos cromogénicos hidrolizables para la deteccién de enzimas de bacterias coliformes. Cuando se
utiliza esta técnica, el grupo se define como todas las bacterias que poseen la enzima 3-D-galactosidasa
y capaces de romper el sustrato cromogénico, dando como resultado una liberacién del cromégeno.
A diferencia del método de fermentacién de lactosa que permite el crecimiento de muchos organismos
aerébicos y elimina o suprime algunos no-coliformes con inhibidores quimicos, esta técnica provee
nutrientes que son mas selectivos y especificos para el crecimiento de coliformes. La prueba puede
usarse tanto en tubos multiples como en formato presencia-ausencia (muestras individuales de 100 ml).
La obtencion de resultados validos requiere la aplicacion estricta de los procedimientos de control de
calidad.

2. Principio
El sustrato cromogénico tal como el orto-nitrofenil-R-D galactopiran6sido (ONPG) u otro equivalente, es
empleado para detectar la enzima R-D-galactosidasa, la cual es producida por bacterias coliformes

! Aprobado por el Comite of Standard Methods, 1992.



totales.

La enzima [3-D-galactosidasa hidroliza al sustrato y provoca un cambio de color, el cual indica y sustenta
una prueba positiva después de 24 a 28 horas sin procedimientos adicionales. Las bacterias no
coliformes, tales como las especies del género Aeromonas y Pseudomonas, que producen pequefas
cantidades de la enzima [3-D-galactosidasa, son suprimidas y no pueden producir una respuesta positiva
durante las 28 horas a menos de que mas de 10% unidades formadoras de colonias (UFC) por ml (106
UFC/100 ml) estén presentes.

3. Aplicaciones

La prueba de coliformes con sustrato cromogénico se recomienda para el andlisis de muestras de agua
potable o agua limpia proveniente de cualquier fuente. Inicialmente, los laboratorios planearon usar este
procedimiento conduciendo pruebas paralelas con una de las pruebas de coliformes estandar por un
periodo de varios meses para evaluar la efectividad de la prueba para el tipo especifico de agua analizada
y para determinar el nimero relativo de pruebas positivas obtenido por las dos técnicas.

Las muestras de agua conteniendo materiales hiumicos o de otro tipo, pueden estar coloreadas. Si hay
color de fondo, se comparan los tubos inoculados con un tubo de control conteniendo Unicamente
muestra de agua. Ciertas aguas con alto contenido de sales de calcio pueden causar precipitacion, pero
ésta no debe afectar la reaccion.

La prueba del sustrato cromogénico no se usa para verificar siembras presuntivas de coliformes o
colonias de filtracion con membrana, porque el sustrato puede ser sobrecargado por el inéculo pesado de
3-D-galactosidasa débil producido por no-coliformes, causando resultados falsos positivos.

En lo que se refiere a Echerichia Coli, un sustrato fluorogénico como el 4-metilumbeliferil-3-D-glucorénido
(MUG) es utilizado para detectar la enzima R-glucoronidasa, la cual es producida por E. Coli. La enzima
B3-glucoronidasa hidroliza el sustrato, produciendo fluorescencia cuando el liquido es expuesto a la luz
ultravioleta de onda larga (366 nm). La presencia de fluorescencia indica una respuesta positiva para E.
coli. Algunas Shigella spp también pueden producir una respuesta positiva. Debido a que Shigella spp son
reconocidas como patégenas humanas, no estan consideradas como perjudiciales para probar la calidad
sanitaria del agua.

4. Formulacion del sustrato

Las formulaciones del sustrato se presentan comercialmente en tubos para el procedimiento de tubos
multiples o en recipientes para muestras de 100 ml, para la determinacién de presencia/ausencia.
También son aprovechables porciones pre-pesadas del reactivo para mezclar y dosificar en tubos
multiples para pruebas de 10 ml u otros recipientes para muestras de 100 ml. Se requiere de un
proveedor confiable para el aseguramiento de calidad y uniformidad del sustrato comercial. Se debe evitar
la exposicion prolongada del sustrato a la luz directa del sol.

La formulacién en polvo contiene los siguientes compuestos anhidros (por litro de sustrato preparado)zz

Sulfato de amonio, (NH,),SO, 5.00 g
Sulfato de manganeso, MnSO, 0.0005 g
Sulfato de zinc, ZnSO, 0.0005 g
Sulfato de magnesio, MgSO, 0.10g
Cloruro de sodio, NaCl 10.0g
Cloruro de calcio, CacCl, 0.05¢g
Sulfito de sodio, Na,SO4 0.04 ¢
Amfotericina B 0.001 g
O-Nitrofenil-B-D-galactopiranosido 0.50¢g
4-Metilumbeliferil-3-D-glucorénido 0.075¢9
Solanio® 0.50 g
Buffer Hepes de sal de sodio 539
Buffer Hepes de ac. orgé\nicos4 699

Alternativamente se pueden utilizar productos con diferentes formulaciones, debidamente acreditados.
Solanio es una mezcla de diversos quimicos incluyendo antibiéticos. Es propiedad de Environetics, Branford Conn.

4 N-2-hidroxietilpiperazina-N-2-acido etano sulfénico.



5. Procedimiento

5.1 Procedimiento de tubos mdltiples. Seleccione el nimero apropiado de tubos por muestra con medio
predosificado para la prueba de tubos mudltiples y rotule. Siga las instrucciones del fabricante para
preparar la serie de diluciones. Asépticamente, adicione 10 ml de muestra a cada tubo, tape
herméticamente y agite vigorosamente para disolver. La mezcla resultante es incolora. Algunas particulas
pueden resultar insolubles durante la prueba, esto no afectara su desarrollo.

El procedimiento también puede ser desarrollado con la adicion de cantidades apropiadas del sustrato
reactivo a la muestra, mezclando vigorosamente y dosificando en cinco o diez tubos estériles. Incube
a 35 + 0.5°C por 24 horas.

5.2 Procedimiento de presencia/ausencia. Adicione asépticamente sustrato enzimatico pre-pesado a
100 ml de muestra en un vaso, estéril, transparente, no fluorescente de borosilicato o en una botella o
recipiente equivalente. Opcionalmente, adicionar 100 ml de muestra al sustrato enzimatico en un
recipiente provisto por el fabricante. Tape asépticamente y mezcle vigorosamente para disolver. Incube a
35 + 0.5°C por 24 horas.

6. Interpretacion

Después de 24 horas de incubacidon examine si existe cambio de color en los tubos o recipientes. Cuando
el sustrato es orto-nitrofenil-R-D-galactopiranosido (ONPG) es hidrolizado por la enzima de la bacteria
para producir ortonitrofenol amarillo; algunos sustratos usados en otras formulaciones pueden producir
respuestas de diferente color. La respuesta cromogénica descrita es una reaccién positiva para coliformes
totales. Si el cambio de color no es uniforme en todo el tubo, mezcle por inversion antes de la lectura.
Comparar cada tubo nuevamente con el comparador de color disponible de la fuente comercial del
sustrato. Si la intensidad del color es mayor o igual a la del comparador, los coliformes totales estan
presentes. Las muestras son negativas para coliformes totales si no se observa color. Si la respuesta
cromogénica es cuestionable después de 24 horas, incube 4 horas mas. Si se intensifica el cromégeno, la
muestra es positiva para coliformes totales; si ho sucede esto, la muestra es negativa.

7. Reporte

Si se desarrollé el procedimiento de NMP, calcular el valor de NMP del numero de tubos o celdas
positivos, de acuerdo con las tablas de nimero mas probable, correspondientes al sistema utilizado.

Si se utiliza el procedimiento de presencia/ausencia, reportar resultados de coliformes totales presentes a
ausentes en 100 ml de muestra.

8. Control de calidad

Pruebe cada lote de sustrato comercial desarrollando la prueba por inoculacion con tres bacterias de
control; Escherichia coli, otra coliforme total diferente a E. coli (por ejemplo Enterobacter cloacae) y una
no coliforme. Evite el uso de inéculos pesados. Si se usan Pseudomonas como el no coliforme
representativo, seleccione una especie no fluorescente. Incube estos controles a 35+0.5°C por 24 horas.
Lea y registre
los resultados.
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APENDICE INFORMATIVO B
Determinacion de bacterias coliformes totales y coliformes fecales. Método de filtracion por membrana.
1. Fundamento

Este método se basa en la filtracion de una muestra para concentrar células viables sobre la superficie de
una membrana y transferirlas a un medio de cultivo apropiado, para posteriormente contar el nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC) desarrolladas después de la incubacion.

2. Material

2.1 Autoclave con termOmetro y manometro, capaz de alcanzar temperaturas de
esterilizacion.

2.2 Material para envolver esterilizable (papel kraft, bolsas de polimero resistentes al calor,
otros).

2.3 Membranas para filtracion estériles con poro de 0.45 milimicras y cojinetes absorbente
de 47 mm de diametro.

2.4 Sistema de filtracion.

25 Bomba de vacio (20-27 pulgadas Hg), tuberia y aditamentos herméticos para mantener
el vacio.

2.6 Matraz Kitazato.

2.7 Cajas Petri desechables o de vidrio estériles de 50 x 90 mm.

2.8 Marcador indeleble o equivalente.

2.9 Pinzas de acero inoxidable.

2.10 Propipeta de 50 ml de capacidad.

2.11 Botellas de borosilicato con capacidad de 150 ml y tapa de rosca.

2.12 Pipetas bacterioldgicas de 1, 2, 5, 10 y 25 ml de capacidad, estériles y protegidas con
tapon de algodon.

2.13 Utensilios estériles como: cucharas, cucharones, picahielos, destapadores, abrelatas,
otros.

2.14  Microscopio estereoscopico, Optico o equivalente.
2.15 Incubadora ajustada a temperatura de 35°C + 1°C.
2.16 Contador mecanico o manual de Tally.
2.17 Recipientes estériles para muestras (frascos, botellas, jarras, bolsas, otros).
2.18 Balanza granataria con sensibilidad de 0.1 g.
2.19 Portaasay asa bacteriol6gica.
2.20 Portaobjetos.
3. Reactivos y medios de cultivo
3.1 Agar cuenta estandar
Preparar de acuerdo con instrucciones del fabricante o por ingredientes:
El pH final debe ser de 7.0 £ 0.2 después de esterilizar a 121°C durante 15 minutos.
3.2 Agar ENDO LES

Ingredientes Cantidad (g)
Extracto de levadura 12
Casitona o tripticasa 3.7
Tiopeptona o tiotona 3.7
Triptosa 7.5

Lactosa 9.4



Fosfato acido de potasio - K,HPO, 3.3

Fosfato de potasio - KsPOy, 1.0
Cloruro de sodio - NaCl 3.7
Desoxicolato de sodio 0.1

Lauril sulfato de sodio 0.05
Sulfito de sodio - Na,SO3 1.6
Fucsina basica 0.8

Agar 15.0
Agua grado reactivo 1000.0 ml

3.2.1. Preparacion

Rehidratar el medio en un litro de agua que contenga 20 ml de etanol al 95% no desnaturalizado (lo cual
reduce el crecimiento Background y el tamafio de la colonia). Llevar hasta ebullicion para disolver el agar,
retirar del calor y enfriar a 45-50°C. No esterilizar en autoclave. El pH final debe ser 7.0 £ 0.2. Distribuir en
cantidades de 5 a 7 ml dentro de cajas de Petri de 60 mm de vidrio o plastico. Si se utilizan placas de otro
tamafio, ajustar la cantidad de medio. No exponer las placas a la luz directa del sol. Almacenar en la
obscuridad de 4 a 8°C, preferiblemente en bolsas de plastico selladas u otros recipientes para reducir
la pérdida de humedad. Descartar el medio que no se utilizé después de 2 semanas.

3.3 Medio ENDO

Ingredientes Cantidad (g)
Triptosa o polipeptona 10.0
Tiopeptona o tiotona 5.0
Casitona o tripticasa 5.0
Extracto de levadura 15
Lactosa 125
Cloruro de sodio-NaCl 5.0
Fosfato acido dipotasico-K,HPO,4 4.375
Fosfato dihidrégeno potasico-KH,PO4 1.375
Lauril sulfato de sodio 0.05
Desoxicolato de sodio 0.10
Sulfito de sodio-Nay,SO3 21
Fuscina béasica 1.05
Agar (opcional) 15,0
Agua grado reactivo 1000.0 ml

Rehidratar el medio en un litro de agua que contenga 20 ml de etanol al 95%, calentar hasta ebullicién
para disolver el agar, retirar del calor y enfriar entre 45-50°C. Distribuir en cantidades de 5 a 7 ml a cajas
de Petri desechables o de vidrio de 60 mm de diametro. No esterilizar en autoclave. El pH final debe ser
de 7.1-7.3.

Almacenar el medio (Caldo o Agar) en la oscuridad de 4 a 8°C y descarte cualquier caldo de medio sin
usar después de 96 horas y el agar sin usar después de 2 semanas.

Medio liquido: 2 ml por placa, sin agar; se puede usar un cojinete absorbente si esta certificado, libre de
sulfito u otro agente toxico a una concentracion que pueda inhibir el desarrollo bacteriano.

4. Procedimiento

Generalmente, el enriquecimiento del medio de cultivo puede mejorar la valoracion de la calidad del agua
para beber. Sin embargo, este paso puede eliminarse en el andlisis de rutina de este tipo de agua, ya que
varios estudios mostraron que se obtienen resultados adecuados por la técnica simple de filtracién por
membrana, en un solo paso. Sin embargo, se recomienda que, en lo posible, se verifiquen todas las
muestras de agua que den resultados positivos.

4.1 Seleccion del tamafio de muestra

El tamafio de muestra lo determina la densidad bacteriana, lo cual en muestras de agua para beber estara
limitado solo por el grado de turbiedad o por el crecimiento de bacterias no coliformes sobre el medio.



El volumen de muestra sugerida para prueba de coliformes totales y coliformes fecales por esta técnica es
de 100 ml.

4.2 Filtracién de la muestra

Utilizando pinzas estériles, colocar una membrana estéril (cuadriculado hacia arriba) sobre el porta filtro
poroso. Cuidadosamente coloque el embudo sobre el receptaculo y asegulrelo en su lugar. Filtre la
muestra bajo vacio parcial, con el filtro adn en su lugar, enjuague el embudo mediante la filtracion de tres
porciones de 20 a 30 ml de solucion buffer estéril. Una vez complementado el enjuague final y que el
proceso de filtracién haya concluido, quitar el embudo e inmediatamente después retire la membrana con
pinzas estériles y coldquela sobre el medio selectivo con un movimiento circular, a fin de evitar la entrada
de aire. Meter un control de 100 ml de solucién buffer estéril cada 10 muestras para checar posible
contaminacion cruzada o buffer contaminado. Incubar el control bajo las mismas condiciones de la
muestra.

Usar unidades de filtraciéon estériles al principio de cada serie de filtraciones, como precaucién minima
para prevenir contaminacion accidental. Una serie de filtraciones se considera cuando hay un intervalo de
interrupcion de 30 minutos o mas entre cada filtracion de muestras. Después de tales interrupciones,
tratar cualquier muestra como una serie de filtracion y se debe esterilizar toda la unidad de filtracion en
uso. Descontaminar este equipo entre filtraciones sucesivas, ya sea por medio de luz ultravioleta (UV) o
esterilizando 2 minutos con vapor o durante 5 minutos con agua hirviendo. No exponer la preparacion de
cultivo con el filtro de membrana al rango de radiaciéon UV que pueda salir de la cabina de esterilizacion.
Se recomienda protegerse los ojos, pueden usarse lentes de seguridad o de vidrio prescritos para la
adecuada proteccion contra la luz UV de la columna de esterilizacién que no se aisle durante el tiempo de
exposicion. Limpie el tubo de UV regularmente y cheque periédicamente su efectividad para asegurar que
haya un 99,99% de muerte bacteriana en 2 minutos de exposicion.

4.3 Técnica de enriquecimiento

Colocar un cojinete absorbente en una caja de Petri estéril y pipetear 1.8 a 2.0 ml de caldo lauril triptosa
para saturar el cojinete. Cuidadosamente remueva cualquier exceso de liquido del cojinete.
Asépticamente colocar sobre el cojinete una membrana a través de la cual se haya filtrado una muestra
de agua, incubar la membrana sin invertir la caja de 15 a 20 horas a 35 + 0.5°C en una atmoésfera de 90%
de humedad relativa.

Si se usa el medio de agar base tipo ENDO, remover el enriquecimiento de la incubadora, separar la
membrana del cojinete con el enriquecimiento y colocar sobre la superficie del agar. La colocacién
incorrecta de la membrana a su vez se pone de manifiesto, porque partes de la membrana no se tifien, lo
cual indica entrada de aire. Donde suceda esto, cuidadosamente resitle la membrana sobre la superficie
de agar. Si se usa medio liquido, colocar un cojinete estéril nuevo en el fondo de la caja y saturar con 1.8-
2.0 ml de medio M-ENDO. Separar la membrana del cojinete con el enriquecimiento y colocar sobre la
superficie del M-ENDO, con las precauciones antes descritas. Descartar el cojinete de enriquecimiento
utilizado.

A continuacion, con el medio ya sea agar o liquido (con cojinete), invertir las placas e incubar de 20 a 22
horas a 35 + 0.5°C.

4.4 Técnica alternativa directa en paso simple

Si se usa medio de agar base, colocar la membrana después de filtrar la muestra de agua, directamente
sobre el agar como se describié anteriormente e incubar por 24 + 2 horas a 35 + 0.5°C.

Si se usa medio liquido, colocar un cojinete sobre la placa y saturar con 1.8 a 2.0 ml de medio M-ENDO.
Colocar la membrana después de filtrar la muestra de agua, directamente sobre el cojinete; invierta la caja
e incube por 24 + 2 horas a 35 + 0.5°C.

4.5 Conteo: Para determinar la cuenta de colonias sobre el filtro de membrana, usar un microscopio
binocular de diseccion de bajo poder (10 a 15 aumentos) u otro aparato Optico similar, con lampara
fluorescente de luz blanca con rango perpendicular, tanto como sea posible al plano del filtro.

Las colonias tipicas de coliformes totales tienen color rojo oscuro con brillo metdlico. El area brillante
puede variar de tamafio desde que sélo brille la parte superior de la colonia hasta que abarque la
superficie total de la colonia, las colonias atipicas de coliformes pueden ser rojo oscuro o nucleadas sin
brillo.

Las colonias que no tengan brillo pueden ser rosas, rojas, blancas o incoloras y se consideran no
coliformes.



No existe correlacion entre la cuenta de colonias (coliformes o no coliformes) sobre el medio tipo ENDO y
el nimero total de bacterias presentes en la muestra original. Sin embargo una cuenta alta de bacterias
no coliformes puede interferir con el maximo desarrollo de coliformes. La refrigeracion de los cultivos
(después de 22 horas de incubacién) con alta densidad de colonias no coliformes de 0.5 a 1 hora antes
de contar puede prevenir la dispersién y puede ayudar a discernir el brillo metalico. La incubacion
anaerobica a 35°C por 24 horas de algunas muestras de agua subterranea, pueden suprimir el desarrollo
de colonias de no coliformes, pero debe ser cuidadosamente evaluada para asegurar no perder la
recuperacion de
los coliformes.

Las muestras de agua tratada, efluente o residual puede incluir bacterias estresadas que crecen
relativamente lento y producen un maximo brillo en 22-24 horas. Los organismos de fuentes no tratadas
pueden producir brillo a las 16-18 horas y el brillo puede, subsecuentemente disminuir después de
24-30 horas.

4.6 Verificacion de los coliformes

Ocasionalmente las colonias de no coliformes aparecen como colonias tipicas con brillo. Las colonias
atipicas (rojo oscuro, nucleadas son brillo metalico) ocasionalmente pueden ser coliformes. Es
recomendable verificar ambos tipos de colonias, mediante una prueba de fermentacion de lactosa o por el
uso de procedimientos alternativos, que involucren ambos una prueba rapida (4 horas) o por reacciones
bioquimicas tipicas o un sistema multiprueba para especies.

4.6.1 Fermentacion de la lactosa.

Verificar colonias tipicas y atipicas incluidas en la cuenta directa; probar un minimo de 5 de tales colonias
de muestras de agua potable, por transferencia del crecimiento de cada colonia en caldo lauril triptosa,
incubar a 35 + 0.5°C durante 48 horas.

La formacién de gas en caldo lauril triptosa y su conformacion en caldo lactosa con verde brillante dentro
de las 48 horas, verifica a la colonia probada como coliforme.

4.6.2 Verificacion alternativa de coliformes.

Aplicar este procedimiento alternativo de verificacion de coliformes para colonias aisladas sobre el filtro de
membrana. Si no hay colonias aisladas o si la separacion entre las colonias es de menos de 2 mm, estriar
el crecimiento a medio M-ENDO para asegurar la pureza del cultivo y transferir al tubo de fermentacion.

4.6.2.1 Prueba rapida.

Una verificacion rapida de las colonias es la prueba de citocromo oxidasa (CO) y Beta- galactoxidasa
(ONPG). La reaccion de los coliformes es de CO negativa y ONPG positiva con 4 horas de incubacion del
tubo de cultivo o procedimiento de microprueba.

4.6.2.2 Sistema multiprueba comercial.

Verificar las colonias por estrias para su purificacion, seleccionar colonias perfectamente aisladas e
inocular dentro de un sistema multiprueba para enterobacterias que incluya reacciones de fermentacion
de lactosa, CO y ONPG.

5. Calculos
Calculos de la densidad de los coliformes

Hacer el conteo, usando filtros de membrana con 20 a 80 colonias de coliformes y no mas de 200
colonias para cualquier tipo de colonia segun la siguiente ecuacion.

Colonias de coliformes contadas
Colonias de coliformes totales/100 ml = X 100

ml de muestra filtrados
5.1 Agua de calidad potable

Con agua de buena calidad, la presencia general de coliformes es minima. Por lo tanto, se deben contar
todas las colonias de coliformes (cajas con 20 a 80 colonias) y usar la férmula dada anteriormente para
obtener la densidad de coliformes.

Si existe un crecimiento confluente, que es un desarrollo que cubre el area de filtracion completa de la
membrana o una porciéon y las colonias no estan bien distribuidas, reportar los resultados como
“crecimiento confluente con (sin) coliformes” y solicite un nuevo muestreo del mismo sitio. Si el nimero
total de colonias bacterianas, coliformes o no coliformes excede las 200 por membrana o si las colonias



no son suficientemente distinguibles una de la otra para asegurar el conteo, reporte los resultados como
“Demasiado numerosas para contar” (DNPC). La presencia de coliformes en tales cultivos, se verifica
mediante la colocacién del filtro de membrana completo dentro de un tubo estéril con caldo bilis verde
brillante. Como alternativa arrastre la superficie completa del cultivo de la membrana con una asa estéril o
con un isopo de algodoén estéril e inocule a un tubo de caldo lactosado y a otro de caldo bilis verde
brillante.

Si se produce gas de este cultivo dentro de las 48 + 3 horas a 35 + 0.5°C, se concluye la presencia
de coliformes.

Se recomienda reportar “Crecimiento confluente” o “Demasiado numerosas para contar” con al menos
una colonia de coliformes detectable (verificada) como una muestra positiva de coliforme total; no se
recomienda reportar Unicamente “Crecimiento confluente” o “Demasiado numerosas para contar”.

Cuando no se detectan coliformes, habiendo utilizado volimenes de muestra pequefios, se requiere una
nueva muestra y seleccionar volimenes mas apropiados para la filtracion por membrana. Normalmente
se requieren volumenes de 25, 50 o 100 ml para agua potable.

Para reducir interferencia de sobrecrecimiento, en lugar de filtrar 100 ml, filtre porciones de 50 ml a través
de 2 diferentes membranas, porciones de 25 ml a través de 4 diferentes membranas, y asi
sucesivamente.
La cuenta de coliformes totales observadas sobre todas las membranas se suma y se reporta el nimero
total en 100 ml.
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